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1. INTRODUCCION

Las Islas Galapagos son un archipiélago volcanico ubicado en el Océano Pacifico, a unos
1000 km de la costa de Ecuador. El archipiélago consta de 128 islas y esta catalogado como parque
nacional desde 1959, con el objetivo principal de conservar su fauna, flora y paisaje unicos, tanto
en habitats terrestres como marinos (Jackson, 1993). Actualmente hay cuatro islas habitadas
(Isabela, Floreana, Santa Cruz, San Cristobal) con una poblacién total de 33.042 habitantes (2020)
(Carrick, 2022; www.worldwildlife.org). Las fuentes de ingresos méas importantes para los
residentes son el turismo, la pesca y la agricultura (Jackson, 1993).

El archipiélago fue descubierto en 1535 por Fray Tomas de Berlanga, obispo de Panama.
En 1832 llegaron a Floreana los primeros colonos liderados por el general José Villamil
(www.geo.cornell.edu). Junto con los primeros colonos, también se introdujeron perros en las islas
(Tabla 1). Los informes histdricos indican que muchos perros domésticos escaparon y se volvieron
salvajes. Ademas, la mayoria de los perros domésticos que tenian duefios andaban sueltos (Barnett
y Rudd, 1983; Barnett, 1985; Barnett, 1986; Jackson, 1993).

Tabla 1. Presunto afio de introduccion de perros domesticos en Galapagos (segun Barnett, 1985)

Afio Isla Tipo de perro!

1832 Floreana Con duefio, ferales

1835 Isabela callejeros, ferales, con duefio
1842 San Cristobal con duefio, ferales
Principios del siglo XX Santa Cruz ferales, con duefio

L con duefio = perros completamente dependientes de los humanos; ferales = perros que no requieren contacto humano,
que son completamente salvajes; callejeros= los perros no estan permanentemente restringidos o bajo control humano,
pero dependen de los humanos (Hughes y Macdonald, 2013; Lessa et al., 2016, Warembourg et al., 2021).

El impacto negativo de los perros callejeros y ferales en la conservacion de la vida silvestre
es bien conocido. Los efectos incluyen depredacion, competencia, reservorio de enfermedades
(transmision de patdgenos) e hibridacion (Hughes y Macdonald, 2013; Lessa et al., 2016). Estos
efectos se amplifican en islas remotas debido a la vulnerabilidad de las especies endémicas a la
depredacion causada por la falta de mecanismos de defensa (no hubo coevolucion con los
depredadores naturales), asi como a una menor inmunidad innata debido a una diversidad genética
reducida y una menor exposicion a los paréasitos (Barnett 1986; Gompper, 2014).

La transmision de enfermedades de los perros domésticos a la vida silvestre se ha

documentado en todo el mundo, y la mayoria de los riesgos estan asociados con el contagio de



patdgenos principalmente a otros carnivoros. Solo dos especies de carnivoros silvestres estan
presentes de forma natural en Galapagos: el lobo fino de Galapagos, Arctophoca galapagoensis
(GFS), y el lobo marino de Galdpagos (GSL), Zalophus wollebaeki, ambos catalogados como en
peligro de extincion por la UICN. Esta ultima especie es el mamifero marino mas abundante en el
Archipiélago. Con frecuencia se observa a los GSL durmiendo, jugando en las playas o nadando
cerca de la orilla, donde pueden estar en contacto con los mosquitos. Debido a que pasan mucho
tiempo en las playas de las &reas urbanizadas de Galapagos, también entran en contacto cercano
con perros domésticos (Barnett 1986; Dailey, 2005; Leidenberger et al., 2007; Jung et al., 2019).
Como consecuencia, entre las amenazas potencialmente importantes para GSL se encuentran los
patdgenos reservorios de perros domésticos como Dirofilaria immitis, Leishmania donovani,
bacterias transmitidas por pulgas y garrapatas y otros patégenos asociados a los caninos (Trillmich,
2015; Denkinger et al., 2017; Paez-Rosas y Guevara, 2017).

La colonia méas grande de GSL reside en la Isla San Cristobal donde la mayoria de los
animales viven en las inmediaciones del area urbana de Puerto Baquerizo Moreno (Salazar, 2002;
Denkinger et al., 2015; Riofrio-Lazo et al., 2017). Entre las enfermedades parasitarias demostradas
en perros domésticos de Galapagos se encuentra el gusano del corazén canino, Dirofilaria immitis
(Tabla 2). Ademas, también se han encontrado larvas del gusano del corazén en los mosquitos
vectores (Aedes taeniorhynchus y Culex quinquefasciatus) (Barnett 1985; Santiago y Merkel,
2018).

Tabla 2. Distribucién de D. immitis en el Archipiélago de Galapagos en perros domésticos

Islas Prevalencia (%) Método Referencia
San Cristébal 1.7 Prueba de Culda et al., 2022
Knott
3.3 PCR Culda et al., 2025
Floreana 77 Anticuerpo Barnett, 1985
87 Prueba de Barnett, 1985
Knott
14.8 Necropsia Barnett, 1985
0 Prueba de Culda et al., 2025
Knott
0 PCR Culda et al., 2025
Santa Cruz 0 Antigeno Diaz et al., 2016
0 Antigeno Adams et al., 2016
6.9 Antigeno Jiménez et al., 2020
no proporcionado  PCR Jiménez et al., 2020
no proporcionado  Diff-Quik Jiménez et al., 2020



0 Prueba de Culda et al., 2025

Knott
0 PCR Culda et al., 2025
Isabela Positivo Necropsia® Barnett y Rudd, 1985
34 Antigeno Levy et al., 2008
1.9 Prueba de Culda et al., 2025
Knott
2.4 PCR Culda et al., 2025

1 Perros ferales

El gusano del corazén canino, Dirofilaria immitis es un nematodo filario transmitido por
mosquitos que infecta principalmente a perros domésticos, pero también a otros carnivoros
silvestres y domésticos en todo el mundo (Ferasin y Knight, 2005; Furtado et al., 2010; Pachnicke
et al., 2015). Un programa similar de eliminacién de la enfermedad del gusano del corazon se
implemento con éxito en la isla de Linosa, Italia (Brianti et al., 2023).

Se ha reconocido que D. immitis es capaz de infectar, inducir signos clinicos o incluso
mortalidad en varias especies de pinnipedos, silvestres o en cautiverio, incluyendo recientemente
el GSL (Tabla 3).

Tabla 3. Reportes de Dirofilaria immitis en pinnipedos

Anfitrion Pais _Metgdg Estado Referencia
diagndstico
Phocidae
Vitulina Phoca gl?rrea del necropsia en cautiverio | Kang et al., 2002
prueba de
Canadé antigenos, gPCR, | en cautiverio | Alhoetal., 2017
necropsia
Portugal gPCR en cautiverio | Alhoetal., 2017
Phoca largha gl?rrea del necropsia, PCR en cautiverio | Jungetal., 2019
Halichoerus grypus prueba de
Portugal antigenos, prueba | en cautiverio | Alhoetal., 2017
de Knott
prueba de
Canada antigenos, prueba | en cautiverio | Alhoetal., 2017
de Knott
Otariidae
Zalophus californianus Est_ados necropsia en cautiverio Blanco, 1975
Unidos
Japon necropsia en cautiverio | Sato et al., 2002
Portugal gPCR en cautiverio | Alho et al., 2017
Espafia - en cautiverio | Alho et al., 2017
Bélgica gPCR en cautiverio | Alho et al., 2017




ESt?dOS frotis libre Farriols et al., 2020
Unidos
Zalophus wollebaeki Ecuador Prueba de Knott
fg:'apagos - libre Barnett, 1985
Floreana)
Ecuador necropsia, prueba
(S(Zglapagos - | de antigenos, PCR libre Gregory et al., 2023
Cristdbal)
Arctocephalus pusillus pusillus | Portugal gPCR, necropsia | en cautiverio | Alhoetal., 2017
Reino Unido Prueba de Knot_t, en cautiverio | Alho etal., 2017
gPCR, necropsia
prueba de
Suecia antigenos, prueba | en cautiverio | Alhoetal., 2017
de Knott
prueba de
Espafia antigenos, prueba | en cautiverio | Alhoetal., 2017
de Knott

Para la implementacion de un programa de control, la comprensién detallada del ciclo de
vida local, asi como la ecoepidemiologia del parasito son esenciales. D. immitis requiere dos
componentes clave para establecerse en un area: los hospederos de reservorio (en su mayoria
perros domésticos) y los mosquitos vectores (Figura 1). Ambos estan presentes en las Galapagos.
D. immitis tiene un ciclo de vida relativamente largo. Los adultos viven en el corazén derecho y
en las arterias pulmonares, donde se reproducen sexualmente. Las hembras liberan larvas L1
(microfilarias) en el torrente sanguineo. Los perros domésticos y algunos canidos silvestres pueden
desarrollar microfilariemia alta y persistente, lo que les permite servir como reservorios primarios
de infeccidn para los mosquitos vectores. Los huéspedes domésticos menos adecuados, como los
gatos, los hurones y otros carnivoros silvestres, pueden infectarse, pero la capacidad reproductiva
de los adultos es limitada y no se asocia con microfilariemia o, si ésta est4 presente, los niveles

son bajos y a corto plazo y no pueden mantener un foco endémico (Abraham, 1988; Simén et al.,

2012; Sociedad-Americana-del-Gusano-del-Corazén,2018)-American Heartworm Society, 2018).



Figura 1. Ciclo de vida de D. immitis
Las microfilarias se transfieren a los mosquitos hembra (hospederos intermediarios) cuando

se alimentan de huéspedes infectados. La mayoria de las especies permiten el desarrollo de L1 a

L3 en los tubulos de Malpighi. Se ha demostrado que varias especies de mosquitos de diferentes

géneros (por ejemplo, Aedes spp., Culex spp., Anopheles spp.) son vectores competentes para D.
immitis (Abraham, 1988; Simon et al., 2012; Pachnicke et al., 2015; AHS, 2018).

Tres especies de mosquitos estan presentes en Galapagos (Tabla 4, Figura 2), siendo todas

vectores competentes para D. immitis (Barnett 1985; Hendrix et al., 1986; Bataille et al., 2009a;
Bataille et al., 2009b; Jiménez et al., 2020; Ledn et al., 2022).

Tabla 4. Especies de mosquitos en Galapagos

aves

Ano_de Ia Especies de mosquitos Estado Anfitrion preferido | Referencia
colonizacion
Reptiles. mamiferos Bataille et al., 2009a
Hace 200.000 afios | Aedes taeniorhynchus endémico PHles, Y [Bataille et al., 2010

Bataille et al., 2009b




Leon et al., 2022

Sinclair, 2023

Causton et al., 2006

Asigau et al., 2017

1990 Aedes aegypti !Espemes desconocido Asigau y Parker, 2018
invasoras
Leon et al., 2022
Sinclair, 2023
Whiteman et al., 2005
. . Especies . Eastwood et al., 2019
1985 Culex quinguefasciatus iNVasoras desconocido Leon et al., 2022

Sinclair, 2023

Cuando un mosquito pica a un huésped, el labio (labio inferior) se dobla hacia atrés y
estimula la transferencia de las L3 (fase infecciosa) en el huésped definitivo. La temperatura
ambiente y las condiciones climaticas determinan el tiempo requerido para desarrollar
microfilarias hasta la etapa infecciosa dentro del mosquito (Abraham, 1988; Simon et al., 2012;
Pachnicke et al., 2015). Al cabo de unos dias, las L4 se desarrollan en el huésped definitivo y
viajan entre las fibras musculares a medida que migran hacia la cavidad toracica y mudan a las
etapas preadultas antes de llegar a las arterias pulmonares.

Se necesitan al menos seis meses después de la transmision de D. immitis para alcanzar la
madurez sexual en el huésped definitivo. Por lo tanto, las microfilarias liberadas en la sangre solo
se pueden detectar generalmente entre 7 y 9 meses después de la infeccion. La mayor densidad de
microfilarias en la sangre periférica exhibe una marcada variacion diurna coevolutiva
correlacionada con los momentos de maxima actividad de los mosquitos vectores. En otros
momentos del dia, las larvas se concentran en los capilares del parénquima de los érganos internos
(Pachnicke et al., 2015).
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Figura 2. Distribucion de las especies de mosquitos en Galapagos

2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Como fue revisado por Lymbery et al. (2014), la mayoria de los parasitos exéticos tienden
a infectar a los huéspedes endémicos y, debido a la falta de resistencia natural, a volverse mas
virulentos en estos. Por lo tanto, la interaccion ecolédgica de GSL con tres especies exaticas (i) un
parasito multihospedero, D. immitis, probablemente co-introducido en Galapagos con su huésped
natural, el perro doméstico, (ii) los perros domésticos, y (iii) Un vector de mosquito adecuado (una
0 varias de las especies nativas o introducidas) y la coexistencia de un ciclo de transmision
funcional para D. immitis representan una posible amenaza para su adaptacion.

El objetivo general de este documento es proporcionar una base profesional para la
erradicacion y el control del gusano del corazén invasor, D. immitis en Galapagos.
Especificamente, el Plan de Erradicacion (en adelante, el Plan) presentaré:

(1) estrategia de vigilancia del gusano del corazon y sus vectores;

(i) protocolo de tratamiento para carnivoros domeésticos residentes infectados;



(ili)  protocolo de prevencion para carnivoros domesticos;

(iv)  plan de manejo para el gusano del corazon en perros y gatos callejeros;

(v) plan de formacion y concienciacion para propietarios, veterinarios, autoridades de salud
publica y de fauna silvestre;

3. ESTRATEGIA DE VIGILANCIA DEL GUSANO DEL CORAZON Y SUS VECTORES

3.1. Vigilancia en perros

Para los fines de este Plan, se ha establecido un programa de vigilancia activa (Anexo 2),
que tiene como objetivo la identificacion sistematica de todos los perros infectados para su
posterior tratamiento (ver secciones 4.1. y 4.3.). La vigilancia activa se puede aplicar a las
siguientes categorias de perros:

e Perros residentes (con duefio, ferales, callejeros)

e Perros importados

3.1.1. Vigilancia activa de los perros residentes

Como primera fase para la implementacion de este programa, todos los perros con una edad
superior a 7 meses deben ser examinados para detectar la presencia de D. immitis mediante dos
métodos de diagnostico (véase el Anexo 1 para la metodologia detallada): la prueba de Knott (para
la deteccion directa de microfilarias) y una prueba rapida de antigeno del gusano del corazén.
Todos los perros que den positivo en al menos uno de los dos métodos deben ser tratados (ver
secciones 4.1. y 4.3.). En la segunda fase, todos los perros examinados en la primera fase,
independientemente de los resultados, deben volver a ser examinados anualmente. Ademas, todos
los perros recién nacidos con una edad superior a 7 meses deben ser examinados durante cada

campafia de vigilancia.
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3.1.2. Vigilancia activa de los perros importados

Aunque la importacién de perros a Galapagos es actualmente ilegal, parece ser una préactica
continua. Si se identifican estos perros, es importante que se incluyan en la vigilancia activa

inmediatamente después de su importacion/identificacion.

3.1.3. Vigilancia para evaluar la eficacia del tratamiento

Cada perro que dio positivo en al menos uno de los dos métodos debe volver a realizarse la
prueba después del tratamiento para evaluar la eficacia del mismo. El dia 120 después del inicio
del tratamiento (ver seccion 4.1), los perros se volveran a someter a la prueba de Knott para
detectar la presencia de microfilarias. Si el perro sigue dando positivo, se le tratara de nuevo con
un farmaco microfilaricida (ver seccién 4.3.) y se le volvera a realizar la prueba al cabo de cuatro
semanas. En cuanto a la prueba de antigenos, se realizara a los 9 meses de la Gltima inyeccion de
melarsomina. Si sigue siendo positivo para el antigeno, el perro sera tratado de nuevo con

doxiciclina seguida de dos dosis de melarsomina con 24 horas de diferencia (ver seccion 4.1.).

3.1.4. ldentificacion de los perros

Para que la vigilancia sea efectiva y sistematica, es obligatorio que cada perro tenga un
microchip. Esto debe estar claramente regulado por la ley y la implementacién debe ser reforzada
por ABG a través de campafias de concienciacion (véase la seccion 6).

3.1.5. Vigilancia pasiva en perros

Asimismo, la vigilancia también debe realizarse de forma pasiva y todos los casos
confirmados fuera de la vigilancia activa (es decir, clinicas veterinarias) deben notificarse a ABG.

La vigilancia pasiva deberia ser obligatoria segun las normas veterinarias locales.

11



3.2. Vigilancia en gatos

Los gatos también pueden ser huéspedes adecuados para D. immitis (Traversa et al., 2010;
Simon et al., 2012; Pennisi et al., 2020). Ademas, la presencia de gatos en Galédpagos es un
problema significativo porque la mayoria son callejeros y ferales (Ash 1962; MacLeod et al.,
2020). Aunque los gatos pueden infectarse con D. immitis, la enfermedad tiene varias
caracteristicas particulares, en comparacion con los perros: su diagnostico es dificil,
microfilaremia corta o0 ausente y resultados clinicos diferentes (American Heartworm Society,
2014). El gato representa uno de los huéspedes menos adecuados para los gusanos del corazon, y
la mayoria de los gusanos en los gatos no alcanzan la etapa adulta. Incluso aunque los gatos rara
vez albergan gusanos del corazén adultos, ain pueden servir como fuente de infeccion para los
mosquitos durante los cortos periodos de microfilaremia (American Heartworm Society, 2018;
Abraham, 1988; Simoén et al., 2012). Por lo tanto, es importante incluir a los gatos en los programas
de vigilancia.

La vigilancia activa se puede aplicar a las siguientes categorias de gatos:

e (Gatos con duefio
e Gatos callejeros

e Gatos ferales

3.2.1. Vigilancia activa de los gatos

A todos los gatos mayores de 6 meses se les debe realizar una prueba de deteccién de D.
immitis mediante dos métodos de diagnostico: microfilaremia (prueba de Knott o filtro miliporo)
y serologia. Desafortunadamente, la infeccion por gusano del corazén en los gatos es mas dificil
de detectar que en los perros. Por lo tanto, es obligatorio incluir tanto las pruebas de deteccion de
antigenos como las de anticuerpos (véase el Anexo 1 para la metodologia detallada). En los gatos,
el antigeno del gusano del corazén puede detectarse entre 5,5y 8 meses después de la infeccidn,
mientras que los anticuerpos pueden detectarse desde los 2 meses posteriores a la infeccion.
Ademas, independientemente de los resultados, todos los gatos examinados en la primera fase

deben volver a ser examinados anualmente (American Heartworm Society, 2018).

12



3.2.2. Vigilancia para evaluar la eficacia del tratamiento

Es esencial monitorizar el estado de infeccion de todos los gatos infectados con una
repeticion de las pruebas seroldgicas de 6 a 12 meses después del tratamiento. Este proceso deberia
ser obligatorio para todos los tipos de estatus, con o sin sintomas clinicos, que reciben terapia
adulticida médica o quirurgica.

El intervalo entre la repeticion de la prueba debe ir seguido de las siguientes circunstancias
clinicas:

e Gatos asintomaticos- se les debe volver a realizar pruebas anualmente.

e Gatos con antigenos positivos: se les volvera a realizar las pruebas dentro de 4 a 5 meses
para detectar la desaparicion de la antigenemia detectable.

e (Gatos con antigenos negativos: volver a analizar los anticuerpos es opcional, porque los
anticuerpos pueden persistir durante un periodo indefinido después de que los paréasitos
desaparezcan.

3.2.3. ldentificacion de los gatos

Como se ha mencionado anteriormente, es fundamental contar con un proceso de

identificacion de todos los gatos de las islas mediate un microchip implantado por via subcutanea.

3.2.4. Vigilancia pasiva en gatos

También se debe realizar una vigilancia pasiva para todos los casos confirmados fuera de la
vigilancia activa (es decir, clinicas veterinarias), y los informes deben ser enviados a la ABG. Se

recomienda que la vigilancia pasiva sea obligatoria segun las regulaciones veterinarias locales.

3.3. Aplicacion de la vigilancia

Tomar muestras de los animales puede ser una tarea dificil. El éxito de una vigilancia activa
y exhaustiva depende de varios factores, siendo el mas importante el cumplimiento por parte de
los propietarios y los recursos comprometidos por las autoridades locales. A continuacion,

brindamos informacion sobre nuestra experiencia durante una encuesta epidemioldgica de
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enfermedades caninas en Galdpagos, implementada en 2021-2022, asi como otros medios de

implementacion para la vigilancia.

3.3.1. Enfoque casa por casa

Durante la camparia de recogida de muestras de sangre canina puerta a puerta 2021-2022, se
informd inicialmente a la poblacién local sobre el objetivo del muestreo. Cada propietario recibid
un folleto en espafiol en el que se explicaba el impacto de D. immitis en la salud de sus perros y
lobos marinos (cémo se transmite el parasito, como afecta a la salud de su perro y como este
parésito puede transmitirse al lobo marino) y las medidas que estan en sus manos para reducir y
eventualmente eliminar la carga de la enfermedad. Para obtener resultados méas precisos, la
campafa se llevo a cabo tanto en la parte urbana como en la rural de cada isla habitada. Los

resultados estan publicados en Culda et al., 2022 y Culda et al., en prensa.

3.3.2. Colaboracion con clinicas (veterinarios locales y voluntarios) y campafias de
castracion de perros

La recoleccion de sangre también se puede organizar colaborando con veterinarios locales

(es decir, clinicas) o campafias de castracion (organizadas por varias ONG o autoridades locales).

3.4. Almacenamiento de los resultados

Es esencial que todos los resultados se almacenen en una base de datos. Esta base de datos
debe incluir los siguientes campos:
- Ubicacion y propiedad (perros y gatos): identificacion de la muestra; fecha de muestreo;
domicilio/isla; datos de contacto del propietario.
- Informacion de muestreo: especie (perro/gato); nombre; nimero de chip; sexo; edad;
raza; esterilizado; vivienda.
- Informacion diagnostica: resultado de prueba de Knott (+/-); Resultado del antigeno (+/-

)

- Informacion sobre el tratamiento: fecha, producto, dosis
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- Informacion de repeticion de la prueba: fecha, resultado de prueba de Knott (+/-);

resultado del antigeno (+/-)

3.5. Vigilancia de mosquitos

La vigilancia ambiental incluye el monitoreo de las poblaciones locales de mosquitos y la
presencia de D. immitis en los vectores. Se trata de una actividad complementaria de la vigilancia
epidemioldgica. La propagacion del gusano del corazén canino esta directamente relacionada con
la presencia y abundancia de mosquitos, que son altamente estacionales. Los mosquitos hembra
adultos se alimentan obligatoriamente de sangre, y los perros se encuentran entre los huéspedes
susceptibles (Bataille et al., 2009).

3.5.1. Vigilancia activa de los mosquitos

Una de las cosas mas importantes que se deben hacer al implementar la vigilancia
entomoldgica es evaluar la presencia y abundancia de especies de mosquitos en areas urbanas y
rurales seleccionadas de las islas habitadas con el fin de identificar los habitats potenciales para
los mosquitos. Otro aspecto esencial es evaluar la estacionalidad y la variacion en abundancia entre
la estacion célida y himeda (enero a junio) y la estacion fria y seca (junio a diciembre).

Estos datos pueden ser utilizados para determinar la abundancia y distribucion estacional de
las tres especies (Aedes taeniorhynchus, Aedes aegypti y Culex quinquefasciatus) en el
Archipiélago y aplicar programas de control. La vigilancia de mosquitos también es relevante para
el control de otros patdgenos transmitidos por mosquitos que se sabe que estan presentes en
Galépagos (es decir, el virus del dengue, el virus del chikungunya, el virus del Zika, el virus de la
fiebre amarillay, potencialmente, la malaria aviar o el virus del Nilo Occidental) (Asigau y Parker,
2018; Lebn et al., 2022; Sinclair, 2023).

El monitoreo de mosquitos complementa el programa de vigilancia de la enfermedad del
gusano del corazon con resultados rapidos y datos para la accion. La vigilancia de mosquitos a
largo plazo proporciona datos esenciales para evaluar el riesgo y guiar las operaciones de su
control. La eficacia de la vigilancia basada en mosquitos depende del tipo y la calidad de los datos

recopilados (por ejemplo, cantidad y tipo de trampas, tiempo y frecuencia de la muestra, procesos
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de prueba). Asi, estos datos, correlacionados con las temporadas de transmisién, podrian indicar

el riesgo de infeccion animal (www.cdc.gov).

3.5.1.1. Vigilancia de los huevos y de los estadios inmaduros de los mosquitos

La vigilancia de huevos y estadios inmaduros es util para evaluar las poblaciones de
mosquitos y para demostrar el establecimiento de una especie en un area. El primer paso es
identificar los habitats potenciales de desarrollo de mosquitos, es decir, alrededor de casas,
cementerios, contenedores y areas de lavanderia u otros sitios que contienen agua. Uno de los
métodos de vigilancia de huevos de mosquitos mas utilizados y eficientes son las ovitrampas
(Organizacion Mundial de la Salud 2016; Dacko et al., 2020; Asociacién Americana de Control
de Mosquitos, 2021), mientras que para la vigilancia de las larvas se utilizan los métodos de
inmersion de larvas, redes de barrido y contenedores (O'Malley, 1989; Asociacion Americana de
Control de Mosquitos, 2021).

3.5.1.2. Vigilancia de mosquitos adultos

La vigilancia de mosquitos adultos es una herramienta para evaluar la dindmica poblacional
y la distribucion de especies de mosquitos adultos en diferentes areas. Cada isla esta compuesta
por tres habitats principales: la zona costera, la zona urbana y las tierras altas (Mena et al., 2020;
Escobar-Camacho et al., 2021). En estos habitats, tres especies de mosquitos estan presentes en
densidades variables. Después de unos 200,000 afios desde su probable presencia en Galapagos,
A. taeniorhynchus se considera una especie nativa, y algunos registros de recoleccion indican que
tiene una gran area de dispersion (desde los habitats costeros hasta las tierras altas). Las otras dos
especies de mosquitos se consideran especies invasoras en el Archipiélago. Evidencias recientes
indican que C. quinquefasciatus esta presente desde las zonas costeras y urbanas hasta las tierras
altas (Asigau et al., 2017). A. aegypti es un mosquito diurno que se alimenta durante el dia y es
comun en zonas urbanas (Asigau y Parker, 2018; Ledn et al., 2022; Sinclair, 2023). Dentro de cada
habitat principal, la identificacion de posibles microhabitats para los mosquitos es el primer paso
en el protocolo de captura. En general, las trampas son la herramienta principal utilizada para la

vigilancia de mosquitos.
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Se realizaran recogidas entomoldgicas en las inmediaciones de perros tanto del ambito
urbano como rural. Solo los mosquitos adultos seran atrapados usando trampas BG-Sentinel y
trampas de luz en miniatura del CDC. Estas trampas tienen la capacidad de atrapar diferentes
especies de mosquitos, y el uso simultaneo de dos tipos de trampas ayuda a obtener datos precisos
sobre la distribucion y la abundancia de mosquitos en un area.

Se instalaran tres trampas de cada tipo en sitios seleccionados en los microhabitats urbanos
y rurales de las islas San Cristdbal, Isabela, Santa Cruz, Baltra y Floreana. También se tendra en
cuenta la ubicacion de los casos positivos para el gusano del corazén. Todas las trampas
permaneceran instaladas durante la duracién de la vigilancia de muestreo (febrero — abril) y (junio
— agosto) durante 2 noches por semana. Las trampas se colocaran cerca de una fuente de agua y/o
vegetacion y estas se activaran en la tarde (al anochecer) y a las 7:00 a.m. se recogeran los
mosquitos de cada lugar.

El muestreo constante es fundamental para obtener datos que puedan compararse en el
tiempo y el espacio una vez que se haya establecido un tipo de trampa y un sitio que haya
demostrado ser exitoso. La recoleccion, el conteo y la identificacion ayudaran a mejorar el
conocimiento sobre la distribucidn real, la abundancia y la estacionalidad de los mosquitos adultos

en toda la isla.

3.6. Vigilancia de lobos marinos y focas

Otro objetivo de los esfuerzos de vigilancia es incluir a los mamiferos carnivoros marinos
silvestres (lobos marinos de Galapagos - GSL y lobo fino de Galépagos - GFS). En la primera fase,
se monitorearan las colonias de GSL y GFS en las islas habitadas, y después de eso, se
monitorearan todas las colonias de todo el Archipiélago. Tanto para GSL como para GFS
recomendamos una vigilancia pasiva. Esto implica la necropsia obligatoria de todos los individuos
encontrados muertos. El objetivo principal serad verificar la presencia de D. immitis adulto o
subadulto en las arterias pulmonares/auricula derecha del corazon y la presencia de larvas
circulantes (es decir, microfilarias) en los tejidos (sangre, bazo e higado) mediante la deteccion de

ADN de D. immitis (utilizando el mismo enfoque de PCR que para la sangre canina - Anexo 1).
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4. TRATAMIENTO DE PERROS Y GATOS INFECTADOS

Todos los perros confirmados como infectados (por cualquiera de los dos métodos; véase el
Capitulo 3) deben ser tratados, hacerles seguimiento y se debe confirmar cuando estén negativos.
Si la infeccidn persiste, se debe continuar con el esquema de tratamiento. Después del tratamiento
y la confirmacion de negatividad, todos los perros deben ser incluidos en el plan preventivo (ver
Capitulo 5).

4.1. Tratamiento adulticida en perros infectados

Los objetivos del tratamiento adulticida son: (1) eliminar los gusanos adultos de las arterias
pulmonares y del corazon derecho para mejorar la salud y el bienestar de los perros; (2) eliminar
la fuente de microfilarias y, por lo tanto, el huésped como reservorio de infeccién para los
mosquitos.

El tratamiento adulticida se puede abordar mediante varios protocolos, entre los mas
utilizados se encuentra el protocolo a base de melarsomina recomendado por la AHS. Sin embargo,
dado que la melarsomina no esta disponible en muchos paises (incluido Ecuador/Galapagos), se
podrian seguir enfoques alternativos, como el protocolo de muerte lenta (Dantas-Torres et al.,
2023).

4.1.1. Tratamiento a base de melarsomina

El clorhidrato de melarsomina es un compuesto representativo que inactiva los sistemas
enzimaticos de los parasitos, y parece ser el adulticida de primera linea para el gusano del corazén
(Starkey y Blagburn, 2021; Dantas-Torres et al., 2023). Desafortunadamente, la disponibilidad de
este medicamento se ha convertido en un verdadero problema para los perros infectados con D.
immitis, tanto en algunos paises tropicales como en paises donde no esta registrado. La
disponibilidad limitada de melarsomina puede tener numerosas consecuencias en todo el mundo,
especialmente en los tropicos. Existen varias razones para este problema, como la falta de interés
de las empresas farmacéuticas, la falta de incentivos de mercado y los procesos complejos de

registro en algunos paises (Dantas-Torres et al., 2023).

18



Tabla 5. Protocolo contra el gusano del corazon recomendado por AHS

DIA

PROTOCOLO DE TRATAMIENTO

Dia0

ESENCIAL.: restriccion del ejercicio (para minimizar las complicaciones cardiopulmonares)

e Antes de administrar un adulticida, se recomienda la administracion de glucocorticoides
(Prednisona):
= Primera semana: 0,5 mg/kg (dos veces al dia)
= Segunda semana: 0,5 mg/kg (una vez al dia)
= Terceray Cuarta semana: 0,5 mg/kg (cada dos dias)

e Aplicar un producto tépico canino registrado por la EPA etiquetado para repeler y matar
mosquitos (es decir, permetrina, deltametrina)

Dia 1-28

Administrar lactona macrociclica (ivermectina y moxidectina) + doxiciclina:
= 4 semanas para cada compuesto: 10 mg/kg (dos veces al dia)
= Viade administracion: oral en forma de comprimidos/capsulas

Dia 30

Aplicar un producto topico canino registrado por la EPA para repeler y matar mosquitos (es decir,
permetrina, deltametrina)

Dia 31-60

Un periodo de espera de un mes después de la administracion de lactona macrociclica y
doxiciclina. Pasado este periodo de espera, se inicia el tratamiento con melarsomina

Dia 61

Administrar la primera inyeccién de melarsomina = 2,5 mg/kg por via intramuscular (en el
vientre de la musculatura epaxial)
La administracion de un analgésico = tramadol o hidrocodona en el momento de la inyeccion,
reduce el dolor muscular asociado a la melarsomina
e Prednisona:

= Primera semana: 0,5 mg/kg (dos veces al dia)

= Segunda semana: 0,5 mg/kg (una vez al dia)

= Terceray Cuarta semana: 0,5 mg/kg (cada dos dias)

Disminuir aun mas el nivel de actividad: restriccién en jaula; uso de correa en el patio

Dia 90

Administrar la segunda inyeccién de melarsomina, 2,5 mg/kg por via intramuscular (es decir,
permetrina, deltametrina)

Dia 91

Con 24 horas de diferencia, administrar la tercera inyeccion de melarsomina, 2,5 mg/kg por via
intramuscular

Continuar con la restriccion del ejercicio durante 6 a 8 semanas después de las Ultimas
inyecciones de melarsomina

Dia 120

Tratamiento de Prevencion
e Tratamientos preventivos contra el gusano del corazon comercializados actualmente
(ivermectina, milbemicina oxima, moxidectina y selamectina)
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o Los cachorros de hasta 8 semanas de edad deben iniciar la prevencién con una lactona
macrociclica (ivermectina o moxidectina)
o En regiones endémicas, es Util aplicar un repelente de mosquitos / ectoparasiticida

4.1.2. Terapia alternativa: protocolo de muerte lenta 0 muerte suave

La administracion de doxiciclina puede eliminar la bacteria endosimbionte Wolbachia que
tiene un papel clave en la patogénesis del gusano del corazén. Por lo tanto, ayuda a reducir y matar
el gusano del coraz6n adulto y, finalmente, a disminuir el riesgo de tromboembolismos
pulmonares. Si se combina con la administracion mensual de moxidectina, puede matar las
microfilarias circulantes (Jacobson y DiGangi, 2021; Brianti et al., 2023; Dantas-Torres et al.,
2023). El nivel de actividad del perro debe disminuirse tanto como sea posible durante el protocolo
de muerte lenta, preferiblemente hasta que no se detecte ninguin antigeno adulto. EI protocolo de

tratamiento se describe en la Tabla 6.

Tabla 6. Protocolo de muerte lenta o muerte suave (Jacobson y DiGangi, 2021; Brianti et al.,
2023; Dantas-Torres et al., 2023)

Hora PROTOCOLO DE TRATAMIENTO

Dia 0-28 Administrar doxiciclina (minociclina) + moxidectina + imidacloprid
- 4 semanas de doxiciclina: 10 mg/kg (oral, dos veces al dia)

- 30 dias de moxidectina topica (2,5 mg/kg) e imidacloprid (10 mg/kg) (una vez al dia)

9 meses L o
- Administracion: topica

Por lo tanto, este protocolo podria ser una opcion mas segura y confiable para tratar las
infecciones por gusano del corazon en perros, en comparacion con otros tratamientos basados en
lactonas macrociclicas, especialmente cuando hay problemas de disponibilidad del farmaco o el
tratamiento resulta costoso, etc. (Savadelis et al., 2017, Dantas-Torres et al., 2023).

4.2. Tratamiento en gatos infectados

La terapia adulticida (melarsomina) utilizada en perros no es segura ni eficaz para los gatos.
Ademés, este tratamiento tiene un riesgo significativo de tromboembolismo pulmonar y una

reaccién anafilactica que se produce cuando los gusanos mueren (American Heartworm Society,
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2018; ESCCAP, 2019; Pennisi et al., 2020). La AHS indico que la melarsomina es tdxica para los
gatos, incluso en dosis bajas.

Un tratamiento exitoso para los gatos infectados es la prednisona en dosis decrecientes. Se
recomienda comenzar con la primera dosis de 2 mg/kg de peso corporal/dia, luego disminuir
gradualmente a 0,5 mg/kg cada dos dias durante 2 semanas, y luego suspender después de 2
semanas adicionales (American Heartworm Society, 2018; ESCCAP, 2019). En caso de que un
gato presente signos clinicos graves, se recomiendan dosis altas de prednisolona oral (1-2 mg/kg
de peso corporal, 3 veces al dia) (ESCCAP, 2019).

Sin embargo, no se recomienda el tratamiento de los gatos infectados como parte del plan de
erradicacion, ya que no representan un reservorio importante de infeccion y su inclusién es un
desafio (Brianti et al., 2023).

4.3. Tratamiento microfilaricida en perros infectados

Incluso en ausencia de adultos, después de la terapia adulticida las microfilarias pueden
persistir en la sangre de los perros durante varios afios (Simén et al., 2012; McCall et al., 2023).
Por lo tanto, para eliminar las microfilarias, todos los perros deben ser monitoreados después del
tratamiento adulticida para demostrar la ausencia de larvas. Si se encuentran larvas ain circulantes
(mediante la prueba de Knott), se debe iniciar una terapia microfilaricida.

La terapia microfilaricida consiste en la administracion de moxidectina y milbemicina oxima.

o La moxidectina (2,5 mg/kg) mata las microfilarias circulantes en perros dirofilariamente
positivos. Este medicamento se absorbe rapidamente a través de la piel y entra en la
circulacion inmediatamente. Se acumula especialmente en el tejido lipidico y permanece
bioldgicamente activo durante todo el mes (McCall et al., 2014; Bowman et al., 2015).

o La milbemicina oxima (5 mg/kg) tiene una accion microfilaricida y disminuye
gradualmente el numero de microfilarias en la sangre circulante. Este medicamento se
puede usar una vez al mes durante al menos 6 meses después de la exposicién a los

mosquitos (www.dvm360.com, 2021).

5. PREVENCION Y CONTROL
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5.1. Quimioprevencion del gusano del corazén con lactonas macrociclicas

La prevencion de la dirofilariasis en perros debe realizarse de forma rutinaria para reducir el
riesgo de infeccion o reinfeccion. Las lactonas macrociclicas (ML) (es decir, ivermectina,
milbemicina oxima, moxidectina y selamectina) son los farmacos de eleccidn y son muy eficaces
para la quimioprevencion de la dirofilariosis (Tablas 7 y 8).

Estos farmacos afectan a la tercera y cuarta etapa de las larvas de D. immitis. Ademas, su
efecto filaricida en las larvas precardiacas (migratorias) se puede lograr de dos maneras:
pulsaciones en dosis muy bajas (p. ej., mensualmente) o liberando continuamente pequefias
cantidades durante periodos prolongados (p. €j., seis meses) (American Heartworm Society, 2018).

Todos los perros que resulten negativos para el gusano del corazén (en ambas pruebas,
consulte el Capitulo 3) y aquellos que resulten negativos después del tratamiento deben incluirse
en el esquema de prevencién. La profilaxis contra el gusano del corazon debe administrarse
durante todo el afio para garantizar la maxima eficacia.

Tabla 7. Administracion de lactonas macrociclicas como prevencion del gusano del

corazon
Intervalo Referencia
Ruta de
dosificacion
Oral eLa ivermectina y la milbemicina oxima estan
disponibles para administracion oral mensual
e Administracion = Algunos medicamentos son
saborizados y masticables 30 dias
e Las unidades de dosis estan de acuerdo con los rangos
de peso .
— — - — - American
Tépico . Adml_nlstr{:u:lon = form_ulamones liquidas aplicadas Heartworm
(mox_ld_ectlng,y selamectln_a), _ _ Society, 2018
e Administracion = una dosis Unica de la formulacion de
liberacidn lenta de microesferas lipidicas impregnadas
Inyectable de moxidectina inyectadas por via subcutanea 6012
meses
Brinda proteccion durante 6 0 12 meses en perros de 6
meses de edad en adelante.

En los gatos, las medidas preventivas contra las enfermedades del gusano del corazén son:
ivermectina oral (24-71 ug/kg), selamectina topica (6-12 mg/kg), milbemicina oxima oral (2-4

mg/kg) y moxidectina inyectable (1-2 mg/kg).
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Tabla 8. Prevencion de la dirofilariasis en perros

COMPUESTO ORAL INYECTABLE TOPICO
E £ 6
™

Ivermectina 6-12 png/kg

Selamecina 6-12 mg/kg
Oxima de 0,5-2,5

milbemicina mg/kg

Moxidectina 3-6 ng/kg 0,17 mg/kg 2,5-6,25 mg/kg

5.2. Prevencion de picaduras de mosquitos en perros: repelentes y prevencién de picaduras
mediante practicas de manejo

Las medidas de proteccion directa que se deben recomendar al duefio del perro incluyen el
uso de repelentes y ectoparasiticidas.

Los repelentes tienen la funcion de inhibir la alimentacion de sangre de los mosquitos
vectores o de matarlos. Esto se asocia con la transmision de microfilarias (L1) del perro ¢ L3 de
los mosquitos. Se demostré que un repelente disminuye la probabilidad de que un perro no
infectado se infecte o de que un perro con microfilariemia sirva como reservorio para infectar
mosquitos (McCall et al., 2017a; American Heartworm Society, 2018).

Los siguientes tipos de productos han demostrado eficacia como repelente contra los
mosquitos y ofrecen proteccién contra el gusano del corazén en los perros:

Spot-on: permetrina, espinosad

Collares: permetrina, flumetrina

Los ectoparasiticidas actian matando a los mosquitos que han entrado en contacto con un
animal potencialmente infeccioso o se han alimentado de él. Los mosquitos mueren dentro de los
tres dias posteriores a la exposicion a perros infectados o tratados. Por lo tanto, son incapaces de
transmitir los gusanos del corazén. Esta medida hace que el perro tratado deje de ser un reservorio.
Ademas, como beneficio de esta accion, mata a las hembras de los mosquitos, evitando la puesta

de huevos y reduciendo la poblacién local de mosquitos (American Heartworm Society, 2018).
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Se utilizan tres lactonas macrociclicas: selamectina, eprinomectina y moxidectina.

5.3. Control ambiental de vectores

Con base en los datos de vigilancia entomoldgica, se deben desarrollar programas de control

de mosquitos. Dichos métodos de control deben dirigirse a las larvas de mosquitos y a los adultos.

Los métodos incluyen la eliminacion de los habitats larvarios, el uso de larvicidas y la aplicacion

de adulticidas (www.cdc.gov).

5.3.1. Control de los criaderos

Todas las especies de mosquitos de Galapagos necesitan agua estancada para completar su

ciclo de vida. Por lo tanto, los criaderos deben eliminarse mediante una o mas de las siguientes
medidas (CDC, VDCI Manejo de mosquitos):

Recipientes y areas de lavanderia que contengan agua: vaciar y almacenar en seco o
cambiar el agua cada pocos dias;

bebedero para pajaros: cambiar el agua semanalmente;

piscinas: mantenerlas con los productos quimicos adecuados; cubrir o drenar si no esta en
uso;

retirar las llantas viejas o perforar agujeros de drenaje en las llantas utilizadas para juegos
infantiles;

usar laminas de plastico o lonas utilizadas para cubrir los articulos del jardin: bien estirado
para evitar la acumulacion de agua;

bordes poco profundos de los estanques: mantener despejados de plantas y malezas;
zanjas y tuberias obstruidas: limpiar hierbas, la suciedad y los escombros para que el agua
fluya libremente;

canaletas de lluvia limpias para permitir que el agua fluya libremente;

almacenar las piscinas infantiles de plastico en el interior o dadas la vuelta cuando no estén
en uso;

reciclar el plastico;
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e agujeros de arboles y tocones huecos: llenar con arena o cemento;

e tuberias con fugas y grifos exteriores: reparacion;

e mantener la propiedad limpia de vegetacion y basura;

e pequefas areas de agua que no se pueden drenar: tratar con productos para el control de

mosquitos que se venden en tiendas de jardineria.

5.3.2. Larvicidas

Los larvicidas son una clase de insecticidas que controlan eficazmente la propagacion de
mosquitos tanto en interiores como en exteriores. Este pesticida especifico ataca y elimina las
larvas y pupas de mosquitos, bloqueando su desarrollo en mosquitos adultos (CDC www.cdc.gov;
VDCI Manejo de Mosquitos).

Existen varias presentaciones de larvicidas, como:
o Liquido

o Tabletas

o Pelotillas

o Granulos

o Briquetas

o Trozos

Aplicar larvicidas en los lugares donde los mosquitos ponen huevos para reducir la poblacion
de éstos. Los mosquitos ponen sus huevos en contenedores, fuentes, barriles de lluvia, canaletas,
piscinas sin cloro, llantas y agujeros de arboles que contienen agua estancada (CDC
www.cdc.gov).

Los larvicidas deben utilizarse en aguas estancadas que: ¢ no se utilicen para el consumo

humano; ¢ no se puedan cubrir, vaciar ni quitar (CDC www.cdc.gov).

5.3.3. Adulticidas

Un adulticida es una clase especifica de pesticida que se utiliza para erradicar los mosquitos

adultos. Estos insecticidas se utilizan en el exterior. Ciertos adulticidas tienen un efecto letal
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instantaneo en los mosquitos adultos, mientras que otros tienen un impacto continuo, matando a

los insectos durante periodos prolongados (CDC www.cdc.gov).

Los mosquitos suelen descansar al aire libre en &reas como plantas, entre vegetacion densa

0 pastos altos, y también en la parte inferior de las hojas que se encuentran en arboles y arbustos.

Ademas, pueden encontrar refugio debajo de los bordes salientes de las estructuras, como edificios,

terrazas y porches, asi como en lugares himedos y sombreados (CDC www.cdc.gov).

5.3.4. Meétodos de control biologico

Se han desarrollado técnicas innovadoras y ecoldgicamente sostenibles para controlar la

propagacion de mosquitos en este entorno. Las soluciones de biocontrol estan dirigidas a diferentes

especies de mosquitos. Asi, el control bioldgico asociado con la biologia molecular representa un

método emergente para el control de mosquitos (CDC; VDCI Mosquito Management; Benelli et
al., 2016; Kendie, 2020). Los métodos incluyen:

o

o

o

Teécnica del insecto estéril

Mosquitos modificados genéticamente

Mosquitos irradiados

Mosquitos con Wolbachia

Bacterias mosquitocidas (Bacillus thuringiensis, Bacillus sphaericus)

Pat6genos virales que causan enfermedades en los mosquitos (los baculovirus, los virus de
la poliedrosis citoplasmatica y los iridovirus)

Hongos entomopatdgenos (Lagenidium, Coelomomyces y Culicinomyces afectan

comunmente a los mosquitos vectores)

6. CONCIENCIACION

Un aspecto crucial para la implementacion de un programa de control exitoso, incluida su

sostenibilidad a largo plazo, es la implementacién conjunta de un buen programa de

sensibilizacion, tanto entre las partes interesadas (es decir, autoridades, veterinarios, voluntarios,

ONG) como entre la sociedad (es decir, duefios de perros y publico en general). Dicho programa
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debe desarrollarse en colaboracion con los cientificos sociales y debe estar disefiado
especificamente para cada grupo objetivo.

En principio, un programa de sensibilizacion debe incluir los siguientes principios, objetivos
y actividades: (1) educacion de las partes interesadas y su formacion continua (es decir, desarrollo
de capacidades) mediante seminarios y talleres cientificos; (2) presentacion de los beneficios del
programa de control a las autoridades locales; (3) educacion de los propietarios para una tenencia
responsable (es decir, materiales de comunicacion, folletos, a través de los veterinarios locales).
El éxito de los programas de conservacion requiere el compromiso y la resiliencia local, ya que la
tenencia responsable de mascotas es esencial para ayudar a mantener el delicado equilibrio de las
islas, y las mascotas deben mantenerse con correa o en los hogares para evitar interacciones con
la vida silvestre.

Ademas, se podrian organizar sesiones informativas en la Agencia de Bioseguridad de
Galapagos (ABG) y el Parque Nacional Galapagos (PNB) para seleccionar voluntarios locales que
participen en laimplementacion del plan de accion para el control y, eventualmente, la erradicacion
de D. immitis en el Archipiélago. Dichas campafias deben organizarse peridédicamente para
mantener la salud de los animales domésticos (perros, gatos) y la sensibilizacion de los propietarios

sobre la enfermedad y sus riesgos para los animales salvajes y domésticos.

7. DIRECCION FUTURA DE LA INVESTIGACION

Estudios recientes sobre el gusano del corazén canino en Galapagos han concluido que la
enfermedad esta muy extendida en los perros domésticos (Culdaetal., 2022; Culdaetal., en Prep.),
que la deambulacién libre de los perros es un factor de riesgo (Culda et al., 2022) y que la infeccion
esta presente en los leones marinos (Gregory et al., 2023). Ademas, nuestros datos no publicados
muestran que los mosquitos vectores también son comunes en habitats cercanos a las colonias de
lobos marinos.

Sin embargo, aun se desconocen muchos aspectos, como por ejemplo:

1. El papel de los gatos en el ciclo natural local de D. immitis;
2. laverdadera prevalencia de D. immitis en lobos marinos de Galapagos en diferentes
colonias;

3. el posible papel de los lobos marinos de Galapagos como reservorios de D. immitis.

27



28



Anexo 1
METODOS DE LABORATORIO PARA EL DIAGNOSTICO DE LA DIROFILARIA
IMMITIS

1. Prueba de Knott modificada

- Guantes de proteccion

- Tubo de centrifuga de 15 ml

- Anadir 9 ml de formalina al 2% (que se prepara diluyendo formaldehido 1:50 con agua
destilada) a 1 ml de sangre anticoagulada

- Colocar el pulgar protegido por el guante sobre la parte superior del tubo tapado e inviértalo
varias veces para mezclar bien

- Centrifugar durante S minutos a 1000 a 1500 rpm

- Se deberia poder visualizar un tapén blanquecino en la parte inferior del tubo después de
girarlo. Desechar el sobrenadante en el contenedor de residuos peligrosos adecuado.

- Con una pipeta Pasteur de plastico de un solo uso, afiadir una gota de tinte azul de metileno.

- Utilizar la misma pipeta para mezclar la mancha con el sedimento. Esperar 10 minutos.

- Afadir una gota de esta mezcla en el centro de una diapositiva. Colocar un cubreobjetos en la
parte superior.

- Examinar en el microscopio con un aumento de 10x/20x.

La cabeza de la microfilaria es ligeramente conica y la cola recta, larga y delgada (Figura

Al, A2; Cuadro Al).
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Figura A1. Microfilarias de Dirofilaria immitis (Extremo posterior (izquierda) — rectas y

delgadas; Extremo anterior (derecho): ligeramnete conico, recto y delgado; los nacleos del

extremo anterior estan situados a una distancia de la cuticula)

Figura A2. Microfilarias de Dirofilaria immitis al microscopio bajo 10x

Tabla A1. Caracteristicas diferenciales de las microfilarias encontradas en muestras de sangre

por el examen de Knott (Traversa et al., 2010)

Especie Longitud (pum) Ancho (pm) Extremo Extremo
posterior anterior
Dirofilaria immitis 220-340 <6 Recto y fino Ligeramente
conico
Dirofilaria repens 325-380 >6 Parecido a un Desafilado
(5-8) paraguas
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Acanthocheilonema 240-290 4.5-5.5 Con ganchode  Romo, con un

reconditum botén gancho cefalico
prominente
Acanthocheilonema 233-277 4.5-6 redondeado Frecuentemente
dracunculoides curvado
D. immitis D. repens A. reconditum A. dracunculoides

Figura A3. Caracteristicas de la cola de las cuatro especies de microfilarias

2. Pruebas de antigenos (por AHS)

Las pruebas de antigeno del gusano del corazén estan disefiadas para detectar proteinas
secretadas por gusanos hembra adultos. La presencia de antigenos en la sangre puede permanecer
indetectable hasta unos 9 meses después de la primera infeccion en los perros afectados. Hay una
variedad de pruebas comercialmente disponibles para uso en la clinica. Estas pruebas de antigenos
pueden detectar la mayoria de las infecciones "ocultas", que implican la presencia de gusanos
adultos, pero no microfilarias circulantes. Por lo tanto, estas pruebas son muy especificas, con una
tasa de precision de casi el 100%.

Las pruebas de antigenos deben realizarse de acuerdo con las instrucciones del fabricante para
el kit de prueba.

Los resultados pueden incluir resultados postitivos, falsos positivos y falsos negativos. Si el
resultado de una prueba es impreciso, es necesario repetir la prueba.

En algin momento, la prueba ELISA se ve limitada por varios factores:

- Relacion con el nimero de gusanos del corazon hembra maduros

31



- Antigenemia asociada con la muerte reciente de gusanos

- Niveles bajos de antigeno debido a gusanos hembra adultos jovenes, o solo a unas pocas

hembras adultas

Se recomienda precalentar las muestras a una temperatura de 104 °C durante 10 minutos

en las situaciones que se muestran en la Tabla A2.

Tabla A2. Situaciones en las que se precalientan las muestras antes de la prueba de antigenos

Tipo de paciente:

Razén

Los perros en zonas endémicas que no
estin en tratamiento
especialmente los perros jovenes

preventivo,

Permite la deteccion de infecciones antes que el
analisis de muestras no tratadas previamente

Perros con un historial inconsistente
de uso preventivo

o Las lactonas macrociclicas administradas de forma
intermitente pueden comenzar a matar a los gusanos
adultos, lo que provoca inflamacién y formacion de
complejos inmunologicos.

oLas  microfilarias también tienen  menos
probabilidades de detectarse en pacientes que han
recibido tratamientos preventivos.

Perros infectados por el gusano del
corazon tratados recientemente con
adulticida o tratados solo con
tratamiento preventivo y doxiciclina

La inflamacion inducida por los gusanos muertos y
moribundos puede conducir a la formacién de un
complejo inmunoldgico que enmascara el antigeno,
evitando la deteccion en muestras no calentadas. El
antigeno residual se puede detectar con y sin
pretratamiento térmico de muestras en perros tratados
recientemente por infeccion por dirofilaria

Perros con microfilarias detectadas
pero que son antigenos negativos

Si las microfilarias son D. immitis, es probable que el
pretratamiento térmico cambie el resultado a
verdadero positivo.

Gatos en endémicas

preventivas

zonas no

El antigeno bloqueado es muy comun en los gatos
infectados, especialmente al principio de la infeccion,
cuando la respuesta inmunitaria es mas pronunciada.
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3. Interpretacion de los resultados combinados

Los resultados de las dos pruebas pueden arrojar varias combinaciones (Tabla A3).

Tabla A3. Interpretacion de los resultados

Antigeno + Antigeno-
Knott | Dirofilariasis cardiaca Dirofilariasis cardiaca: Antigenos encerrados dentro de
+) Microfilarias presentes complejos inmunes (jprecalentamiento!), pocas hembras
adultas!!

Dirofilariasis cardiaca: Adultos ausentes (es decir, después
de la terapia adulticida, ;persistencia de antigenos?)

Knott | Dirofilariasis cardiaca Solo machos y/o gusanos inmaduros (repetir después de 7
©) Microfilarias presentes meses)
Negativo

4. Métodos de diagnostico basados en el ADN
El ADN se extraera de toda la sangre utilizando un kit de extraccion comercial. Existen varios

protocolos de PCR (especificos o genéricos seguidos de secuenciacion) (Casiraghi et al., 2001;

Rishniw et al., 2006; Latrofa et al., 2012).
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Anexo 2

Probar a todos los perros mayores de 7
meses mediante la prueba de Knott y
prueba de antigeno

o Perros no infectados
Perros infectados

W

rd

) ) e

Abreviaturas:

MTf = microfilarias
Ag = antigeno

ML = lactona
macrociclica
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