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RESUMEN )

Objetivos.: Estimar la seroprevalencia de Dirofilaria Immitis en una poblacién canina en el municipio de
Santa Fé de Antioquia en agosto de 1998. De igual forma estimar la seroprevalencia de Dirofilaria segiin
zona urbana o rural, variedad de Dirofilaria, género del animal y oficio del mismo. Método: Estudio
descriptivo, de tipo exploratorio con un universo de 40 muestras, de las cuales 20 son del drea urbana y 20
del drea rural. Se utilizaron 4 pruebas: el examen en fresco, el método de Knott de concentracion y la
prueba de E.L.1S.4 de diagnostico para Dirofilariasis Immitis y Western Blot con lo cual se logro hacer la
separacion de los perros infestados y los no infestados asocidndola a diferentes factores de riesgo obtenidos
en la encuesta. Resultados: Se obtuvieron en fresco 5 muestras positivas para un 12.5% del total. Al método
de Knott se obtuvieron 4 positivas (10%) y con el test de E.L.L.S.A se tuvo problemas para identificar entre
ellas las positivas o negativas. Las 4 muestras positivas (al menos dos pruebas) pertenecian a perros del
darea rural (10%,), de los cuales 3 pertenecian a la Vereda el Espinal y 1 a la vereda Paso Real. No se
obtuvieron muestras positivas para el drea urbana. Se realizé Western Blot, el cual mostraba unas bandas
de 50, 66, 83 y 97 kDa para el control positivo siendo la de 66 kDa la mds aparente en todas ellas.
Conclusiones: Se obtuvo una prevalencia del 10% para el drea rural de Santa Fe de Antioquia, pero se
infravaloran los resultados ya que no se cuenta con un método seroldgico adecuado. El test de E.L.IS.A. no
es método diagndstico adecuado para identificar Dirofilaria Immitis en poblacion canina de nuestro pais,
debido a la cantidad de parasitosis que se encuentran en nuestro medio, lo que genera reacciones cruzadas
con los anticuerpos utilizados en esta prueba. El Western Blot es una prueba diagnostica importante que
necesita ser mas estudiada para definir claramente los criterios de positividad y negatividad.

ABSTRACT

Objectives: Estimate the seroprevalence of Dirofilaria Immitis in the canine population in the municipality of
“Santa Fe de Antioquia” in august of 1998. Estimate the seroprevalence between urban and rural populations
and study the different varieties of Dirofilaria, gender and activities of the animal. Method: Descriptive
stucy, exploratory in nature, that initiated with a universe of 40 samples, 20 of which were from the urban
area and the remaining 20 from the rural area. We utilized 4 different experimental test to diagnose Dirofilaria
Immitis species: Knott concentration method, E.L.LS.A, fresh exam and western blot. With these exams we
were able to separate the sample on two groups: The exposed group (Infected dogs) and non-exposed group
(Healthy, non infected dogs). Using this we associated different risk factors that were obtained and studied
during the survey. Results: We obtained after careful observation 3 positive samples at the fresh exam giving
a proportion of 12.5% using the Knott test we obtained 4 positive samples with a proportion of 10%. Finally
using the E.L.I.S.A test we encountered difficulties in identifying which samples were positive and which
were negative.

The 4 positive samples obtained that at least were positives in two test belonged to dogs from the rural area.
3 of which belonged to “Vereda el Espinal” and 1 from the “Vereda Paso Real. We did not obtain any
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positive samples from the urban areas. Using Western Blot we identified 50, 66, 83, 97 kDa bands of which
66 kDa was the most apparent of all the samples for the positive control. Conclusions: We obtain a prevalence
of 10% for the rural areas of Santa Fe de Antioquia, but the results were under estimated due to the
inadequate serological test method. The E.L.I.S.A test is not an adequate diagnostic exam for the identification
of Dirofilaria Immitis in the canine population in our country. Due to the variety and number of different
parasites that are present in our work environment, which generates a number of cross-reactions with the
antibodies used in this E.L.1.S.A exam. Finally we can state, that even through the Western Blot is of great
diagnostic importance, it needs to be studied more so that clear criteria may be established to identify what

is truly positive or negative

INTRODUCCION

A diario, durante la practica médica, nos vemos
enfrentados a una serie de patologias infecciosas y
neoclasicas que afectan al ser humano de una manera
diferente; paralelamente, se nos olvida que existe una
variada cantidad de parasitos que pueden invadir al
organismo y producir signos y sintomas similares a
los generados por las enfermedades infecciosas y
neoclésicas anteriormente mencionadas. Esta similitud
conlleva a que se produzcan errores en el enfoque y
posterior tratamiento de una patologia determinada,
lo que acarrea consecuencias como el aumento de
costos, la pérdida de un tiempo valioso para la
recuperacion del paciente, y lo més grave de todo,
se puede terminar con la vida del paciente. Como
ejemplo de este tipo de patologias, tenemos la
infeccion por Dirofilariasis Immitis el cual es un parasito
que produce una enfermedad que afecta
principalmente a perros y gatos, pudiendo afectar al
hombre produciendo en este nddulos subcuténeos y
pulmonares, estos tltimos llevan frecuentemente a
errores de diagnostico a nivel radiolégico al

METODOLOGIA

confundirlos con CA pulmonar. El hombre se afecta
debido a la picadura de un vector que pueden ser de
tres tipos, Aedes, Anopheles y Culex y que tenga
sangre contaminada con el parasito.

El centro y norte de Colombia por sus caracteristicas
geograficas y sociales es considerado zona endémica
para el desarrollo de Dirofilariasis Immitis canina, lo
cual es paso indispensable para su presentacion en
humanos. Ante esto el PECET (Programa de Estudio
y Control de Enfermedades Tropicales) de la
Universidad de Antioquia inicié estudios zonales sobre
laincidencia de la Dirofilariasis canina, e igualmente
desarrollaron estudios sobre la incidencia de
Dirofilariasis humana en zonas tanto urbanas como
rurales encontrandose 11 de 74 sueros positivos en
agosto de 1998. Estos resultados motivaron la
continuacion de estudios para tratar de determinar la
incidencia real de Dirofilariasis canina en Colombia.
Con el siguiente estudio se buscé colaborar con esta
meta, realizando una investigacion en Santa Fe de
Antioquia en agosto de 1998.

* Tipo de estudio: Descriptivo transversal, de tipo
exploratorio.

* Poblacion y muestra: El universo estuvo
compuesto por toda la poblacion canina del
municipio de Santa Fe de Antioquia. Por
conveniencia se tom6 20 muestras en el 4rea
urbana, y un nimero igual en el area rural. Se
tomardn las muestras de acuerdo con los siguientes
criterios de inclusion: Todo perro mayor o igual a

7 meses. Se necesita de 6 meses para que la
Dirofilaria se convierta en adulta y a partir de la
fecha comienza a aumentar la microfilaremia por
un periodo aproximado de 10 meses. La
ocupacion del animal fue definida de la siguiente
forma: Compaiifa, Perro que pase las noches
dentro de la casa; Guardia, Perro que pase las
noches fuera de la casa y Cazador, Perro que pase
la mayoria del tiempo fuera de la casa y de los
limites de la finca.
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* Métodos: Inicialmente se hablé con los
propietarios de los perros seleccionados, a los que
se les explico el tipo e importancia de la
investigacion para la salud de su perro y su
comunidad. Luego de obtener su consentimiento
y apoyo, se les pidié firmar un documento de
autorizacion, en el que permitian tomar la muestra
en el animal. Luego de obtener el permiso del
propietario, se procedié a inmovilizar el perro 'y
colocar el bozal. Se realizd asepsia de la pata
derecha y se tom6 muestra de sangre con jeringa
de 5Sml. La sangre fue transportada en 2 tipos de
tubos por cada animal, uno con K3-EDTA y el
otro sin ningin aditivo y con una refrigeracion a
4°C, para luego ser enviada al laboratorio de
parasitologia de la Universidad de Antioquia, en

donde se practicaron los respectivos examenes.
Luego de obtener los resultados, estos se
esquematizaron en tablas que permitieron
correlacionar variables para buscar factores de
riesgo, y principales zonas afectadas.

* Medicion del efecto: Se utilizaron 3 pruebas: el
examen en fresco, el método de Knott de
concentracion y la prueba de E.L.I.S.A de
diagnéstico para Dirofilariasis Immitis con lo cual
se logro hacer la separacion de los perros
infestados y los no infestados asociandola a
diferentes factores de riesgo obtenidos en la
encuesta. Las técnicas diagnosticas fueron
definidas en la seccion de métodos de diagndstico
en el marco tedrico.

Objetivos Variables

Plan de tabulacion

Evaluar evolucién de la ELISA + 0 -
Dirofilariasis canina y su
relacién con la Dirofilariasis
humana

Incidencia de Dirofilaria
diagnosticada por método de ELISA
en perros de Santa Fe de Antioquia

o urbana

Perro en zona rural |Incidencia de Dirofilaria en perros

segun su procedencia sea rural o
urbana

METODOS DE DIAGNOSTICO

La forma mas comiin para diagnosticar la infeccion
por Dirofilaria es:

A) Examen en fresco: Se deposita una gota de sangre
fresca (con anticoagulante) entre el porta y cubre
objetos, examinandose al microscopio con luz poco
intensa. La existencia de microfilarias (larvas tipo 1) es
observada por los activos movimientos de éstas entre
los elementos formes. La diferenciacion entre las clases
de Dirofilaria requiere de un observador experimentado
y aun teniendo a este muchas veces es imposible
diferenciarlas por este método.

Es una técnica facil y que no requiere practicamente
de material. Es importante ver varias preparaciones
debido ala poca cantidad de sangre que es observada.
La no observacion de microfilarias no es excluyente,
habiendo de recurrir a otros métodos mas fiables
(métodos de concentracion).
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B) Método de Knott: Se trata de un método de
concentracion de microfilarias.

Se mezcla 1 ml. de sangre con 9 ml. de formalina al
2%. Luego se centrifuga por 8 minutos a 1500 rpm.
Posteriormente, se desecha el sobrenadante y se
examina el sedimento al microscopio.

C) Prueba de E.L.I.S.A para Dirofilariasis
Immitis Canina:

Materiales y reactivos:

* Microplatos de 96 pozos con fondo plano

* Pipetas automaticas de 5a 10 ul y de 50 a 200 ul

= Puntas para micropipetas

» Antigeno de Dirofilaria Immitis diluido en tampon
carbonato/bicarbonato a un pH 9.6

» PBS (Solucion salina tamponada con fosfato) a
pH 7.2 con 0.05% de Tween 20



Seroalbumina bovina (BSA) o leche descremada
Conjugado antigamaglobulina marcada con
peroxidasa (Sigma)

Sustrato para la peroxidasa: Ortofenildiamina
(ODP)(Sigma)

Tampon para parada de la reaccion

Sueros de los perros y controles positivos y
negativos

Procedimiento:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9

Se toma antigeno somatico de Dirofilariasis
Immitis. Se toman 776 microgramos y se diluyen
en 150 ul de agua destilada. Se toman de esta
solucion 29.4 ul.

Se preparan 50 ml de una solucion de tampdn
carbonato/bicarbonato para dar un pH de 9.6

De esos 50 ml se toman 38.4ml y se mezclan
con los 29.4 ul de la solucién del antigeno. Esto
nos da una concentracion del antigeno por pozo
de 0.00395 microgramos por cada 200 ul de
solucion

La mezcla se deja 1 horaa37°C para sensibilizar
y luego toda la noche a 4°C toda la noche.

Se preparan 60 ml tampon tris-citrato con un pH
de 5.

Se prepara un litro de PBS-Tween.

Se matriculan los sueros que estuvieron a 4°C
por 3 meses aproximadamente. Se matriculan en
formatos del PECET (Programa de Estudio y
Control de Enfermedades Tropicales) para el test
EL.LS.A. ’

Luego de 24 horas se toman los pozos que habian
sido sensibilizados con el antigeno y se descarta
todo. Se lava 3 veces con PBS- Tween cada 5
minutos.

Se satura cada pozo con 150 ul de leche
descremada al 3% y se incuba por 1 horaa 37°C.

10) Se descarta el sobrenadante y se lava 3 veces
con PBS- Tween cada 5 minutos.

11) Se realizan diluciones de 1:100 y 1:200 de los
sueros con PBS pH de 7.2 y Tween. En cada
pozo se dispensa 100 ul. Cada suero se procesa
por duplicado. Se procesan 3 sueros con
controles negativosy 1 positivo.

12) Se incuba por 1 horaa 37°C.

13) Se descarta el sobrenadante y se lava 3 veces
con PBS- Tween cada 5 minutos.

14) Se dispensa en cada pozo 100 ul de conjugado
de IgG antiperro marcada con peroxidasa.

15) Se incuba por 1 horaa 37°C.

16) Se descarta el sobrenadante y se lava 3 veces
con PBS-Tween cada 5 minutos.

17) Dispense en cada pozo 100 ul de sustrato OPD
diluido en tampon tris-cistrato

18) Incube por 30 minutos a 37°C.

19) Se agrega en cada pozo 50 ul de solucion de
parada de la reaccion.

20) Se esperan 15 minutos.

21) Se leen a 490 nm y se obtienen las densidades
Opticas

Interpretacién:

Se considera positiva toda densidad optica igual o
superior a la media de las densidades opticas de los
controles negativos, mas 2 desviaciones estandar.

Los anteriores estudios se realizaron en el PECET
(Programa de Estudio y Control de Enfermedades
Tropicales) de la Universidad de Antioquia.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Se tomd muestra seroldgica a 40 perros, 50% eran
del 4rea urbana y 5% del area rural, el 63% de los
perros eran machos. El promedio de edad de los
perros fue de 4 afios.

Luego de analizar las muestras se obtuvieron los
siguientes resultados, teniendo en cuenta que para
nuestro trabajo una prueba era aceptada como
positiva, si en dos de las tres pruebas como minimo
se lograba confirmar la presencia de Dirofilariasis.
Obtuvimos a la observacion en fresco 5 muestras
positivas para un 12.5% del total. Almétodo de Knott
obtuvimos 4 positivas (10%) y con el test de ELISA
se tuvo problemas para identificar cuales para
discriminar entre ellas las positivas o negativas.

Teniendo en cuenta que mediante el método de Knott
y la observacion en fresco, tan solo 4 de las 5
resultaban positivas. Las 4 muestras positivas
pertenecian a perros del area rural (10%), de los
cuales 3 pertenecian a la Vereda el Espinaly 1 ala
vereda Paso Real. No se obtuvieron muestras
positivas para el 4rea urbana.

De las muestras positivas al método de Knotty ala
observacion en fresco tenemos que 3 de los 4 perros
tenian como funcién ser guardias de la casa, y el otro
era un perro de caza.

De las 15 muestras de hembras, 3 estaban en
embarazo y de estas tan solo una de dos meses y
medio fue positiva tanto para Knott como para
observacion en fresco.

En lo referente al ELISA, obtuvimos resultados
contradictorios con los cuales era imposible definir
con certeza si las muestras eran positivas o negativas.
Como se puede apreciar en el anexo 2. La media de
los controles negativos era superior a lamedia de los

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

controles positivos (1.781 vs 0.440 respectivamente,
siendo 1:100 la concentracion y 0.788 vs 0.245
siendo la concentracion 1:200). Cabe agregar que
los controles negativos de perro 1 y perro 2
pertenecen a perros colombianos y el S1 pertenece
a perros espafioles al igual que el control positivo S15.
Si se mira con cuidado se puede observar que el
control negativo espaiiol (S1) tiene una media mucho
menor a la de los controles negativos colombianos
(Media de S1=0.2915 vs Media de Perro 1=2.94
y 2.10 para Perro 2 siendo la concentracion 1:100).
Y esa misma media es menor a la media de controles
positivos espafioles. Esto nos indica aparentemente
que existen reacciones cruzadas con los controles
negativos colombianos que elevan los titulos. Por este
motivo se concluye que el test de ELISA no es un
buen método para separar los perros positivos de
los negativos.

Al obtener resultados contradictorios con el ELISA, nos
vimos forzados a probar con el Western Blot, el cual
mostraba unas bandas de 50, 66, 83 y 97 kd para el
control positivo. Esas mismas bandas se encontraron en
las siguientes muestras, la 1,2, 3,4,5,6,7,8,9,14, 15,
16, 17, 18, 19,20, 21 y 24 siendo la de 66 kd la mas
aparente en todas ellas (Ver figura # 1).

Relacionando estos resultados con las demas pruebas,
encontramos que tan solo una de las muestras que
era positiva tanto para la observacion en fresco como
para el método de Knott no aparecia al Western Blot.
Si se mira bien, puede verse que los titulos en el
ELISA de ésta muestra tampoco son tan altos como
los titulos de las demas pruebas positivos. Aun se
tienen problemas en la interpretacion de estos
resultados y es tan solo un primer paso para encontrar
una prueba seroldgica lo suficientemente especifica y
sensible para detectar Dirofilariasis Immitis en
poblacién canina.

1. Teniendo en cuenta las pruebas positivas tanto con
el método de Knott como con la observacion en
fresco, obtenemos una prevalencia del 10% para
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el area rural de Santa Fé de Antioquia, pero se
infravaloran los resultados ya que no se cuenta con
un método serologico adecuado. El test de
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E.L.I.S.A. no es método diagnostico adecuado para
identificar Dirofilaria Immitis en nuestro pais debido
a la cantidad de parasitosis que se encuentran en
nuestro medio lo que genera reacciones cruzadas
con los anticuerpos utilizados en esta prueba.

. Se debe evaluar el papel de la prevencion de las
patologias trasmitidas por vectores, en especial el
Anopheles, Culex y Aedes, en Santa fe de
Antioquia, priorizando las acciones en la vereda
el espinal en donde la prevalencia fue del 42%
(de 7 muestras tomadas, 3 fueron positivas)

. El' Western Blot es una prueba diagndstica importante
que necesita ser mas estudiada para definir claramente
los criterios de positividad y negatividad.

Qo~NoOOORrwWN=O

Fig.1 Western -blot para dirofilariasis Immitis

4. Eltestde E.L.I.S.A. no es método diagndstico

adecuado para identificar Dirofilaria Immitis en
poblacién canina de nuestro pais, debido a la
cantidad de parasitosis que se encuentran en
nuestro medio, lo que genera reacciones
cruzadas con los anticuerpos utilizados en esta
prueba.

. Consideramos que deben hacerse estudios sobre

la prevalencia de Dirofilarias Immitis en humanos
y en especial en aquellas zonas en donde se
obtuvieron mayores muestras positivas ya que la
infestacion humana esta determinada por la
prevalencia de Dirofilarias Immitis y por la
exposicion a los vectores, lo cual se cumple para
la vereda el espinal.
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