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I.-INTRODUCCION.

Dirofilaria immitis es un nematodo transmitido por diversas especies de
mosquitos, que afecta a grandes vasos sanguineos y el corazén de caninos
domésticos y salvajes, en menor medida también afecta a felinos, otras especies
animales y al hombre (Lee y Atkins, 2010; Lu et al., 2017; Zumaquero et al., 2020).

La distribucion de D. immitis es considerada cosmopolita, aunque es mas
frecuente encontrarla en\climas calidos (Labarthe y Guerrero, 2005., Genchi et al.,
2009). En América ha sido reportada en perros de paises como Argentina, Brasil,
Colombia, Estados Unidos, Meéxico y Venezuela (Labarthe y Guerrero, 2005;
Bowman et al., 2009).

Una gran variedad de especies de mosquitos ha sido considerada
hospedadores intermediarios y vectores de-D. immitis. Sin embargo, pocas especies
han sido evaluadas en relacién a su capacidad infectiva y vectorial. En la actualidad
se sabe por diversos estudios que la familia> de mosquitos Culicidae son
considerados los hospedadores intermediarios del nematodo. Alrededor de 3500
especies de mosquitos conforman esta familia y se encuentran distribuidas de
manera cosmopolita (Morchén et al., 2012; Ferreira et al., 2015).

La mayoria de los trabajos de campo realizados para-identificar a los
hospedadores intermediarios de D. immitis han empleado trampas y regularmente
un perro como cebo para la captura de los mosquitos. Este tipo de estudios han sido
realizados principalmente en Estados Unidos, ltalia y Brasil, paises con amplias
areas endémicas. Como posibles hospedadores se han identificado Culex erraticus,

Culex modestus, Culex nigripalpus, Culex pipiens, Culex quinquefasciatus, Aedes
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canadensis, Aedes caspius, Aedes excrucians, Aedes scapularis, Aedes sierrensis,
Aedes sollicitans, Aedes stimulans, Aedes taeniorhynchus, Aedes trivittatus, Aedes
vexans 'y Anopheles maculipennis (Latrofa et al., 2012; Morchon et al., 2012). Otras
especies como Aedes cantans, Aedes cinereus, Aedes geniculatus, Anopheles
claviger, Coquilletidia richiardii, Culex declarator, Culex restuans, Culex sultanensis,
Culex territans y Culex annulata tienden a alimentarse con menor frecuencia de
perros y gatos por lo quezson de menor interés en la transmision del parasito (Torres-
Chable et al., 2018).

En el estado de Tabaseco se ha reportado una elevada prevalencia de
dirofilariasis canina en localidadés cercanas a la costa del Golfo de México,
principalmente en los municipios de Comalcalco, Paraiso y Centla y se cuenta con
evidencia molecular que el mosquito’ Culex (Culex) quinquefasciatus es un vector
de D. immitis en el estado (Torres-Chable et al., 2018). Sin embargo, existen otras
especies de mosquitos que pudieran estar jugando un papel en la transmisién del
nematodo y que aun no han sido reportadas. Por [0 tanto, el objetivo del presente
estudio sera identificar las especies de mosquitos vectores que juegan un papel
importante en la transmision de Dirofilaria immitis en la zena urbana de Paraiso,

Tabasco.
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Il.- OBJETIVOS.

2.1.- Objetivo general.

Identificar las especies de mosquitos vectores que juegan un papel
importante en la transmision de Dirofilaria immitis en la zona urbana de Paraiso,

Tabasco.

2.2.- Objetivos especificos.

e Conocer las especies de-mosquitos presentes en casas de la zona urbana de
Paraiso, Tabasco, donde habitan perros infectados con D. immitis.

¢ Identificar molecularmente la“presencia de microfilarias en cabeza, térax y
abdomen de mosquitos capturados.

e Determinar el rango de infeccidon de las-€species de mosquitos infectadas con

microfilarias.
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lll.- MATERIALES Y METODOS.

3.1.- Area de estudio.

El presente estudio se llevd a cabo en dos periodos de tiempo, el primer
periodo fue la coleccion de mosquitos entre enero a noviembre de 2021 en la ciudad
de Paraiso (cabecera municipal) del municipio de Paraiso, Tabasco, el cual se
encuentra ubicado entre las coordenadas 18° 24' 00" latitud Norte y entre 93° 13'
59" longitud Oeste (INEGHI;.2020). El segundo periodo fue la extraccion de ADN e

identificacion molecular de D; immitis que se llevo a cabo de enero a julio de 2022.

3.2.- Tipo de muestreo ytécnica de coleccion de mosquitos.

Se realiz6 un muestreo per conveniencia. Primero se llevd a cabo un
muestreo al azar, para identificar 10 casas ‘que tuvieran al menos un perro infectado
con D. immitis y que presentara microfilaremia. Inicialmente se realizé la
identificacion por microscopia y posteriormente se,llevé a cabo la identificacion
molecular mediante PCR siguiendo la metodologia de‘extraccion de ADN y reaccion
de PCR descrita por Torres-Chable et al. (2018). Una vez)identificadas las casas
con los perros positivos a la infeccion se realizaron capturas de mosquitos
semanalmente, empleando mochilas entomoldgicas tipo Back Pack (avaladas por
el Centro de Control de Enfermedades, Back Pack CDC®). Las aspiraciones se
realizaron dentro y fuera de la casa (patios y zonas adyacentes a la casa) buscando
mosquitos en sitios de reposo o en vuelo. Las aspiraciones fueron realizadas una
sola vez en cada casa. El tiempo de aspiracion empleado en cada casa fue de

aproximadamente 15 minutos. Los mosquitos capturados fueron mantenidos vivos
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en los contenedores plasticos de la maquina aspiradora y transportada al laboratorio
de Enfermedades Tropicales y Transmitidas por Vectores DACA-UJAT donde se

llevd a cabo su identificacion taxondmica.

3.3.- Identificacion y clasificacion de los mosquitos capturados.

En el laboratorio los mosquitos fueron sometidos a eutanasia mediante
hipotermia, para posteriormente llevar a cabo su identificacion mediante el uso de
claves taxondmicas (Carpenter y LaCasse, 1955; Darsie Jr y Ward, 1981). Ademas,
se realizo la cuantificacion y determinacion de sexo. El estado de alimentaciéon se
determind mediante la observacién directa del abdomen de cada mosquito y de

forma practica se clasificaron como alimentado o no alimentado.

3.4.- Extraccion de ADN genémico-de mosquitos.

Una vez identificados los mosquitos, se colocaron de 1 a 10 especimenes
en cada vial (dependiendo de su abundancia) y posteriormente se sometieron a
extraccion de ADN total. La extraccion de ADN se realizé, mediante la técnica de
sales (PAT-ROMANS). Se agregaron 200 ul de buffer de maceracién (NaCl 0.1M,
Sacarosa 0.2M, Tris Buffer 0.1M, EDTA 0.05M y SDS al 0.05%) a los mosquitos
contenidos en los viales. Posteriormente, se realizd la maceracion de los mosquitos
hasta alcanzar una mezcla homogénea de particulas finas. Después, se realizé una
centrifugacion por 30 segundos (s), e inmediatamente las muestras fueron
incubadas a 65°C durante 30 min. Al finalizar la incubacién, se agregaron 21 ul de
acetato de potasio 8M a cada vial (para alcanzar una concentracion final de 1M), se

mezclaron por inversion manual y se procedio a realizar una incubacion en hielo
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humedo a aproximadamente 4°C por 30 min. Posteriormente, se realizd una
centrifugacion a 18,000 x g durante 15 min y al finalizar se trasladaron 200 pl del
sobrenadante a un nuevo vial. Se agregaron 200 ul de etanol al 100% a cada vial y
se mezcld por inversion manual. Las muestras se dejaron precipitando hasta el

siguiente dia a -20°C.

Al dia siguiente, las muestras se centrifugaron a 18,000 x g durante 15 min
y se desecho el etanol.~Se agregaron 200 ul de etanol al 75%, se realizé una
centrifugacion a 18,000 x g-durante 15 min y se desecho el etanol. Después, se
agregaron 200 pl de etanol al 100%, se realizé una centrifugacion a 18,000 x g
durante 15 min y posteriormente el ‘etanol fue desechado. Los viales conteniendo el
pellet de ADN fueron secados durante 15 min en SpeedVac (Thermo Fisher
Scientific®, USA).

El pellet fue resuspendido en 100l de TE, el ADN obtenido fue cuantificado
en Nanodrop (Thermo Fisher Scientific®, USA) y ajustado a una concentracion entre

80y 100 ng/ul.

3.5.- Reaccion de PCR para identificar ADN filarial en sangre de perros

y mosquitos colectados.

Se emplearon los cebadores universales (Pan-filarial) DIDR F1 y DIDR R1
generados a partir de la region espaciadora transcrita 2 (ITS2) del ADN ribosomal
de D. immitis y Acantocheilonema reconditum siguiendo la metodologia descrita por

Torres-Chablé et al. (2018).
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Brevemente, cada reaccion de PCR fue realizada usando MgClI2 a 1.5 mM,
dNTPs 250 pM, Tris—HCI 20 mM (pH 8.4), KCI 50 mM, 2.5 U de Taq polimerasa y
2.5l de solucion de ADN en un volumen total de 25 ul 20. El procedimiento se inicio
con un paso de desnaturalizacién a 94°C por 2 min y 32 ciclos de desnaturalizacion
a 94°C por 30 s, el tiempo de alineacion fue de 30 s a 60°C. Posteriormente, una
extension de 30 s a.72°C y una extension final de 7 min a 72°C. La reaccion se llevo
a cabo en un termociclador SimpliAmp® Applied Biosystems (Thermo Fisher
Scientific, USA). Los productos obtenidos de la PCR (10 ul), se examinaron en geles
de agarosa y se compararon ¢op- un control positivo a D. immitis que se encuentra
resguardado en el Laboratorio de-Enfermedades Tropicales y Transmitidas por

Vectores DACA-UJAT.

3.6.- Determinacion de la-proporcion de mosquitos infectados por

filarias.

Para identificar la proporcion de mosquitos infectados se empled el calculo
del Rango Minimo de Infeccion, para lo cual se utilizo la siguiente formula:

N° de pools positivos

Rango Minimo de Infeccion = -
g f N° total de mosquitos'muestreados

18



IV. RESULTADOS.

Se colectaron muestras de sangre entera de perros domeésticos en la
cabecera municipal de Paraiso, Tabasco de forma aleatoria en busqueda de perros
microfilarémicos empleando la técnica de frotis de gota gruesa. Una vez ubicados
diez perros microfilarémicos provenientes de diferentes casas, se procedidé a la
identificacion de la eggecie mediante la técnica de PCR. Se corroboré mediante el

producto de PCR obser@o en gel de agarosa al 1.5%, la presencia de un amplicon

compatible con D. immitis (‘@2 pb) como puede observarse en la Figura 1.

(od

(o]

Figura 1. Resultado de los PCR para identificar perros positivgﬁé). immitis. Carriles
1 y 14: marcador molecular, carriles 2-12 muestras evaluadas (Carrillo-Castro y

Solis-Pérez 2022).

Las casas donde habitaban los perros positivos a D. immitis fueron entonces
consideradas las unidades de muestreo para el presente estudio, capturandose un

total de 1265 mosquitos.
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Cuadro 1.- Lista de mosquitos capturados en patios y casas donde viven perros

infectados con Dirofilaria immitis.

Taxoén M HNA HA Total

l.- Aedes (Stegomya)

1.- aegypti (Linnaeus) 51 3 52 106
Il.-Aedes (Ochlerotatus)

2.- angustivittatus (Dyar’y)Knab, 1907) 0 0 4 4
3.- taeniorhynchus (Wiedemann) 21 4 292 317
lll.- Anopheles (Nyssorhynchus)

4.- albimanus (Wiedemann) 2 20 0 22
IV.-Anopheles (Anopheles)

5.- quadrimaculatus (Say, 1824) 114 29 3 146
6.- Walkeri (Theobald, 1901) 1 0 1 2
V.- Culex (Culex)

7.- Coronator (Dyar y Knab, 1906) 1 4 7 12
8.- educator (Dyar y Knab, 1906). 0 0 7 7
9.- interrogator (Dyar y Knab, 1906). 19 30 162 211
10.- lactator (Dyar y Knab, 1906). 0 0 1 1
11.- quinquefasciatus (Say, 1823). 5 20 80 105
VI.- Culex (Melanoconion)

12.- nigripalpus (Theobald, 1901). 7 30 174 211
VIl.- Mansonia (Mansonia)

13.- titillans (Walker, 1848) 7 16 98 121
Total 228 156 881 1265

M: Macho. HNA: Hembra no alimentada.

2022).

HA: Hembra alimentada (Carrillo-Castro y Pérez-Solis,
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La identificacion taxondmica de los mosquitos revel6 que estos pertenecen
a cuatro géneros, siete subgéneros y 13 diferentes especies como puede ser

observado en el Cuadro 1.

La extraccion de ADN de los mosquitos (hembras alimentadas y no
alimentadas) se realizé dividiendo los mosquitos en tres secciones abdomen, torax
y cabeza con la finalidad de encontrar microfilarias L+, Loy Lz respectivamente. Los
resultados de PCR indicaron que para abdomen y cabeza no amplific6 ninguna
muestra. Sin embargo, para-torax amplificaron ocho viales con diferente cantidad y

especies de mosquitos como puede observarse en el Cuadro 2.

Cuadro 2.- Especies de mosquites “que presentaron evidencia molecular de

infeccion causada por Dirofilaria immitis en-torax.

N° Vial Especie Cantidad Area de coleccion
82 Culex interrogator 10 Adentro

84 Culex interrogator 10 Adentro

85 Culex interrogator 10 Adentro

86 Culex interrogator 10 Adentro

90 Culex quinquefasciatus 2 Adentro

112 Culex quinquefasciatus 10 Afuera

152 Ochlerotatus taeniorrynchus 10 Afuera

155 Ochlerotatus taeniorrynchus 10 Afuera

Los viales 82 y 85 presentaron un amplicon no esperado de aproximadamente 350 pb (Figura 2).
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El rango minimo de infeccion calculado fue de 0.77 (RMI= 7.7 hembras
infectadas por cada 1000 colectadas). Los pools de Culex interrogator y Culex
quinquefasciatus que resultaron positivos a la infeccidn pertenecieron a mosquitos
colectados en el interior de las casas, mientras que los pools de Ochlerotatus
taeniorrynchus positivos a la infeccidn pertenecieron a especimenes colectados

fuera de las casas (en patios).

Figura 2.- Productos de PCR de muestras de-torax de mosquitos amplificando
aproximadamente a 542 pb. Pueden observarse en-el carril 82 y 85 dos bandas de

aproximadamente 350 pb.
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V. DISCUSION.

D. immitis es un nematodo hematofago transmitido por algunas especies de
mosquitos que pueden alimentarse de caninos, felinos y ocasionalmente, de
personas. La importancia de los estudios de identificacion vectorial radica en ampliar
los conocimientos bioldgicos relacionados a los mosquitos a fin de implementar
medidas de control integrales que conduzcan a disminuir o evitar las infecciones
tanto en perros domésticos como en personas (Manrique-Saide et al., 2008; Ferreira

et al., 2015; Bendas et al., 2019).

En el presente estudio sé-realizaron colectas de mosquitos exclusivamente
en casas en donde viven perros positivos a D. immitis. A pesar de haber encontrado
13 especies diferentes de mosquitos .ceexistiendo en los sitios de muestreo,
solamente cuatro de estas especies- han-sido previamente reportadas como
vectores de D. immitis. Aedes (Ochlerotatus) taeniorhynchus fue la especie mas
abundante en las casas y mas del 90% de las hembras se encontraron alimentadas,
lo cual indica que en el ambiente doméstico o peri-doméstico estan encontrando su
fuente de alimento (perros o humanos). Lo anterior cobra-relevancia debido a que
esta especie ha sido incriminada como el principal vector detD. immitis en zonas
costeras de Yucatan (Manrique-Saide et al., 2008; Manrique-Saide et al., 2010). Los
mosquitos Aedes (Ochlerotatus) taeniorhynchus tienen alta afinidad para
alimentarse de perros y se han encontrado todos los estadios (L1, L2 y L3) en
intestino, torax y cabeza, respectivamente. Estas condiciones lo han convertido en
una especie reconocida como vector de D. immitis (Manrique-Saide et al., 2008). En

la regidn de la Chontalpa y especialmente, en el municipio de Paraiso, Tabasco, se
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ha publicado previamente una alta prevalencia de D. immitis (focos de hasta 50%)
en perros domésticos (Torres-Chable et al., 2018). Estos resultados sugieren que
Aedes (Ochlerotatus) taeniorhynchus es el principal vector del nematodo en la zona
estudiada. Resultados similares fueron también publicados en una zona de alta
prevalencia en Brasil en donde Aedes (Ochlerotatus) taeniorhynchus, Culex
quinquefasciatus y'A€des (Ochlerotatus) scapularis, son considerados los vectores
del nematodo (Bendas et al., 2019). El rango de infeccion calculado para Aedes
(Ochlerotatus) taeniorhynchus en los estudios llevados a cabo en México es de 10.3
y 6.2%, respectivamente (Manrigue-Saide et al., 2010), lo cual se considera un
rango minimo de infeccién (RMI) €levado. EI RMI general para el presente estudio

fue de 7.7 en la zona estudiada lo cuaktambién indica un rango elevado.

Anopheles quadrimaculatus-ha sido- considerado un hospedador de D.
immitis desde hace mucho tiempo (Kutz-y, Dobson, 1974; Bradley y Nayar, 1987).
Sin embargo, en un estudio reciente se report6 la-ausencia de infecciones en esta
especie en una zona aparentemente endémica en’.donde se consideraba que
Anopheles quadrimaculatus, era el principal vector. Lo anterior deja dudas sobre la
incriminacion de esta especie como vector de D. immitis»por lo que estudios
recientes empleando técnicas moleculares deberan ser enfocadas en elucidar el
papel de esta especie en la transmision del nematodo. En el presente estudio esta
especie de mosquito no presento la infeccion en ninguna de las partes anatomicas
evaluadas por lo que este dato puede ayudar a sustentar que esta especie no juega

un papel de vector para D. immitis.
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Culex interrogator fue capturado en una buena cantidad en el presente
estudio. Ademas, 162 hembras fueron encontradas alimentadas, lo cual indica que
esta encontrando su fuente de alimento y sugiere que su fuente de alimento podrian
ser tanto perros como personas. Sin embargo, en estudios previos no se han
encontrado L3 de D. immitis en torax o cabeza de los mosquitos por lo que se
considera que el nematodo no completa su desarrollo en esta especie (Manrique-
Saide et al.,, 2008; Manrique-Saide et al., 2010). En el presente estudio se
localizaron muestras de torax de especimenes de Culex interrogator infectados por

lo que al momento esta teoria’no-puede ser descartada.

El resultado del presenté~estudio sugiere que Aedes (Ochlerotatus)
taeniorhynchus y Culex quinquefaseiatus son las especies vectores de D. immitis
en la zona estudiada. El papel de ‘Culex‘interrogator aun no queda elucidado y
debera seguir bajo estudio molecular o-mediante infecciones experimentales a fin

de poder definir el posible papel vectorial de esta especie en la zona estudiada.
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VI.- CONCLUSIONES.

La identificacion taxondmica de los mosquitos revelé que estos pertenecen a
cuatro géneros, siete subgéneros y trece diferentes especies. Sin embargo, solo
Ochlerotatus taeniorrynchus, Culex quinquefasciatus y Culex interrogator resultaron
positivos a infecciones de Dirofilaria immitis en torax. Culex interrogator no ha sido
considerado previamente un vector por lo que localizar la presencia Lz en cabeza o
glandulas salivales es crucial para poder elucidar el papel de esta especie de
mosquito en la transmision’del nematodo. El rango minimo de infeccion general fue

de 7.7 mosquitos por cada 1000,capturados considerado un rango elevado.
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En cuanto a los métodos de diagnostico existen pruebas serolégicas para
detectar IgE, las cuales no pueden ser utilizadas como pruebas diagnodsticas de
inicio, ya que pacientes sanos y atopicos o con algun otro padecimiento que
involucre una respuesta mediada por IgE resultaran positivos (Olivry, 2010; Bizikova
et al.,, 2015). Por lo tanto, se considera que el diagnostico mas eficaz para los
individuos con DAC se establece por descarte, es decir, se descarta la posibilidad
de que estén cursando por alguna enfermedad pruriginosa y a su vez se somete el
paciente a un procéso de cambio de alimentacion y vigilancia continua (Marsella,
2021).

Considerando la comiplejidad diagnostica que ofrece este padecimiento, el
objetivo del presente estudio seracorroborar clinica y citologicamente pacientes con
DAC previamente diagnosticadds en clinicas veterinarias de Villahermosa,

Tabasco.




1.1 JUSTIFICACION.

La importancia de un diagndstico eficiente conducira a un adecuado abordaje
meédico del paciente atopico y a generar una vision diagnostica integral en los
clinicos dedicados a la atencidon de perros. Asi también, dar a conocer las
principales patologias que se confunde con DAC contribuira a disminuir fallas
diagnosticas, mejorando las técnicas y procedimientos de diagnostico, a fin de
mejorar la salud y bienestar del paciente y de forma secundaria de sus tutores.

1.2PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La DAC es una patologia de origen multifactorial definido como una condicion
alérgica, pruritica e inflamatoria con predisposicion genética, asociada a la
produccion de inmunoglobulinas (IgE) contra alérgenos ambientales (Martorell,
2017). Por lo cual, es considerada‘una patologia de dificil diagnodstico debido a que
no presenta signos patognomonicos y'no existe una prueba que por si sola indique
la positividad al padecimiento. Portal motivo, el diagndstico se basa en el analisis
de la historia clinica, examen fisico, la‘presentacion de criterios asociados (Willemse
y Prelaud de acuerdo a Ferrer et al., 2045), asi'como a la eliminacion de patologias
que manifiesten lesiones similares a DAC (ectoparasitos, infecciones bacterianas,
reacciones de hipersensibilidad o neoplasias). La falta de un diagnodstico adecuado
en esta patologia conduce a tratamientos médicos erroneos afectando el bienestar
y la calidad de vida de los animales y de sus tutores.
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Il. OBJETIVOS.

1.1 Objetivo general.

Identificar patologias dermatolégicas confundidas con DAC en perros de

Villahermosa, Tabasco.

1.2 Objetivos especificos.

Corroborar clinicamente y mediante el cumplimiento de mas del 50% de los
criterios de WillemseZy Prelaud el diagnostico de patologias dermatoldgicas

inicialmente tratadas como:DAC en perros de Villahermosa, Tabasco.

Descartar mediante el examen clinico exploratorio y el diagndstico citologico
la presencia de otras patologias similares a DAC (ectoparasitos, infecciones
bacterianas, reacciones de hipersensibilidad especificas o autoinmunes vy

neoplasias) en los perros estudiados.

Determinar asociaciones entre la DAC y la presencia de otras patologias

secundarias al padecimiento
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lll. MATERIALES Y METODOS

.1 Area de estudio y método de obtencién de los casos clinicos

El presente estudio se llevd a cabo en la ciudad de Villahermosa, Tabasco de
agosto 2022 a enero de 2023. Inicialmente se publicaron en medios sociales como
Facebook, Twitter, Instagram y WhatsApp anuncios para encontrar posibles
participantes del estudio. Los candidatos a participar fueron perros inicialmente
tratados por DAC par, algun médico veterinario o clinica de perros localizada en
Villahermosa. Por tanta;-el anuncio contenia informacion basica y conceptual acerca
de la DAC, se colocaron-fotos de perros con DAC como una guia para los tutores
de las mascotas, asi como”numeros telefonicos y correos electronicos para
establecer el contacto. De igual forma, se entablé comunicacion verbal y por escrita
con algunos meédicos veterinarios-que tienen clinicas veterinarias en la ciudad de
Villahermosa, explicando los objetivas-del estudio; con la finalidad de establecer una
posible colaboracion con los casos clinicos de DAC. Finalmente, se establecio
contacto con el Colegio de Médicas”Veterinarios Especialistas en Perros y Gatos
del estado de Tabasco describiendo ta informacion del estudio y solicitando apoyo

con los casos clinicos.

lll.2 Evaluacion clinica de los casos de'DAC obtenido

II1.2.1 Analisis del historial clinico

Una vez establecido el contacto directamente con los“tutores, se procedié a
una evaluacion del historial clinico del paciente, analizando tratamientos previos o
que estaba recibiendo el paciente (al momento de la consulta),@si como pruebas
hematoldgicas (hemogramas, busqueda de hemoparasitos mediante frotis, prueba
de tubo capilar), serolégicas (IgE), quimica sanguinea, pruebas de hipersensibilidad
cutanea, citologias de piel (raspados o puncion cutanea) y canal auditivo, pruebas
histologicas de piel (biopsias), tricogramas, entre otras, realizadas previamente al
paciente. Todos los datos fueron integrados en un expediente a fin de llevar a cabo
el presente estudio.
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ll.2.2 Exploracion clinica del paciente y toma de muestras
biologicas
Una vez integrada la anamnesis se realizé un examen fisico exploratorio del
paciente y se determinaron sus constantes fisiologicas. Ademas, se procedio a
tomar muestras biologicas (sangre, biopsias de piel, muestras de pelo, hisopado de
canal auditivo, etc.) al momento de la consulta para corroborar el diagndstico de
DAC.

Las muestras de/sangre de los perros se obtuvieron de la vena cefalica o
yugular (dependiendo dea talla del perro y sus caracteristicas fisicas) usando para
tal efecto jeringas con aguja nimero 21, 22 y 23 y tubos Vacutainer® de 4 ml con
EDTA. Una gota de sangre con)EDTA fue usada para la elaboraciéon de Frotis de
Gota Gruesa y realizar el diaghostico de microfilaremia. Adicionalmente, se
elaboraron frotis sanguineos y se-tifieron con tincién rapida (Diff-Quick, Hycel,
Jalisco, México) y se examinaron en-‘busca de hemoparasitos empleando los
objetivos de 40x y de inmersion.

En relacion a las lesiones cutaneas encontradas en los pacientes inicialmente
estas fueron caracterizadas como nédulos, costras, Ulceras, placas, eritemas,
escamas, entre otras, de acuerdo a Harvey y Mckeever (2001), con la finalidad de
definir la técnica a emplear para la toma de muestra (raspado cutaneo, tricograma,
puncion con aguja fina, impresion, etc.). Posteriormente, se tomaron muestras
citologicas de las lesiones, por medio de raspados cutaneos, hisopados, punciones
con aguja fina y tricograma. Las laminillas fueron preparadas de'acuerdo a Albanese
(2017) segun sea el caso.

Los pacientes con caracteristicas clinicas e historia fuertemente coincidente
con DAC fueron sometidos a evaluacion, empleando los criterios Prelaud y
Willemse; la distribucién de lesiones se caracterizé empleando E indice de
extension y gravedad de la dermatitis atopica canina (CADESI, por sus siglas en
inglés Canine Atopic Dermatitis Extent and Severity Index) (Anexo 1). Sin embargo,

a estos pacientes se les administré una dieta de eliminacion (Virbac hypoallergy
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Food intollerance®) dado que el principal diferencial de DAC es dermatitis de origen
alimentario. Por lo cual, estos pacientes seran evaluados a los 7, 15 y 30 dias

posteriores a la administracion del alimento a fin de confirmar el diagnostico.

Pacientes con patologias probablemente secundarias a DAC, como por
ejemplo piodermas, parches calientes (hot spots), sarna sarcoptica o demodécica,
micosis cutaneas, entre otras, seran tratados inicialmente para estos padecimientos
y se programara una’nueva cita siete dias después para dar seguimiento al caso,
con la finalidad de discriminar si estas son patologias primarias o secundarias a
DAC.

Los pacientes que se recuperen totalmente con antibioticoterapia, tratamiento
fungicida, tratamiento acaricida p con la dieta de eliminacion seran descartados y
considerados como pacientes no “atdpicos. Aunque estaran en vigilancia durante
tres meses posteriores a su recuperacion, a fin de descartar DAC como diagnostico

definitivo (debido a recidivas del padecimiento).

.3 Analisis de los datos

Los datos fueron analizados empleando estadistica descriptiva, se determiné
la proporcion de perros con DAC y la proporcion de-perros con otras dermatopatias.
Inicialmente los datos fueron concentrados en una hojayde Excel y posteriormente
las variables: 1) patologias secundarias a DAC (piodermas'vs otras patologias), 2)
edad (<3 vs >3 anos) y 3) el género (macho vs hembra) dé’los perros estudiados
fueron agrupados dicotémicamente para su analisis mediante un modelo de
regresion logistica bivariado empleando el programa SPSS version 23. El software
calculo las razones de probabilidades (Odds ratio “OR”), los intervalos de confianza
al 95% vy valores de P. Las variables con valores de P < 0,05 se consideraron

significativas.
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IV. RESULTADOS

Un total de 26 perros con tratamiento inicial para DAC fueron canalizados al
Hospital Veterinario de Pequefias Especies de la UJAT durante el periodo de
estudio. La poblacidon canina estuvo integrada por 13 razas de perros dentro de los
cuales los mas abundantes fueron los Schnauzer miniatura. La cantidad y diversidad

de las razas puede apreciarse en la Figura 1.

RAZA

[ 52 - NS |

== =" 7™ B -
I
=
% .
e
|
“ AN
I
<
¢
™
™
™

e , SO N S F & O
3 ¥ \@2\ ?g% & > g Q\\; & B X
SN & e
Q\\ dso 2
o >
Q¥

Figura 1.- Diversidad de razas presentadas con tratamiento inicial de DAC incluidas
en el estudio (Bully= American Bully, Schnauzer= Schnauzer miniatura, WHWT=
Westhigland White Terrier).

Después de aplicar los criterios mayores y menores de/Willemse y Prélaud,
realizar diversas pruebas citoldgicas y administrar a los pacientes una dieta de
eliminacion, trece perros (50% de los animales evaluados) fueron diagnosticados
con DAC y trece de ellos tuvieron otras patologias (Figura 2). Los trece pacientes
diagnosticados con DAC cumplieron con mas del 50% de los criterios de Willemse
y Prélaud mientras que el 50% restante obtuvieron cifras menores de entre el 10 al
40%. Los pacientes diagnosticados con DAC en el presente estudio presentaron
lesiones compatibles con una afeccion de leve a moderada con cifras de CADESI-
03 de entre 20 a 147 puntos de manera inicial (promedio= 84, DE= 46.42) y se
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mantuvieron de forma regular en esos puntajes durante las siguientes evaluaciones
mensuales a pesar de la administracion de la dieta de eliminacion otorgada.
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Figura 2.- Frecuencia de DAC»y otras patologias cutaneas en perros tratados

inicialmente por DAC.

Como puede observarse en la Figura 2, la-alergia alimentaria fue la segunda
patologia que mas se presentd en los perros incluidos en el estudio, seguido de la
presentacion de piodermas.

Los pacientes con DAC también presentaron otras” afecciones, diez de los
trece pacientes con DAC (76.92%) presentaron piodermas; cinco de ellos con co-
infeccion con dermatofitos y uno de ellos presento coinfeccion ton Malassezia spp.
En contraste, tres pacientes con DAC no presentaron infecciones secundarias
durante el estudio, aunque continuaron con la presentacion de eritemas,

liquenificacion, excoriaciones y alopecia autoinducida.

Los resultados mostraron una lata frecuencia de piodermas en los pacientes
diagnosticados con DAC. La asociacion de piodermas a DAC fue entonces evaluada
y se observo una fuerte asociacion estadistica con un valor del estadistico de Wald

mayor a cero. Ademas, el modelo indicd que los perros con DAC tienen 7.5 mas
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probabilidades de tener piodermas (P< 0.05) al compararse con las otras afecciones

dermatoldgicas evaluadas (Cuadro 1). Contrariamente, el género y la edad de los

pacientes bajo estudio no fueron asociados a la presentacion de DAC. La amplia

variabilidad en cuanto a las razas incluidas en el presente estudio no permitié la

inclusion de esta variable en el modelo.

Cuadro 1.- Asociacion de algunas variables independientes con la presencia de

dermatitis atdpica enperros de Villahermosa, Tabasco.

Variables Categoria B EE Wald OR IC(95%) Valor de P
Patologias Pioderma 2.01 089 5.11 7.5 1.30-43.02 0.02
secundarias
Otras 0.13 ©0.89 5.11 0.13 0.02-0.76 0.02
Edad < 3 afos -0.73+0.87~ 0.71 0.48 0.08-2.64 0.39
> 3 afios 0.73 0.87 0.71 2.08 0.37-11.48 0.39
Género Macho 0.31 0.79 0.15 1.37 0.28-6.53 0.69
Hembra -0.31 0.79 0.15 0.72 0.15-3.47 0.69

B= Coeficiente de regresion, EE= Error estandar, Wald= Estadistico de asociacion de Wald, OR

(Odds Ratio): Razon de probabilidades, IC= Intervalo de confianza. Se consideraron variables

significativas aquellas con valor de P < 0.05.
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V. DISCUSION

La DAC es una patologia con una prevalencia reportada de aproximadamente
entre 10 a 15% en una poblacién de perros (Gedon y Mueller, 2018), aunque en la
actualidad se considera gue esta tasa va en aumento (Anturaniemi et al., 2020).
Este dato puede explicar el bajo numero de pacientes captados para el estudio
durante el periodo evaluado. Con respecto a las razas, se ha publicado que las
razas con mayor predisposicion a padecer la patologia son los Pastores Alemanes,
Labradores, el Cobrador de Labrador Dorado, Boxer, Westhighland White Terrier,
Bulldog Frances, Bullterrier, Cocker Spaniel, Springer Spaniel, Caniche, Sharpei
Chino, Dachshund, Collie;"S¢thnauzer miniatura, Lhasa Apso, Pug y el Rhodesian
ridgeback (Gedon y Mueller,2018; Outerbridge y Jordan, 2021), lo cual concuerda
parcialmente con las razas de perros que se incluyeron en el presente estudio. Sin
embargo, debe considerarse que debido al bajo nimero de pacientes captados en
este estudio y la variabilidad de razas(presentes en el mismo no fue posible realizar
una asociacion estadistica a esta variable:

Se considera que la alergia alimentaria_es el principal diagndstico diferencial
de la DAC (Marsella, 2021), este dato ‘eoincide_.con los resultados del presente
estudio en donde se reporta este padecimiento €omo la patologia que mas fue
confundida con DAC, ya que las lesiones observadas” en perros que desarrollan
alergia alimentaria son practicamente indistinguibles de la DAC. En el presente
estudio el uso de una dieta de eliminacion contribuyd a‘una notable mejoria (en
algunos casos del 100%) de las lesiones cutaneas presentes-en los pacientes con
lo cual se pudo descartar la DAC como diagnostico definitive.~Sin embargo, es
también conocido que dentro de las causas multifactoriales que propician la DAC
se tiene una fuerte influencia del componente nutricional debido a que ciertas dietas
pueden modular algunos signos clinicos del padecimiento (Anturaniemi et al., 2020).
En ese sentido tienen un lugar especial las dietas o suplementos alimenticios a base
de avidos grasos polinsaturados, en especial el omega 3 y omega 6, ya que el
primero puede intervenir en la cascada de la inflamacion disminuyendo la
produccion de citocinas y eicosanoides proinflamatorios (Mueller et al., 2004; Balic¢
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et al., 2020). Dentro de los tratamientos clinicos que se administran a pacientes con
DAC debe por tanto considerarse la alimentacién ya que muchos pacientes
reaccionan inmunolégicamente de forma inespecifica contra alérgenos ambientales
incluyendo muchas veces las proteinas de la dieta, por lo cual suministrar una dieta
hidrolizada especifica para pacientes atopicas siempre sera de mucha ayuda para
disminuir las lesiones y especialmente, el prurito en estos pacientes (Anturaniemi et
al., 2020).

Por otra parte,”se ha descrito que la DAC es usualmente acompafiada de
infecciones bacterianas,-fungicas o ambas (Rynhoud et al., 2021; Sofou et al.,
2022). Lo anterior explica“el-hecho de que infecciones tales como piodermas e
infecciones por dermatofitos "hayan sido confundidas y tratadas como DAC de
manera inicial. Asi también, los‘resultados del presente estudio coinciden con lo
reportado por Sofou et al. (2022), ya'que un alto porcentaje de pacientes con DAC
presentaron infecciones bacterianas-y. por dermatofitos de forma secundaria.
Aunque se considera que las infecciones secundarias deben recibir atencion médica
inmediata (antibidticos, fungicidas, acaricidas;.etc.), las terapias clinicas para tratar
la DAC deben ser administradas conjuntamente o después del control de las
infecciones secundarias a fin de alcanzar una mejoria clinica en el paciente atopico.
Diversos tratamientos clinicos como &cidos grasos$ poliinsaturados, Cytopoint®, y
Apoquel®, (Blaskovic et al., 2014; Gortel et al ., 2018; Gober et al ., 2022) han
demostrado ser eficaces para aliviar la signologia asociada a la DAC, por lo que
deben ser considerados mas ampliamente como tratamientos de eleccidén para

controlar la DAC.

Como parte del nuevo conocimiento que genera el presente estudio para la
comunidad cientifica y a los profesionales de la medicina en perros, es de considerar
que, bajo la metodologia empleada en el presente estudio, la mitad de los pacientes
tratados inicialmente por DAC en la ciudad de Villahermosa, Tabasco, en realidad
tuvieron otra dermopatia, lo cual impacta directamente en el restablecimiento de la
salud de los pacientes e indirectamente en el bienestar y economia de sus tutores.
Asi también, como parte de la responsabilidad ética y moral de los integrantes del
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presente estudio cabe mencionar que todos los perros incluidos en el presente
estudio recibieron tratamiento acorde a la patologia diagnosticada a fin de mejorar
su salud y bienestar. La fuerte asociacion entre la presentacion de piodermas,
infecciones por dermatofitos y la DAC debera siempre considerarse al momento de
realizar el diagndstico y tratamiento de este padecimiento.
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VL. CONCLUSION
El 50% de las patologias tratadas inicialmente como DAC correspondieron a

otra patologia diferente de acuerdo a los criterios de inclusion y el diagnoéstico clinico
y citolégico empleados en el presente estudio.
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VIl. ANEXOS.

Anexo 1. indice de extensién y gravedad de la dermatitis atépica canina
(CADESI, Canine Atopic Dermatitis Extent and Severity Index).

Table 1. Lesions and body sites evaluated in CADESI-03. The CADESI-03 scale consists of the evaluation of four different lesions at 62 body sites
with a severity scale varying from 0 to 5

CADESI03.lv - © ITFCAD 2004 R L Self-Induced
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Periocular
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24
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grading (each site, each lesion) : none: 0; 1: mild; 2,3: moderate; 4,5: severe TOTAL Score (1240 maximum)
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