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Introduccion. La fasciolosis bovina genera cuantiosas pérdidas econdmicas, que en Colombia se
estiman en COP$12.483 millones anuales, y tiene una prevalencia de 25 % en vacunos lecheros.
La enfermedad se diagnostica mediante pruebas parasitolégicas. En el pais se utiliza la técnica de
Dennis modificada en el 2002, pero su sensibilidad, especificidad y validez se desconocen.
Objetivo. Evaluar la validez y el desempefio de la técnica modificada de Dennis para el diagndstico de
fasciolosis bovina, usando como prueba de referencia la observacion de parasitos en el higado.
Materiales y métodos. Se hizo un estudio de evaluacion diagndstica. Se seleccionaron por
conveniencia bévidos de descarte sacrificados entre marzo y junio de 2013 en Frigocolanta; de
cada ejemplar se recolectaron 25 g de heces y se examinaron los conductos biliares y el higado en
busca de Fasciola hepatica. Se estimaron los valores de sensibilidad, especificidad, valor predictivo
positivo, valor predictivo negativo e indice de validez, con intervalos de confianza de 95 %. Como
prueba de referencia se usé la evaluacion post mortem.

Resultados. Se analizaron 180 bdvidos. La sensibilidad y la especificidad de la técnica modificada
de Dennis fueron de 73,2 % (IC,, 58,4-87,9) y 84,2 % (IC,,, 77,7-90,6), respectivamente. El valor
predictivo positivo fue de 57,7 % (IC,, , 43,3-72,1) y el negativo fue de 91,4 % (IC,, 86,2-96,6). La
prevalencia de fasciolosis bovina fue de 22,8 % (IC,,, 16,4-29,2).

Conclusion. La validez y el desemperio de la técnica modificada de Dennis fueron superiores a
los de la técnica tradicional, por lo que constituye una buena heramienta de tamizacion para el
diagnéstico de la fasciolosis en estudios poblacionales y de prevalencia, asi como en jornadas de
salud animal.
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Evaluation of modified Dennis parasitological technique for diagnosis of bovine fascioliasis

Introduction: Bovine fascioliasis causes important economic losses, estimated at COP$ 12,483 billion
per year; its prevalence is 25% in dairy cattle. Parasitological techniques are required for it diagnosis.
The Dennis technique, modified in 2002, is the one used in Colombia, but its sensitivity, specificity and
validity are not known.

Obijective: To evaluate the validity and performance of the modified Dennis technique for diagnosis of
bovine fascioliasis using as reference test the observation of parasites in the liver.

Materials and methods: We conducted a diagnostic evaluation study. We selected a convenience
sample of discarded bovines sacrificed between March and June, 2013, in Frigocolanta for the
study. We collected 25 g of feces from each animal and their liver and bile ducts were examined for
Fasciola hepatica. The sensitivity, specificity, predictive positive value, predictive negative value,
and validity index were calculated with 95% confidence intervals. The post-mortem evaluation was
used as the gold standard.

Results: We analyzed 180 bovines. The sensitivity and specificity of the modified Dennis technique
were 73.2% (95% CI1=58.4% - 87.9%) and 84.2% (95% Cl=77.7% - 90.6%), respectively. The positive
predictive value was 57.7% (95% Cl= 43.3% - 72.1%) and the negative one 91.4% (95% CIl= 86.2%
- 96.6%). The prevalence of bovine fascioliasis was 22.8% (95% Cl= 16.4% - 29.2%).

Contribucion de los autores:

Todas las autoras participaron en el disefio del estudio, las actividades llevadas a cabo en la planta de Frigocolanta (Santa Rosa de
Osos, Antioquia), la utilizacién de la técnica modificada de Dennis, el diagndstico de los huevos, el andlisis e interpretacion de los
datos, y la escritura del manuscrito.
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Evaluacion de la técnica modificada de Dennis

Conclusion: The validity and the performance of the modified Dennis technique were higher than those
of the traditional one, which makes it a good screening test for diagnosing fascioliasis for population
and prevalence studies and during animal health campaigns.
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El agente causal de la fasciolosis, Fasciola hepatica
(Trematoda: Digenea), tiene una amplia distribu-
cién mundial en regiones tropicales y subtropicales,
y afecta la salud de animales bovinos, ovinos y
caprinos, y de seres humanos, sus huéspedes
definitivos (1,2).

En Colombia, los bdvidos dedicados a la produccion
lechera son los mas afectados por la fasciolosis,
con una prevalencia de 25 % (3). En ese renglén
de la economia nacional, las pérdidas ocasionadas
por este digeneo se estiman en COP$ 12.483
millones (4), y se deben a la disminucion en la
produccion de leche y en la tasa de fertilidad de las
vacas (5-8). Ademas, en las plantas de sacrificio el
hallazgo del parasito en el higado de los bévidos
implica el decomiso de la viscera de acuerdo con
la norma del Articulo 88 del Decreto 632 de 1920;
el diagnostico post mortem es obligatorio a partir
de 2007 (3,9).

Las cifras demuestran la gran magnitud del pro-
blema generado por la fasciolosis en el renglén
ganadero colombiano. Sin embargo, las acciones
para el manejo de esta parasitosis no se han
desarrollado, posiblemente debido a la dificultad
para hacer el diagndstico clinico, ya que los signos
y sintomas de la enfermedad son inespecificos
(10), por lo que es necesario hacer una prueba
diagnéstica de laboratorio.

La prueba de referencia para el diagnoéstico de
fasciolosis bovina es la observacién directa de
los parésitos adultos en el higado, los conductos
biliares y la vesicula biliar (1,11). Sin embargo,
las pruebas mas confiables son, por un lado,
las inmunoldgicas, como la ELISA directa, que
detecta coproantigenos, y la ELISA indirecta, que
detecta anticuerpos anti-F. hepatica en suero y
leche (12,13), y por el otro, las moleculares, las
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cuales detectan el genoma del parasito (RAPD-
PCR). Todas estas pruebas son costosas y poco
comercializadas en nuestro pais (14).

Los métodos coproparasitologicos utilizados en el
diagndstico de F. hepatica son mas diversos pero
menos confiables, y consisten en la concentracion
de huevos del digeneo a partir de las heces del
huésped definitivo (15). Entre dichos métodos se
cuentan las técnicas de flotacion (McMaster
clasica, McMaster INTA), de sedimentacién (Dennis,
técnica de sedimentacién espontanea en tubo
TSET, Kato Katz, técnica de sedimentacion
rapida-TSR) y de filtracion (técnica de cuatro
tamices, técnica de Boray y Pearson) (16-22), las
cuales son las mas empleadas por su bajo costo
y accesibilidad.

En el 2002, la Unidad de Malacologia Médica y
Trematodos del Programa de Estudio y Control
de Enfermedades Tropicales de la Universidad
de Antioquia, modificd la técnica de Dennis para
utilizarla en zonas rurales en donde se desarrollan
estudios sobre la fasciolosis bovina. Entre las modi-
ficaciones implementadas, se elimin6 el uso de
colorantes, de detergente y de la centrifuga, y se
aumentd a 25 g el peso de la muestra analizada.
En la presente investigacion se propuso evaluar el
desempefio y la validez de la técnica modificada de
Dennis para el diagnéstico de la fasciolosis bovina.

Materiales y métodos

Se llevé a cabo un estudio transversal de
evaluacién diagndstica. Se incluyeron bévidos de
descarte sacrificados entre marzo y junio de 2013
en la planta de Frigocolanta, ubicada en Santa
Rosa de Osos, Antioquia, Colombia. Los bévidos
se seleccionaron a conveniencia. Se excluyeron
aquellos de los cuales no se pudieron obtener los
25 g de materia fecal necesarios para aplicar la
técnica modificada de Dennis.

El veterinario de la planta de sacrificio recolecté las
heces del recto de los bévidos usando guantes de
latex y aceite mineral; la muestra fecal se depositd
en un recipiente plastico con tapa de rosca, se
marcé con el cadigo asignado al bévido y se man-
tuvo en una nevera con aislante térmico hasta el
traslado al laboratorio de la Unidad de Malacologia
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Médica y Trematodos. Un inspector de la planta
de sacrificio examiné los conductos biliares y el
higado en busca de adultos de F. hepatica.

Las muestras de materia fecal se procesaron en
el laboratorio para el diagnéstico parasitologico
de F. hepatica mediante la técnica modificada de
Dennis. Se diluyeron 25 g de heces en 200 ml de
agua corriente, luego se filtraron a través de un
embudo recubierto de una gasa doblada en cuatro
en un vaso de precipitados plastico de 500 ml al
gue se afiadieron 300 ml de agua; la mezcla se dejé
en reposo durante 20 minutos, luego se descartd
el sobrenadante y se reemplazé por agua limpia.
Esta mezcla se dejé en reposo por 15 minutos,
al cabo de los cuales se descartd6 nuevamente el
sobrenadante remplazandolo por agua limpia y se
la dejo en reposo durante otros 10 minutos; este
paso se repitid hasta que se observo que el sobre-
nadante se aclaraba. Posteriormente, el sedimento
obtenido se deposité en un recipiente plastico con
tapa de rosca marcado con el cédigo de la muestra
y se agregaron 0,5 ml de formalina al 5 %.

La mezcla de 0,5 ml del sedimento con 2 ml de
agua del grifo en una caja de Petri, se observo bajo
el estereomicroscopio con un aumento de 3,5 en
busca de huevos amarillos, ovalados y operculados
correspondientes a F. hepatica. Este procedimiento
estuvo a cargo de dos investigadores para cumplir
con las condiciones de doble ciego y se repitid
hasta agotar el sedimento (4,23,24). Se observaron
huevos grises brillantes, ovalados y operculados
correspondientes a los de los paramfistomidos (25-
27). Se incluy6 el diagnéstico de paramfistomosis
bovina debido a que en varios estudios en Antioquia
se ha registrado la infeccion simultanea con F.
hepatica y paramfistomidos (5,25,28,29).

La deteccion de, al menos, un huevo en el sedi-
mento se consider6 como un resultado positivo y
la ausencia de huevos se registr6 como resultado
negativo. Las personas que hicieron el diagndstico
parasitolégico desconocian el diagnéstico post
mortem obtenido en la planta de sacrificio para
garantizar el cegamiento del estudio.

Para evaluar la validez y el desempefio de la
técnica modificada de Dennis, se calcularon los
siguientes indicadores estadisticos con un intervalo
de confianza de 95 %: sensibilidad, especificidad,
valor predictivo positivo, valor predictivo negativo
e indice de validez. Como prueba de referencia se
uso la evaluacion post mortem. La prevalencia de
fasciolosis se determiné con base en el resultado
de la evaluacion post mortem de los higados. Los
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resultados obtenidos en las pruebas diagndsticas
se registraron en Microsoft Excel 2010 y los
analisis estadisticos se hicieron con el programa
Epidat 3.1.

Aspectos éticos

Esta investigacién conté con el aval del Comité
de Etica para la Experimentacion con Animales
de la Universidad de Antioquia, como consta en el
acta N° 72.

Resultados

Se obtuvieron heces de 194 bdvidos que cumplian
con los criterios de inclusién, pero se excluyeron 14
por no tener el peso necesario, es decir, la muestra
analizada fue de 180 bovinos.

En 52 de las 180 muestras de materia fecal
analizadas, se observaron huevos de F. hepatica,
lo que corresponde a una frecuencia de 28,9 %.
Sin embargo, solo en 41 de los 180 higados se
hallaron adultos de digeneo, lo que corresponde
a una prevalencia de fasciolosis bovina de 22,8 %
(IC,.,, 16,4-29,2).

En esta evaluacion se clasificé correctamente a
81,7 % de los bovidos (indice de validez=81,7 %;
IC,,, 75,7- 87,6). Sin embargo, con la técnica
modificada de Dennis se clasificaron como positi-
vos 22 bdvidos, en los cuales no se encontraron
adultos de F. hepatica en el higado (falsos
positivos=15,8 %), y como negativos, a 11 bovidos
en los que si se observaron parasitos durante la
evaluacion post mortem (falsos negativos=26,8 %)

(cuadro 1).

95%

La técnica modificada de Dennis tuvo una sensibili-
dad de 73,2 % (IC,,,, 58,4-87,9) y una especificidad
de 84,2 % (IC,,, 77,7-90,6). El valor predictivo
positivo fue de 57,7 % (IC,,,, 43,3-72,1) y el valor
predictivo negativo de 91,4 % (IC_., 86,2- 96,6).

En 37 de las 180 muestras analizadas se observa-
ron huevos de paramfistdmidos, lo que corresponde
a una frecuencia de paramfistomosis bovina de
20,6 %, y una frecuencia de infeccion concomitante
con F. hepatica de 13,3 % (24/180) (cuadro 1).

95%

Cuadro 1. Comparacion de los resultados del examen post
mortem y de la técnica modificada de Dennis

Técnica modificada Examen post mortem Total
de Dennis

Enfermos No enfermos
Positivos 30 22 52
Negativos 11 117 128
Total 41 139 180
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Discusidn

La prevalencia de fasciolosis bovina determinada
en este estudio fue alta (22,8 %) y similar a la
prevalencia media registrada en Antioquia (21,6 %)
(8), lo que evidencia la falta de medidas de

prevencion y de manejo ecoepidemioldgico de la
enfermedad en el departamento.

La frecuencia obtenida con la técnica modificada
de Dennis (28,9 %) estd dentro del intervalo
de confianza de la prevalencia observada post
mortem, lo que sugiere que resulta adecuada para
estimar la prevalencia de la fasciolosis bovina; esto
ratifica los hallazgos de estudios previos en los que
se hizo el diagnéstico mediante dicha prueba (5).

Los falsos positivos observados con la técnica
modificada (15,8 %) pudieron deberse a una
inspeccion deficiente de los higados debido a la
premura con que se hace este procedimiento
en la planta de sacrificio, en tanto que los falsos
negativos (26,8 %) obedecerian a la poca cantidad
de huevos en la muestra de materia fecal o a la
inmadurez sexual de los parasitos hallados en el
higado de los bovidos.

En este estudio se comprob6é que la técnica
modificada de Dennis tiene una alta probabilidad
de detectar los bévidos que no tienen fasciolosis
(valor predictivo negativo=91,4 %; especificidad
=84,2 %), por lo tanto, recomendamos su uso
como prueba de tamizacion en los estudios de
prevalencia, los estudios poblacionales y las
jornadas de salud animal.

Se evidencié que la técnica modificada tiene
mayor exactitud diagndstica que la técnica tradi-
cional descrita en el 2009 por Alvarez, et al. (11),
segln lo demuestran el valor del area bajo la
curva ROC (técnica modificada de Dennis=0,79;
tradicional=0,64), y el indice de validez de cada
técnica (técnica modificada de Dennis=81,7 %;
tradicional=59,7).

Al comparar la sensibilidad de 73,2% de la técnica
modificada en este estudio con la de otras técnicas
parasitolégicas, como la de Kato-Katz, la de
sedimentacion espontanea en tubo y la de sedi-
mentacion rapida, cuya sensibilidad es de 45 %,
10 % y 75 %, respectivamente (30), se observd
gue dicha técnica es una de las mejores pruebas
parasitolégicas disponibles en Colombia para
el diagnostico de la fasciolosis. Ello se explicaria
por el empleo de una mayor cantidad de muestra,
lo cual aumenta la probabilidad de observar al
menos un huevo de F. hepatica.

Evaluacion de la técnica modificada de Dennis

La técnica modificada de diagnéstico copro-
parasitolégico de Dennis es sencilla, econémica
y segura. Los materiales necesarios para su
implementacién son asequibles y de bajo costo;
durante el procesamiento de la muestra no se
requieren equipos de laboratorio, lo que facilita
su empleo en campo, ni el uso de quimicos que
deterioren el huevo, el ambiente o la salud de las
personas que hacen la prueba, por lo que puede
usarse en zonas rurales con poca infraestructura
y ayudar a reducir las pérdidas econdmicas
causadas por la fasciolosis bovina, pues facilita
el diagnéstico oportuno y el tratamiento adecuado
de la enfermedad.

En estudios futuros podria validarse esta técnica
para el diagnéstico de la fasciolosis bovina, y eva-
luar su desempefio y su validez tomando muestras
seriadas de materia fecal, pues cabe la posibilidad
de que bajo estas condiciones aumenten la sensi-
bilidad y la especificidad del método, de manera
gue pueda emplearse como prueba confirmatoria.

Asimismo, se propone evaluar su desempefo
como prueba diagnostica de paramfistomosis
bovina e, incluso, para su diagndstico diferencial
frente a F. hepatica.

En conclusion, los resultados del estudio permiten
recomendar el uso de la técnica modificada de
Dennis como instrumento de tamizaciéon para el
diagndstico de la fasciolosis bovina en Colombia.
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