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RESUMEN

Introduccion: la dirofilariasis, es una enfermedad zoonética causada por Dirofilaria
immitis, transmitida por mosquitos vectores como Culex, Aedes, Anopheles, Mansonia y
Psophora, afecta principalmente perros y gatos, y otros. Los reportes en Colombia de
Dirofilariasis canina son escasos y se han limitado a estudios de seroprevalencia y en
felinos no existen estudios. Objetivos: establecer la prevalencia de D. immitis y su
correlacion con aspectos epidemioldgicos, clinicos y de laboratorio, en caninos y felinos
atendidos en clinicas veterinarias de Barranquilla. Metodologia: estudio descriptivo de
corte transversal. Se analizaron 185 caninos y 25 felinos que cumplieron con criterios de
inclusion. Se confirmé la infeccion por técnicas de microscopia (Knott),
inmunocromatografia (Speed Diro Virbac), y molecular; se realizd extraccion de ADN y
luego una PCR anidada utilizando cebadores del gen de la subunidad | de Citocromo
Oxidasa de D. immitis y posterior corrido electroforético. Resultados: la prevalencia
global por D. immitis fue de 127/185 (68,6%) caninos y 1/25 (4%) felinos, con base en la
positividad de alguna de las técnicas utilizadas, 66,4% por inmunocromatografia, 29.8%
por PCR por microscopia 29,1% de caninos positivos. El Unico felino positivo fue por PCR.
Conclusiones: los hallazgos encontrados evidencian una alta prevalencia de Dirofilaria
en Barranquilla, con respecto a lo reportado en otros estudios. Los datos clinicos y de
laboratorio resultan Utiles para el diagnoéstico y pronostico de la enfermedad. La baja
prevalencia en felinos hasta el momento podria deberse a la alta inmunidad frente al
nematodo, por tanto, se hace necesario el diagnodstico confirmatorio molecular.

Palabras claves: Dirofilariasis, zoonosis, trastornos respiratorios, enfermedades del
perro, enfermedades del gato. (Fuente: Decs).

ABSTRACT

Background: Dirofilariasis, is a zoonotic disease caused by Dirofilaria immitis,
transmitted by mosquito vectors such as Culex, Aedes, Anopheles, Mansonia and
Psophora, mainly affects dogs and cats, and others. Reports in Colombia of Canine
Dirofilariasis are scarce and have been limited to seroprevalence studies and in felines
there are no studies. Objectives: to establish the prevalence of D. immitis and its
correlation with epidemiological, clinical and laboratory aspects, in dogs and cats
treated in veterinary clinics in Barranquilla. Methodology: descriptive cross-sectional



study. 185 canines and 25 felines that met inclusion criteria were analyzed. Infection
was confirmed by microscopy (Knott), immunochromatography (Speed Diro Virbac), and
molecular techniques; DNA extraction was performed and then a nested PCR using
primers of the subunit | gene of Cytochrome Oxidase of D. immitis and subsequent
electrophoretic run. Results: the overall prevalence for D. immitis was 127/185 (68.6%)
canines and 1/25 (4%) felines, based on the positivity of any of the techniques used,
66.4% by immunochromatography, 29.1% by microscopy and 29% by PCR of positive
canines. The only positive feline was by PCR. Conclusions: the findings found show a
high prevalence of Dirofilaria in Barranquilla, with respect to what was reported in other
studies. Clinical and laboratory data are useful for the diagnosis and prognosis of the
disease. The low prevalence in felines so far, could be due to the high immunity against
the nematode, therefore, the molecular confirmatory diagnosis is necessary.

Key words: Dirofilariasis, Zoonoses, Respiration Disorders, Dog Diseases, Cat Diseases
(Fuente: MeSH).

INTRODUCCION

La dirofilariasis o enfermedad del gusano del corazén es causada por Dirofilaria immitis
un nematodo de la familia Onchocercidae, es zoonética, transmitida por mosquitos
pertenecientes a los géneros Aedes, Culex, Anopheles, Mansonia (1) y afecta
principalmente a caninos, felinos y otros mamiferos como lobos, zorro, coyotes,
incluyendo el humano (2). La respuesta fisiopatoldogica a la infeccion se debe
principalmente a la presencia de gusanos adultos que residen en las arterias pulmonares
y ocasionalmente se encuentran en el ventriculo derecho del corazon (3). Los principales
sintomas clinicos en la dirofilariasis en caninos y felinos incluyen tos persistente,
dificultad para respirar, intolerancia al ejercicio, seguidos de ascitis, anorexia y pérdida
de peso (1); en ocasiones convulsiones, ocasionando dafos en el sistema cardiovascular e
incluso causando la muerte del animal (4).

En cuanto al diagnostico, muchas técnicas de laboratorio estan disponibles, entre las
que se destacan los métodos de microscopia que permiten la visualizacion de
microfilarias en sangre, métodos serologicos basados en la deteccion de antigenos o
anticuerpos de D. immitis y los métodos moleculares (Reaccion en cadena la
polimerasa-PCR), que permiten la amplificacion para una posterior secuenciacion de
fragmentos del ADN del parasito. Sin embargo, muchas de estas técnicas tienen
limitaciones y pueden arrojar falsos negativos, en funcion de diversos factores
inherentes al sexo, ciclo de vida del parasito, carga parasitaria y/o fase de la
enfermedad. La falta de diagnodsticos altamente sensibles y especificos de D. immitis
complica en ocasiones la progresion de la enfermedad a un nivel crénico, afectando las
arterias y parénquima pulmonar (1).

D. immitis esta ampliamente distribuido a nivel mundial, en América Central y
Latinoamérica, las tasas de prevalencia de Dirofilariasis varian; en México estudios han
reportado prevalencias de 2.5 a 33.33 % en varios municipios, utilizando técnicas como
microscopia (5) y 17,5% por PCR en 84 caninos para D. immitis (6); asimismo, en Brasil,
Argentina, Ecuador utilizando técnicas microscopicas como Gota gruesa, Knott



modificado, ensayos inmunocromatograficos y PCR han hallado prevalencia de la
enfermedad en caninos del 2,15%, 51,6% y 1,78% respectivamente(7-9).

Por su parte los estudios en Colombia, son escasos y se han limitado a estudios en
caninos, por técnicas serolégicas y microscopia; en el 2015 se reporto la prevalencia de
D. immitis en 0% de caninos en la ciudad de Medellin, el 3% en Cartagena y el 1% en
Barranquilla, confirmando la infeccion por medio de la prueba SNAP® 4Dx® Test
Kits(10). Otro estudio en Barranquilla y Cartagena también utilizaron prueba SNAP®
4Dx® Test Kits ELISA rapida para detectar antigenos de D. immitis, evidencié una
prevalencia del 20,8% (11), en el 2017 en Barranquilla se realizé una revision de los
distintos métodos para la identificacion de D. immitis en caninos, destacando las
ventaja y desventajas de cada técnica, se determind que el uso de la PCR es mas
confiable y preciso para lograr un diagnodstico (12). En los casos de felinos son pocos los
reportes hallados, rara vez se encuentran en la literatura. En América del Sur la
Dirofilariasis en felinos solo ha sido estudiado en Venezuela y Brasil (13) en Colombia no
se ha reportado ningin estudio de D. immitis en felinos.

Dado que la salud de las personas esta relacionada con la salud de los animales y a su
vez con la del entorno, se requiere el control de las enfermedades zoonoticas, ademas
de prevencion y reduccion; Por lo que se hace necesaria la interaccion y cooperacion de
equipos multidisciplinares en Salud Pablica, Sanidad Animal y Salud Ambiental, tal como
lo establece el concepto “One Health” (una sola salud) que busca el control integral y
seguimiento de la salud animal y humana, para controlar las enfermedades zoondticas
(14). Teniendo en cuenta lo anterior, el objetivo de esta investigacion es establecer la
frecuencia de infeccion por Dirofilaria immitis en felinos y caninos atendidos en clinicas
veterinarias de Barranquilla-Atlantico y su relacion con aspectos epidemioldgicos,
clinicos y de laboratorio.

MATERIALES Y METODOS

Tipo y tiempo de estudio.

Este estudio es de tipo prospectivo, descriptivo de corte transversal que permite
establecer la frecuencia de infeccion por Dirofilaria immitis en caninos felinos y
relacionar la infeccion con variables epidemioldgicas, clinicas y paraclinicas en los
pacientes del estudio. El estudio se realizo desde Julio de 2016 a mayo del 2019, tiempo
en el que se realizaron simultaneamente los trabajos de campo y laboratorio.

Sitio del estudio.

La ciudad de Barranquilla se encuentra situada al norte del territorio nacional,
Barranquilla (latitud 10° 53’ N, longitud 74° 46’47’W, con una elevacion de 98 pies o 30
m.s.n.m) con una extension territorial de 154 Km?, compuesta por 328 barrios. El estudio
se llevo a cabo en clinicas veterinarias ubicadas en barrios desde los diferentes puntos
geograficos hacia al norte, sur, occidente, oriente y centro de la ciudad, se usaron las
zonas de mayor demanda de atencion veterinaria de pequefos animales.



Poblaciéon y muestras.

La poblacion de estudio fueron pacientes caninos y felinos compatibles con la
enfermedad, que cumplieron con los criterios de inclusion: pacientes mayores de un ano
que presentaran signos y sintomas compatibles con la enfermedad (disnea, tos, vomitos
intermitentes, signos neuroldgicos, ascitis, auscultacion cardiaca anormal, hidrotoérax,
quilotérax, pérdida de peso) (15), que acudieran a las clinicas veterinarias durante el
periodo del estudio con el consentimiento informado de sus propietarios y que no
hubieran recibido tratamiento preventivo adulticida contra el parasito.

Toma y recolecciéon de muestras.

La toma de muestra fue realizada por el veterinario o profesional encargado de las
respectivas clinicas, estas muestras fueron obtenidas de la vena cefalica, yugular o
safena, con previa asepsia y sujecion adecuada del animal, ademas del conocimiento del
propietario y bajo las normas éticas establecidas (Ley 84 de 1989, en especial el capitulo
VI, sobre el uso de animales vivos en experimentos e investigacion, se tuvo en cuenta la
Resolucion N° 008430 de 1993 (4 de octubre de 1993) del Ministerio de Salud de la
Republica de Colombia) por lo cual se establecen las normas técnicas y administrativas
para la investigacion en salud, concernientes a la investigacion biomédica con animales,
articulo 87, literales ¢, g y h). El estudio fue aprobado por comité de ética de la
Universidad Simén Bolivar, codigo CEI-USB-CE-0182 acta 00131 del 6 julio de 2016. Las
muestras de sangre obtenidas se depositaron en tubos con EDTA y se conservaron a -
20°C para su posterior analisis.

Procesamiento de las muestras.

Analisis por inmunocromatografia.

Las muestras de sangre fueron analizadas mediante el kit comercial Speed Diro (Virbac
Colombia Ltda) para la deteccion cualitativa de antigenos de Dirofilaria immitis,
siguiendo las especificaciones del fabricante. Las pruebas que fueron negativas para la
prueba, fueron confirmadas realizando un tratamiento térmico a las muestras, para esto
se calento la muestra de sangre a 104 ° C durante 10 minutos, luego se centrifugo y se
coloco 1 gota del sobrenadante resultante en un nuevo kit (16).

Observacion directa de microfilarias en sangre, Prueba de Knott modificada.

La prueba de Knott modificada(17) se realiz6é con las muestras de sangre con EDTA (18),
este método es utilizado para determinar la presencia de microfilarias en sangre, para
esto se anadié 0,5 ml de sangre con EDTA a 4,5 ml de 2% de formalina, se mezclé por
inversion y posterior centrifugacion a 3.000 r.p.m. durante 5 minutos. El sedimento se
mezclo con 35 ul de 0,1% de azul de metileno y se deposité 20 ul de esta mezcla en un
portaobjetos para su observacion en el microscopio de luz con aumento de 10x y 40x. Se
realizo la distincion de las microfilarias



Extraccion de ADN, Reaccion en Cadena de la Polimerasa-PCR y corrido
electroforético

EL ADN se extrajo de las muestras de sangre completa; la extraccion se realizé utilizando
Kit comercial DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, Austria) siguiendo las instrucciones del
fabricante. El ADN obtenido se conservo a -20°C. Se realizé una PCR anidada, utilizando
los cebadores del gen de la subunidad | (COIl) de citocromo oxidasa de D. immitis los
prefijos Fil_COlclon y COlfel se asignaron a los cebadores externo e interno para D.
immitis los cebadores utilizados aqui se enumeran en la Tabla 1.

Tabla Nro. 1. Cebadores usados en la PCR.

Cebador Secuencia (5°-37) Amplificacién
fil_COlclon_fwd  ATTGGTGGTTTTGGTAATTGGATGTTG Primera ronda
fil_COlclon_R CAGAAGTCCCCAATACAGCAATCC PCR para D.
immitis, 634 pb
COlfel_fwd GGGTCCTGGGAGTAGTTGAAC Segunda ronda
COlfel_R TTCACTAACAATCCCAAACACCG PCR para D.

immitis, 406 pb

En cada reaccién de la PCR para todos los ensayos se incluyé 2.5 pl de 10x buffer; 0.2 pl
1U de Taq polimerasa; 1.5 pl MgCly; 0.75 pl cebadores directos e inversos (cada uno);
dNTP 0,625 pl; DNA 2 ul y agua destilada 16,675 pl con un volumen final de 25 pl (tabla
2). La PCR se llevo a cabo utilizando un termociclador con gradiente de EP (Eppendorf),
las etapas de la PCR incluyeron una desnaturalizacién inicial a 95°C durante 4 min,
seguido de 40 ciclos de 94°C durante 30 segundo, hibridacion o anillamiento de 56.5°C
durante 30 segundos y la etapa de extension de 72 °C durante 45 segundo y un paso de
extension final de 72°C durante 5 minutos. Lareaccion de PCR de D. immitis
anidada difiere solo con respecto a una temperatura de hibridacion de 54.5°C y una
etapa de extension final de 72°C durante 30 segundos, realizando diluciones 1:10 para la
segunda ronda. Los productos amplificados se separaron por electroforesis en gel de
agarosa al 2%(19).

Tabla Nro. 2. concentraciones y voliumenes de reactivos para una reaccion de PCR.

Reactivo Concentracion Concentracion Volumen por
inicial del reactivo final reaccion
Reactivo

Buffer 10x 1X 2,5 L

Taq polimerasa 5 unidades x pl 1 unidad (0,04 p/pl 0,2 uL
Cebadores 10 mM 300 mM 0,75 puL
Magnesio 25 mM 1,5 mM 1,5 UL
DNTPs 10 mM 250 mM 0,625 pL

ADN 2 L
agua 16,675

Volumen total 25 uL




Analisis de datos.
Los datos se analizaron por medio del programa estadistico SPSS 25®, se emple6 un
analisis descriptivo, determinandose las medidas de tendencia central y dispersion, en el
caso de las variables continuas; para las variables de tipo categoérico, se mostraron
proporciones. Para medir la asociacion entre las variables epidemiologicas, clinicas y de
laboratorio con la probabilidad de positividad de la infeccion por D. immitis, con un
nivel de confianza del 95% y un valor de p<0.05 se generaron los coeficientes de
correlacién Chi cuadrado de Pearson.

RESULTADOS
De un total de 185 caninos y 25 felinos, se confirmo la infeccion por Dirofilaria immitis
en 127 (69%) caninos y 1 (4%) felinos estudiados, con base en la positividad de alguna de
las técnicas utilizadas. La positividad mas alta fue reportada a partir de la técnica de
inmunocromatografica utilizando el kit comercial Speed Diro (Virbac Colombia Ltda) en
123 (66,4%) de los caninos estudiados, el Unico felino positivo fue por PCR (Tabla 3)

Tabla Nro. 3. Resultados de animales positivos a la infeccién por Dirofilaria immitis
atendidos en clinicas veterinarias de Barranquilla- Atlantico.

Nro. caninos positivos para Nro. felinos positivos para *Tot

Técnica D. immitis (%) n=185 D. immitis (%) n= 25 al
Inmunocromatografia 123 (67)* 0 Posit
Microscopia 54 (29) 0 ivos
PCR 20 (30)** 1 (4%) inclu
Total positivos (1 o mas técnicas) 127 (69) 1 yend
o el

Tratamiento térmico de las muestras.
** n= 67 caninos

32/123 (26%) de los caninos que resultaron negativos para el antigeno de D. immitis
utilizando el kit comercial Speed Diro (Virbac Colombia Ltda), se mostraron
antigénicamente positivos después del calentamiento térmico de las muestras (Figura 1).

De las 67 muestras de caninos analizadas en la primera ronda de PCR utilizando los
cebadores acoplados fil_COlclon, se observé la amplificacion de una banda de 634 pb en
una sola muestra (5%); en la segunda ronda de la PCR anidada utilizando los cebadores
acoplados COlfel se observo una banda de 406pb en las 19 muestras restantes (28,3%). El
control positivo también amplifico las dos bandas de los mismos pesos en ambas
reacciones de PCR (Figura 1).
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Figura Nro.1. Resultados positivos de infeccion por D. immitis. A) Muestra positiva para D.
immitis Speed Diro antes y después de tratamiento térmico de la muestra; B) Microfilaria en
Extendido de Sangre Periférica, técnica de Knott modificada, vista a 40X; C) Electroforesis en gel
de agarosa 2%, PCR amplificacion externa del gen Citocromo Oxidasa subunidad | (COl) D. immitis
634 pb (carril 1: marcador de peso molecular 500 pb, carril 2: control positivo, carril 3: control
negativo, carril 4: muestra positiva, carril 5: muestra negativa; D) PCR amplificacion interna 406
pb, carril 1: marcador de peso molecular 100 pb, carril 2: control positivo, carril 3: control
negativo, carril 4,6,8,10,13: muestras negativas, carril 5,7,9,11,12,14 muestras positivas.

Resultados de aspectos epidemioloégicos.

La infeccion por D. immitis en caninos se presentd con una media en la edad de 73
meses (+ 36DE; rango 1-156 meses), en su mayoria 85 (65,9%), de los caninos positivos
estuvieron entre 13 y 84 meses, evidenciando la asociacion estadistica significativa entre
la edad y el resultado a la infeccion o no por D. immitis (p<0,05); 69 (54,3%) de los
caninos eran machos y 85 (66,9%) eran caninos de raza pequena entre los 0-20 kg
predominando la raza Mestiza con 52 (40,9%) y Labrador 14 (11%) de los caninos positivos
(Tabla 4).



Tabla Nro. 4. Datos epidemiologicos en caninos y felinos con infeccion por D. immitis

Caninos
Variable No. de positivos (%) con No. de negativos (%) con
infeccioén a Dirofilaria infeccion a Dirofilaria p= Valor*
immitis n= 127 immitis n= 58
Edad
(0 a 12 meses) 6 (4,7) 9 (15,1)
(13 a 84 meses) 85 (65,9) 34 (58,6) 0,04
(> 84 meses) 36 (27,9) 15 (25,8)
Sexo
Hembra 58 (45,6) 29 (50)
Macho 69 (54,3) 29 (50) 0,58
Raza
Grandes (Mayores de 40 1(0,7) 1(1,7)
Kg)
Medianos (20 a 40 Kg) 41 (32,2) 22 (37,9) 0,61
Pequenos (0 a 20 Kg) 85 (66,9) 35 (60,3)

* La correlacion es significativa al nivel 0,05.

Resultados de aspectos clinicos.

Los signos clinicos mas relevantes en los caninos positivos para D. immitis fueron
decaimiento en 48 (37%), afecciones respiratorias en 46 (36%) inapetencia 34 (26%) y
fiebre en 41 (32%) (Figura 2). Dentro de las afecciones cardiorrespiratorias estaban el
sindrome de vena cava, reflujo yugular, hipertension pulmonar, disnea tos y sincope. El
felino positivo present6é vomito, problemas de piel y decaimiento.
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Figura Nro. 2. Manifestaciones clinicas en caninos positivos para D. immitis.



No hubo ninguna asociacion estadisticamente significativa entre las caracteristicas
clinicas con los resultados positivos o negativos a la infeccion por D. immitis en los
caninos estudiados.

Hallazgos de laboratorio.

Los hallazgos anormales mas importantes en los caninos positivos fueron, disminucion en
los valores de hemoglobina en 50 (38,5%) (media=12.7+4.2 g/dL). 39 (30,7%) de los
caninos positivos presentaron leucocitosis, con neutrofilia 46 (36,2%). La
trombocitopenia se presento en 65 (50,4%) (Tabla 5).

Tabla Nro. 5. Resultados de laboratorio en caninos con infeccién por D. immitis

Caninos
Variable No. de positivos (%) No. de negativos (%) con p= Valor*
con infeccién a D. infeccion a D. immitis
immitis n= 127 n= 58
Hematocrito (%)
Media=44,3+14.2; Min=11,2; Max= 92.1 30 (23,3) 17 (29,3) 0,70
Hemoglobina (g/dL)
Media=12,4+3.8; Min=2.8; Max=23.2 50 (38,5) 21 (36,6) 0,82
Globulos rojos (10°)
Media =6,804+6.3 Min=1.5; Max= 72.4 41 (32,2) 18 (31) 0,40
Leucocitos (10° xmm?®) Media=17,9+20.4;
Min=1.9; Max=172.9 39 (30,7) 14 (24) 0,23
Neutrofilos (10° xmm?®) Media=15,8+20.4;
Min=1.6; Max=152.7 46 (36,2) 19 (32,7) 0,80
Monocitos (10° xmm®)
Media=15,8+20.4; Min=1.6; Max=152.7 18 (14,1) 7 (12) 0,78
Linfocitos (10° xmm?)
Media=1,0x1.5; Min=0.0; Max=11.0 24 (18,6) 5(3,9) 0,39

Plaquetas (10° xmm°)
Media=246,8+211,8; Min=10,000;
Max=1541,000 65 (50,4) 21 (8,6) 0,15

Min: Minimo, Max: Maximo. * La correlacion es significativa al nivel 0,05.

No hubo ninguna asociacion estadisticamente significativa entre los hallazgos de
laboratorio con los resultados positivos o negativos a la infeccidon por D. immitis en los
caninos estudiados.
DISCUSION

En este estudio se evaluo la frecuencia de Dirofilaria immitis en felinos y caninos
atendidos en clinicas veterinarias de Barranquilla, la prevalencia global fue de 68,6%
(127 caninos) usando tres técnicas (microscopia, inmunocromatografia y PCR). Hasta la
fecha esta ha sido la prevalencia mayormente reportada en el pais; en cuanto a las
técnicas utilizadas, el mayor nimero de positivos en este estudio fue detectado por el
kit comercial Speed Diro, con 123 caninos (66,4%), evidenciando igualmente una alta
frecuencia de D. immitis en caninos en contraste con otros estudios reportados; en el
Valle de Aburra, Antioquia hallaron una prevalencia del 0,35% (20) en la ciudad de
Medellin (0%), Cartagena (3%), Barranquilla (1%) en el que utilizaron el kit comercial



SNAP® 4Dx® (10). Mas recientemente, otro estudio report6é de igual forma prevalencias
mas bajas, en Barranquilla (24%) y Cartagena (21,5%) utilizando la misma ELISA
comercial (21) que el estudio anterior.

Comparando estos resultados y técnicas utilizadas, es importante recalcar que el kit
utilizado en el presente estudio, detecta principalmente antigenos circulantes de D.
immitis, que junto a su alta sensibilidad es posible detectar Dirofilariasis oculta (22),
mientras que el Kit SNAP® 4Dx®, esta disefiado para la deteccidon de cuatro patégenos
transmitidos por vectores, simultaneamente, por tanto la coinfeccion de dos o mas
enfermedades es muy inespecifica para un diagnostico de D. immitis, trayendo consigo
reactividad cruzada y reportes de falsos negativos. Siendo la inmunocromatografia, la
técnica de oro para el diagnoéstico de D. immitis, hay varios factores que pueden influir
en sus resultados; la técnica solo puede detectar infecciones a partir de los 6 meses,
tiene una sensibilidad de 85,7% a 100% (23), solo entre el 70 y el 80% de los perros
infectados tienen microfilarias circulantes, por lo tanto, las pruebas de antigeno son
superiores en la deteccion de parasitos adultos y tienen casi el 100% de especificidad
(24).

Otro aspecto para agregar, que pudiera argumentar la alta frecuencia de D. immitis
reportada en este estudio, se basa en el tratamiento térmico de las muestras que
inicialmente dieron negativos en la prueba de antigeno y después se confirmo su
positividad. No se ha identificado el mecanismo por el cual el tratamiento térmico
mejora la deteccion de antigeno, se consideran varias hipotesis; el antigeno se
encuentra presente en circulacion, pero aparentemente esta atrapado en complejos
inmunes, lo que impide la deteccion en ensayos comerciales, al contacto con el calor se
altera el complejo inmune (antigeno-anticuerpo) causando su liberacion o interrupcion,
lo que cambia la prueba de falso negativo a positiva para D. immitis (17).

Estudios sugieren que el calentamiento de las muestras antes de la prueba, mejora la
sensibilidad, sobre todo en caninos infectados con bajo nimero de gusanos adultos (26).
En la Universidad Estatal de Oklahoma, reportaron un trabajo en el que 5/6 (83,3%) de
felinos resultaron positivos a la prueba de antigeno, luego del calentamiento de las
muestras; en Rumania, antes del calentamiento de las muestras hallaron antigenos
circulantes de D. immitis en 8,2% de caninos, después del tratamiento térmico aumento
la positividad al 26,8% revirtiendo el resultado, aparentemente las microfilarias se
encontraban ocultas en circulacion (27); en Alabama, Estados Unidos 154 muestras
fueron negativas utilizando el Kit SNAP4 antes del calentamiento, pero 11/154 (7,1%) se
volvieron positivas después del tratamiento térmico (28), otro estudio en EE.UU, reporto
15 perros tratados con lactonas macrociclicas y doxiciclina, fueron negativos antes del
calentamiento en un ensayo comercial (DiroCHEK®, Zoetis), pero después del
tratamiento térmico, 8/15 (53,3%) resultaron positivos (29).

Con respecto al método molecular en lo reportado en la literatura a saber, este es el
primer estudio que ha empleado la PCR para la deteccién de D. immitis en caninos y



felinos en el pais, dada la importancia de la infeccion por el nematodo en Colombia,
sobre todo en zonas costeras como Barranquilla, confirma la endemicidad del parasito y
amplia el uso de técnicas diagnodsticas mas alla de la serologia y microscopia. La PCR
anidada implementada, evidencié igualmente una alta frecuencia 20/69 (29,8%) en
caninos y 1/20 (4%) en felinos, utilizando genes especificos (COX1) (30), este es un gen
mitocondrial sensible de la especie D. immitis.

Las diferencias observadas entre los resultados obtenidos por PCR con respecto a la
serologia, podrian deberse, a los limites de detencion del nematodo en sangre o al riesgo
de contaminacion de los productos de PCR en la apertura de tubos en cada ronda de la
PCR anidada al exponer el primer producto amplificado puede contaminarse con enzimas
que degraden la integridad del ADN presente (31).

Al ser la Dirofilariasis endémica y comun en muchos paises, en Latinoamérica el
diagndstico molecular es raro, los resultados encontrados mediante PCR anidada (30) en
el presente estudio en contraste con lo reportado en otros paises reflejan diferencias;
son similares a lo hallado en Costa Rica en el que 9/40 (22,5%) de perros fueron positivos
para D. immitis utilizando rARN 5.8S por PCR convencional (32), en México se reporto
una positividad mas baja del 8% en caninos, utilizando cebadores pan-filariales que
amplifican una region de ADN ribosomal de 430-664 pb y adicionalmente cebadores
especificos de especia - COIl, amplificando regiones de 203-208 pb (6).

En contraste con otros estudios en felinos, usando PCR anidada, la prevalencia de D.
immitis en felinos es similar a lo encontrado en el presente trabajo 1/25(4%); en Corea
4/50 (8%) de los gatos fueron positivos para D. immitis, amplificando el gen de la
subunidad | de la Citocromo Oxidasa | ( COIl )(33). Estos resultados podrian estar
relacionados con la resistencia natural de los gatos a D. immitis, los gatos,
frecuentemente son parasitados por pocos nematodos y en muchas ocasiones son
parasitos adultos machos; la microfilaremia es baja y su presencia es transitoria debido a
la fuerte respuesta inmune de los gatos (34,35).

Los resultados mas bajos en el presente estudio, se obtuvieron por la técnica
microscépica (29,1%) caninos positivos, esto es coherente, teniendo en cuenta las
limitaciones de la técnica de Knott, entre estos aspectos se encuentran, la experticia
que requiere analista del laboratorio, para observar las microfilarias moviéndose
activamente en forma giratoria entre los hematies, este método solo permite la
deteccion de microfilarias por encima de 0,7 mf/l (23). En Colombia, el municipio de
Corralillo, Antioquia, una investigacion mostré una prevalencia del 33,3% utilizando la
técnica de Knott, de los 126 perros investigados, 26 resultaron positivos con la técnica
de Knott y 25 por la técnica de sedimentacion modificada (36); en el municipio de Sucre,
Venezuela 65 caninos estudiados mostraron una prevalencia 7,70% con la técnica de
Knott modificada, de los tres caninos con D. immitis solo uno presentd dificultad
respiratoria y tos, los cuales son signos especificos caracteristicos de la enfermedad del



gusano del corazén (37). En México en el 2019 se encontro el 15.68% de caninos positivos
a microfilarias, por medio de frotis sanguineo y Knott (38).

En cuanto a las variables epidemiologicas, los caninos positivos estuvieron entre 13 y 84
meses, presentando mayor prevalencia en la edad adulta en comparacion con perros
menores de un afo, se ha encontrado en otros estudios asociaciones estadisticas
significativas entre la seropositividad y la edad al igual que este estudio fue la Unica
variable estadisticamente significativa (30), en una prueba piloto en la ciudad de
Barranquilla y Cartagena con respecto a la edad de la infeccion de D. immitis, en perro
adultos mayores 2 a 6 anos (23,5-27,1%) respectivamente (11), la incidencia de infeccion
aumenta con la edad, lo que podria deberse a la acumulacién de vermes, pero esta
tendencia se invierte con edad avanzada, encontrandose las menores tasas de
parasitacion en perros de mas de 10 afos, como lo presenta este estudio los caninos
positivos mayores de 84 meses solo fueron el 20% puede estar relacionado quizas con la
vida media del parasito, muerte de la poblacion susceptible o al desarrollo de inmunidad
tras exposiciones repetidas (39).

En lo referido al sexo los machos presentaron una mayor prevalencia de (56,6%) en
comparacion con las hembras (43,3%), en la actualidad no existe evidencia de
susceptibilidad clinica de infecciones relacionadas con el sexo de los caninos en el pais,
pero en Argentina un estudio demostré que los perros machos tendrian una probabilidad
mas alta de infectarse que las hembras, puede deberse por su tendencia a vagar, o por
su uso para deportes, buscadores, recobradores o caza teniendo una mayor exposicion al
mosquito (37).

En cuanto a la relacion de la infeccion con parametros hematoldgicos, son pocos los
estudios reportados, en el presente estudio los hallazgos mas importantes fueron la
disminucion de la hemoglobina en 38,5% y trombocitopenia en el 50,4% de los caninos,
esto ultimo se relaciona con el hecho que las plaquetas se adhieren a las superficies
subendotelial lesionadas, conllevando a una disminucion en sangre periférica (24).

Entre los signos clinicos mas importante encontrados estuvieron fiebre, pérdida de peso,
intolerancia al ejercicio, trastornos cardiacos y trastornos respiratorios; estos signos
clinicos suelen estar asociados al ciclo de vida de nematodo durante la microfilaremia,
el nUmero de adultos son bajos y todavia migran; entonces, la mayoria de los pacientes
son asintomaticos o tienen signos clinicos inespecificos. Durante la fase adulta, los
parasitos se localizan en la auricula y el ventriculo derechos, lo que lleva a hipertension
pulmonar, hipertrofia miocardica y corazon fracaso. En consecuencia, el animal
desarrolla insuficiencia cardiaca congestiva cronica derecha (41).

En este estudio la mayoria de los caninos y felinos muestreados eran domésticos con
propietarios, con pocos habitos o estilo de vida al aire libre, a diferencia del estudio
realizado en Cartagena y Barranquilla en el 2018 donde la mayoria de los caninos
muestreados vivian al aire libre con la exposicion constante a vectores, asumiendo que
estos tienen una mayor prevalencia de D. immitis (11). Lo anterior, recalca la



importancia de implementar adecuadas técnicas de diagnostico confirmatorio de la
enfermedad, siendo Barranquilla una ciudad costera de clima tropical hUmedo y caliente
durante todo el afo y evidentemente este tipo de clima proporciona un ambiente
adecuado para la presencia de vectores mosquitos que transmiten de D. immitis, los
cuales son ampliamente reportados en Colombia y Ecuador (42).

Conclusiones

Los resultados del presente estudio demuestran una prevalencia alta de D. immitis con
respecto a lo reportado en otros estudios realizados en Colombia, se amplio vy
complementd el uso de técnicas diagnosticas y por primera vez se realiza un estudio
utilizando ademas de ensayos comerciales y microscopia, el uso de la PCR. Los
resultados indicaron la alta sensibilidad del Kit comercial y la PCR. El pre-tratamiento
térmico de las muestras demostro ser efectivo para aumentar la sensibilidad del ensayo
comercial. La baja frecuencia reportada en felinos hasta el momento evidencia la
necesidad del diagnostico confirmatorio molecular frente a las otras pruebas.

Dentro de las caracteristicas epidemiologicas mas importantes estuvo que el mayor
numero de positivos para D. immitis fueron caninos entre 3 y 7 afnos, se presentaron
cuadros clinicos tipicos como afecciones cardiorrespiratorias, decaimiento y fiebre; en
los resultados de laboratorio, se hallé trombocitopenia y anemia todos los anteriores son
signos y sintomas propios de infeccion por D. immitis segin lo reportado en la literatura.
Con los resultados de este estudio se sugiere empezar una vigilancia epidemiologica de
la presencia de la D. immitis en Barranquilla que, por su clima tropical, brinda las
condiciones para el desarrollo de los mosquitos que sirven como vectores para la
transmision de la enfermedad y quedo demostrado con la alta tasa de infeccion hallada.
La dirofilariasis no solo afecta animales sino también a humanos lo que la convierte en
un problema de salud publica.
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