SERODIAGNOSTICO Y EPIDEMIOLOGIA DE LA ESTEFANURIASIS PORCINA®

RESUMEN

Con el objeto de contribuir en
el diagnéstico de la estefanuriasis
porcina, se realizé un estudio se-
rolégico, utilizando 30 sueros de
animales infestados con Stepha-
nurus dentatus a nivel renal y 30
sueros de animales libres de la en-
fermedad. Los sueros fueron en-

di las prueb:
de doble inmunodifusién en agar
(DD) y hemaglutinacién pasiva
(HAP) a un antigeno somético (S)
y mediante DD a un antigeno me-
tabélico (M); se encontré que la
prueba més sensible fue la hema-

lutinaci6n pasiva con el
somatico (HAPS) y la méas espe-
cifica fue la doble inmunodifusién
en agar con el antigeno somético
(DDS).

Adicionalmente en el frigorifi-
co Guadalupe ubicado en Santafé
de Bogota se efectuo una aproxi-
macién epidemiolégica sobre la
estefanuriasis porcina, determi-
nando la frecuencia de presenta-
cién de la enfermedad en dicha
planta de sacrificio y ubicando los
municipios colombianos que en-
viaron cerdos infestados por
Stephanurus dentatus a nivel re-
nal, durante los meses de marzo,
abril y mayo de 1995.

INTRODUCCION

La estefanuriasis es un pade-
cimiento de los porcinos causado
por el Stephanurus dentatus (pa-
résito del rifién del cerdo) nema-
todo que cumple un ciclo de vida
complejo (Figura 1), afectando
durante su migracién 6rganos ta-
les como higado, ganglios linfati-
cos mesentéricos, cavidad perito-
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neal, musculos sublumbares, me-
senterio

Este parasiti: se di

y en los ultimos

bazo, péncreas, canal espinal,
diafragma y cavidad pleural pro-
duciendo alteraciones en la for-
ma, tamano, y color de los 6rga-
nos y causando reacciones de

ib pr de 270 dlas (Batte E,
1960; Friendship R., 1990). El
i ico definitivo se realiza

afos se ha reportado en E
Unidos, Brasil y Belice (Biehl L,
1982; Friendship R, 1990; Gib-
bens J, 1989; Zocoller M, 1987).
En Colombia no existen reportes

mediante necropsia (Blood D.,
1988; Soulsby E., 1987). Por lo
anterior, los esfuerzos de investi-
gacion se deben encaminar a la

tipo gr con que i la incids y dis- de
te exudado y presencia de leuco- tribucién de la estefanuriasis por lo que permitan detectar la posible
citos. En la fase final de la infes- cual es i inistrar infor- 16 a los antige-

tacién el pardsito se localiza en
los rifiones, curso de los uretéres
y grasa perirrenal formando nédu-
los (Figura 2) donde los parésitos
se encuentran entremezclados
con material purulento (Batte E.,
1966; Dykova I., 1977; Jubb K.,
1985; Shealy A., 1927).

B2

FIGURA 2. Quiste urteral con parasitos.
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macién que permita evaluar la en-
fermedad y aquellos factores que
contribuyen a su presentacion.

El diagnéstico en el animal
vivo se realiza mediante técnicas
de sedimentacién que permiten la
visualizacién de los huevos del
parasito en la orina del animal
afectado después de un perfodo

nos del parasito, para su utiliza-
cién en posteriores estudios se-
roepidemiolégicos  sobre la
enfermedad en el pals.
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MATERIALES Y METODOS

1. Diagnéstico serolégico

Se obtuvieron los rifiones y
muestras de sangre sin anticoa-
gulante de 30 porcinos infestados
con Stephanurus dentatus. Ade-
més se recolecté sangre de 30
porci i al asif
como controles. Los rifiones, ure-
téres y grasa perirrenal fueron

procediendo a contar los parasi-
tos presentes.

Los preparados antigénicos (S
y M) fueron obtenidos a partir de
Stephanurus dentatus adultos ma-
chos y hembras, vivos e intactos.

El antigeno metabélico (M) se
preparé siguiendo la metodologla
descma para la preparacndn de

ios y
rios de Fasciola hepética (Morilla
A., 1986; Santiago N., 1986). Se
extrajeron pardsitos de rifiones de
animales infestados, previo lava-
do, 80 parasitos fueron coloca-

1 hora a 4 grados centigrados. El
antigeno fue almacenado en all-
cuotas a -20 grados centigrados.
La concentracién de proteina de
S fue de 20,1 mg/ml.

Los sueros obtenidos, fueron
dos a 56 grados lgi

dos durante 30 minutos y se eli-
minaron hemaglutininas usando
glébulos rojos formolados de ca-
prino. Posteriormente fueron so-
metidos a las pruebas de doble
inmunodifusién en agar (DDS y
DDM) y hemaglutinacién pasiva
{HAPS).

La DD se realiz6 utilizando 15
mililitros de agar purificado al
0,65 % teiiido con azul tripan en
cajas de petri. En cada caja se rea-
lizaron 8 rosetas y en cada roseta
se colocé el respectivo antigeno
en el pozuelo central y los sueros
en estudio en los pozuelos perifé-
ricos junto con un control positivo
(suero hiperinmune de conejo) y
un control negativo (suero normal
de conejo o solucién salina). Las
cajas de petri se Incubaron en cé-
mara h d lectu-

dos en 60 mililitros de solucié
antibiética (SSAF pH 7,2, Penici-
lina G sédica, Streptomicina y An-
fotericina B) e incubados en baiio
de marfa a 37 grados centigrados
durante 6 horas, posteriormente
se removieron los parasitos y la
suspensién fue centrifugada a
10.000 g. durante 30 min. a 4
grados centlgrados, el sobrena-
dante obtenido fue liofilizado y re-
suspendido en 10 mililitros de
PBS 7,2 estéril y almacenado en
allcuotas a -20 grados centlgra-
dos. Se obtuvo una concentra-
cién de protefna para M de 1,5
mg/ml por el método de Lowry
(Crosby R., 1990).

El antigeno somético (S) se
preparé siguiendo la metodologfa
descrita por Morilla y Bautista
(Morilla A., 1986) junto con algu-
nas variaciones que buscaron me-
jorar la calidad del preparado an-
tigénico (Carnevalle S., 1995;
Crosby R., 1990; Rivera C.,
1988; Vera V., 1994) 5e obtuvo

ras a las 24, 48 y 72 horas.

La HAPS se estandariz6 de
acuerdo al procedimiento descrito
por Morilla y Bautista (Morilla A.,
1986) junto con las recomenda-
ciones hechas por otros autores
(Perry D., 1979; Crosby R.,
1990). Se emplearon eritrocitos
de caprino sensibilizados con una
dilucién 1:32 de S, previo trata-
miento con formol, 4cido ténico y
maduracién por 26 dfas. Para la
realizacion de la prueba se utiliza-
ron cajas de mncromulacnén 'ondo
en U de 96 |

Fl

siones caracteristicas de la infes-
tacién por Stephanurus dentatus.
Se registré el total de cerdos in-
festados y la procedencia de los
mismos con el fin de calcular la
frecuencia de presentacién de la
enfermedad y al mismo llempo
d los icipi

nos afectados, para posterior-
mente ubicarlos en un mapa epi-
demiolégico para la entidad.

3. Andlisis estadistico

Los datos serolégicos fueron
comparados con el exdmen pos-
tmortem mediante tablas de con-
i ia de 2 x 2, bleciend:
sensibilidad, especificidad y valo-
res predictivos. Las pruebas fue-
ron comparadas entre sl mediante
tablas de contigencia de 2 x 2,

iendo el grado de d
entre ellas. La relacién entre el re-

diluciones dobles en base dos de
los sueros problema a partir de
una dilucién 1:2 en solucién suero
normal de conejo al 1%y adu:lo-

cuento

RESULTADOS Y DISCUSION

1. Diagnéstico serolégico

La DDS mostré una especifici-
dad del 100%, mientras que su
sensibilidad fue del 20 %, ya que
solo detect6 6 de 30 animales po-
sitivos. En el caso de la DDM la
sensi ad fue del 73,33% vy la
especificidad fue del 90% ya que
detecté 3 falsos positivos. La
prueba de HAPS fue la que pre-
senté los mejores resultados, ya
que su sensibilidad fue del
76,67% y su especificidad fue del
96,67%. Los valores predictivos
para los porcinos infestados fue-
ron altos para todas las pruebas
(Tabla 1).

La DDS mostré baja sensibili-
dad debido a la baja concentra-
cién de anticuerpos precipitantes
presentes en los sueros de los cer-

con los datos dos infestados, esta situacién se

serolégicos se analizé mediante la puede observar en los casos de
prueba de Tukey para i i muy o
! ién se em- ( T., 1990; Mo-

ciones
pleé Chi cuadvado, anéllsns de va-

nando los
dos con S a cada una de las dilu-
ciones de suero. Se empled
como control positivo suero hipe-
rinmune de conejo y como control
negativo suero normal de conejo.
La lectura se realizé a las 2 horas
de il ion y se ideré un

rianza y
Se utilizé el programa estad(stnco
SAS (Steel R., 1985).

rilla A., 1986; Tromba F., 1963).
Por otra parte la HAPS fue la téc-
nica que detecté el mayor nimero
de animales realmente infesta-

a partir de un h de
Stephanurus dentatus vivos e in-
tactos sometidos a la accién de
Fenilmetilsulfonil Fluoruro
(PMSF), A

titulo positivo a partir de la dilu-
cién 1:32 (Figura 3).

HCl, Pepstatin y Loupeplm. todos
ellos inhibidores de proteasas. La

2. Inspeccion p

Todas las canales de los cer-
dos durante los me-

mezcla fue tratada con \
centrifugada a 10.000 g. durante
20 minutos a 4 grados centigra-
dos. Se adiciond Ditiotreitol (DTT)
Y Hepes pH 7,5 al sobrenadante
Y se centrifugé a 1.000 g. durante

ses de marzo, abril y mayo de
1995 en el frigorifico Guadalupe
de Santafé de Bogot4, fueron va-
loradas dlanameme para determi-

TABLA 1
PARAMETROS PARA DDS, HAPS Y DDM
PRUEBAS | SENSIBILIDAD | ESPECIFICIDAD VALOR PREDICTIVO
SEROLOGICAS
POSITIVO NEGATIVO

% % %
DDS 20 100 100 55.5
DDM 73.33 88 77.15
HAPS 76.67 96.67 95.83 80.56

nar la de parésitos y le-
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dos, mostrando una gran capaci-
dad de la prueba para detectar
concentraciones bajas de anti-
cuerpos (Amos W., 1986; Gor-
man T., 1990; Morilla A., 1986).
Ya que la especificidad de las
pruebas serolégicas es una forma
indirecta de medir la pureza de los
antigenos, es importante resaltar

TABLA 2
GRADO DE ACUERDO ENTRE DDS CON DDM Y HAPS

PRUEBAS

0DS TOTAL

POSITIVO

NEGATIVO

Positivo

4

21 25

DDM

que aquellas té que empls

ron S con inhibidores de protea-
sas (DDS y HAPS) fueron mucho
més especfificas que aquella que

Negativos

33 35

tamentos de Santander, Cesar,
Cérdoba, Arauca, Magdalena, Bo-
livar, Casanare, Norte de Santan-
der, Boyacé, Antioquia, Cundina-
marca y Meta (Figura 5).

Esta frecuencia de presenta-
cién fue baja, debido a que sola-
mente se estudiaron animales in-
festados a nivel renal y a que sélo
se trabajo en una planta de sacri-
ficio que cuenta con adecuados
controles sanitarios. Las poblacio-
nes ubicadas en el mapa epide-

utilizé M (DDM). Sin embargo al-
gunos autores afirman que los
preparados metabélicos son més
especificos ya que tienen la ven-
taja sobre los antigenos somdti-
cos de ser independientes al ciclo
de vida (Carnevalle S., 1995). En

Positivo

HAPS

Negativos

35 36

Total

54 N=60

este estudio la ificidad de
DDM pudo verse afectada por la
falta de inhibidores de proteasas
en la obtencién de M. Lo anterior
permite afirmar que el uso de in-
h de pi i

ta la calidad de los preparados an-
tigénicos, ya que no permiten la
degradacién de polipéptidos anti-
génicamente importantes por par-

La no asociacién entre los re-
sultados de las pruebas con los
niveles de infestacién y la no re-
lacién entre los recuentos a nivel
renal y los titulos obtenidos por
HAPS se atribuyeron a factores

(Gorman T., 1990; Tromba F.,
1963) mientras que los resultados
falsos negativos se asociaron con
animales inmunosuprimidos, con
infestaciones tan crénicas que
produjeron anergia o tolerancia

miolégico son un indicador de la
distribucién tan amplia del parasi-
tismo en el pafs y de las condicio-
nes sanitarias en que aun son ex-
plotados algunos porcinos en
nuestro medio, ya que la estefa-
nuriasis renal es un parasitismo
fi te en cerdos

de explotaciones tradicionales,
con un bajo nivel tecnolégico y
con planes sanitarios esporadicos
o nulos (Actividad Porcina,
1985).

De acuerdo a lo anterior se
puede concluir que la prueba de

te de proteasas liberadas durante
el proceso de preparacién del an-
tigeno (Rivera C., 1988). TABLA 3
RESULTADOS POSITIVOS DE LAS PRUEBAS SEROLOGICAS

El grado de acuerdo entre DDS EN CADA UNO DE LOS NIVELES DE INFESTACION
y DDM fue del 11,54% y Gnica-
mente 4 de los 30 sueros fueron NUMERO DE TOTAL DIAGNOSTICOS POSITIVOS
positivos a las dos pruebas; asl STEPHANURUS DE
mismo el acuerdo entre DDS y DENTATUS MUESTRAS Dbds DDM HAPS
HAPS fue del 20,54 % y solamen-
te 5 de 30 sueros fueron p No % No * No *
a las dos pruebas. Estos porcen- 0 30 0 0 3 10 1 3.33
tajes indicaron un grado de acuer-
do deficiente entre las pruebas se- 1-20 18 4 22.22 12 66.67 13 72.22
rolégicas (Tabla 2).

21-50 8 2 25 7 87,5 6 75

De los 30 animales positivos

luad el 60% p 51-80 3 0 0 2 66,67 3 100
recuentos entre 1y 20 parasitos,
¢l 26,67% entre 21y 50, el 10% >80 ! 0 ° 0 ° 0 °

entre 51 y 80 parésitos y sélo 1
porcino mostré un recuento ma-
yor a 80 parésitos. De acuerdo

como: la edad de los cerdos al ser
inf dos, el volumen de huevos

con lo anterior se ieron 4
niveles de infestacién (Tabla 3).

No existi6 asociacién estadls-
ticamente significativa entre los
resultados obtenidos en las prue-
bas serolégicas con los niveles de
infestacién (p 0,10). Los titulos
obtenidos mediante HAPS fueron
muy variados (Figura 4) y no se
observé diferencia estadistica-
mente significativa entre el pro-
medio de los recuentos para cada
titulo (p 0,05), por lo tanto el nu-
mero de Stephanurus dentatus a
nivel renal no afectd los titulos de
HAPS.
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o parasitos infestantes que ingre-
san al hdesped, la frecuencia de
exposicién al parasito (Tromba F.,
1963), la presencia de diferentes
estadios de vida del parésito en el
huesped (Lloyd S., 1981, Soulsby
E., 1961; Tromba F., 1963), la
capacidad y tipo de respuesta in-

frente a la infestacién con el pa-
résito o con animales infestados
con tal volumen de parasitos que
agotaron las concentraciones de

HAPS constituye una herramienta
atil en el diagnéstico individual y
ional de la iasi
porcina y posiblemente de otras
enfer itari Sin

pos libres d bles en
el suero (Morilla A., 1986).

2. Inspeccién postmortem

Se examinaron 61.195 cana-

mune d llada por el huésped
(Morilla A., 1986; Tizard I., 1990;
Tromba F., 1963) y a la presencia

les p , de las cuales 1.779
presentaron Stephanurus denta-
tus a nivel renal; esto determiné

embargo se recomienda la evalua-
cién de técnicas diagnésticas que
utilicen preparados metabélicos
con inhibidores de proteasas y
ademds la realizacién de estudios
tendientes a purificar los prepara-
dos antigénicos y seleccionar
aquellas fracciones con aito valor
diagnéstico en la d ién de an-

de
con otros parasitos (Tromba F.,
1963). Los resultados falsos po-
sitivos se atribuyeron a reaccio-
nes cruzadas con otros helmintos

una fi de p

del 2,91%. Ademds se encontré
que estos cerdos infestados pro-
venfan de 22 municipios colom-
bianos distribuidos en los depar-

ticuerpos especificos contra el pa-
résito. Adicionalmente se sumi-
nistro por primera vez informacién
sobre la distribucién de la enfer-
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FIGURA 5. Mapa epidemiolégico para la Estefanuriasis porcina.
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medad en el pals, por lo tanto se
recomienda mayor control y me-

porcinas tradicionales ubicadas
en estas zonas. Finalmente, debi-

jor manejo de las |
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American Veterinary Medical
Association. 136 (12): 622-
625. Jun. 1960.
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