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RESUMEN

La equinococosis quistica (EQ) es una zoonosis parasitaria causada
por Echinococcus granulosus sensu lato. Técnicas inmunodiagnoésticas
como Western blot (WB) o el enzimoinmunoensayo (ELISA), con dis-
tintos antigenos, pueden ser aplicadas al diagndstico de la EQ ovina
con fin tales de vigilancia epidemiolédgica en programas de control.
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Sin embargo, hay limitacién para su uso por la existencia de reacciéon
cruzada antigénica entre diferentes especies de taeniidaes presentes
en el ovino. A pesar de ello se ha postulado la utilidad de establecer
sistemas de vigilancia basados en la identificaciéon de infeccion pre-
sente en un establecimiento ganadero, a lo que se denomina Unidad
Epidemiolégica (UE). Una nueva técnica diagndstica de ELISA ha sido
desarrollada y validada utilizando el antigeno EgAgB8/2 recombinan-
te, para deteccion de anticuerpos contra E. granulosus, estimandose
una DO 0.496 como el valor de corte que optimiza la sensibilidad y
especificidad. Para la determinacién de la infecciéon en UE se cons-
truyé un modelo bayesiano ejecutado con un algoritmo de cadena
de Markov Monte Carlo que permiti6 definir los tamafios de muestra
para diferentes prevalencias esperadas para asegurar que al menos
dos de las muestras sean verdaderamente positivas. De tal forma, el
sistema puede ser usado para identificar la prevalencia de la infecciéon
en el area bajo control medida como porcentaje de UE con ovinos in-
fectados (infeccion presente) o identificar individualmente las UE con
transmision presente, dada por la existencia de corderos infectados,
sobre las que se deben intensificar las medidas de control.

Palabras clave: Equinococosis, Inmunodiagndstico, Ovinos,
Vigilancia, Control

ABSTRACT

Cystic echinococcosis (CE) is a parasitic zoonosis caused by
Echinococcus granulosus sensu lato. Immunodiagnostic techniques
such as Western blot (WB) or enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA), with different antigens, can be applied to the diagnosis of CE
sheep for epidemiological surveillance purposes in control programs.
However, its use is limited by the existence of antigenic cross-reactiv-
ity between different species of taeniidae present in sheep. Despite
this, the usefulness of establishing surveillance systems based on the
identification of infection present in a livestock establishment, known
as the Epidemiological Unit (UE), has been postulated. A new ELISA
diagnostic technique has been developed and validated using the re-
combinant EgAgB8/2 antigen for the detection of antibodies against
E. granulosus, estimating an OD 0.496 as the cut-off value that opti-
mizes diagnostic sensitivity and specificity. To determine the infection
in the EU, a Bayesian model was built, executed with a Monte Carlo
Markov chain algorithm, which allowed defining the sample sizes for
different expected prevalences to ensure that at least two of the sam-
ples are truly positive. In this way, the system can be used to identify
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the prevalence of infection in the area under control measured as a
percentage of EU with the presence of infected sheep (infection pres-
ent) or individually identify the EU with present transmission, given
by presence of infected lambs, on which control measures should be
intensified.

Keywords: Echinococcosis, Immunodiagnostics, Sheep,
Surveillance, Control

RESUMO

A equinococose cistica (CK) é uma zoonose parasitaria causada por
Echinococcus granulosus sensu lato. Técnicas de imunodiagndstico
como western blot (WB) ou ensaio imunoenzimatico (ELISA), com di-
ferentes antigenos, podem ser aplicadas no diagnéstico da DQ ovina
para fins de vigilancia epidemiol6gica em programas de controle. No
entanto, seu uso é limitado pela existéncia de reagao cruzada antigéni-
ca entre diferentes espécies de taeniidae presentes em ovinos. Apesar
disso, postula-se a utilidade de estabelecer sistemas de vigilancia ba-
seados na identificacdo de infeccdo presente em um estabelecimento
pecuario, conhecido como Unidade Epidemiolégica (UE). Uma nova
técnica de diagndstico ELISA foi desenvolvida e validada utilizando o
antigeno recombinante EgAgB8/2 para a detecg¢ao de anticorpos con-
tra E. granulosus, estimando uma DO 0,496 como valor de corte que
otimiza a sensibilidade e especificidade. Para determinar a infec¢do na
UE, foi construido um modelo Bayesiano, executado com um algoritmo
de cadeia de Monte Carlo Markov, que permitiu definir os tamanhos
das amostras para diferentes prevaléncias esperadas para garantir
que pelo menos duas das amostras sejam verdadeiramente positivas.
Desta forma, o sistema pode ser utilizado para identificar a prevalén-
cia de infec¢do na area sob controle medida em porcentagem da UE
com ovinos infectados (infec¢do presente) ou identificar individual-
mente a UE com transmissao presente, dada a existéncia de cordeiros
infectados, em quais medidas de controle devem ser intensificadas.

Palavras-chave: Equinococose, Imunodiagnostico, Ovinos,
Vigilancia, Controle
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Introduccion

La equinococosis quistica (EQ) es una zoonosis parasitaria causa-
da por Echinococcus granulosus sensu lato, parasito Cestoda, familia
Taeniidae. El ciclo de vida involucra a dos huéspedes mamiferos. Los
definitivos son carnivoros (especialmente perros) y los intermedios
son ungulados (siendo ovejas y cabras los de mayor importancia epi-
demiologica)®.

El objetivo de la presente comunicacién es describir una estrategia
para aplicar la serologia ovina utilizando un novel antigeno recombi-
nante para la realizacion de pruebas de ELISA para la vigilancia epide-
miologica de la EQ.

En tal sentido, la vigilancia de EQ en el marco de programas de
control esta dirigida hacia los distintos huéspedes: humanos, perros
y ovinos y caprinos®. El diagnéstico en ovinos y caprinos se puede
realizar macroscépicamente en salas de faena ®*). Sin embargo, en la
mayoria de las zonas endémicas estas no existen y el abastecimiento
urbano suele ser efectuado en carnicerias locales sin infraestructura
ni inspeccion sanitaria. En areas rurales, por su parte, lo habitual es
el sacrificio domiciliario para consumo personal o venta al menudeo.
Por ello, si bien la inspeccién post mortem es la técnica de eleccion, es
dificultoso o virtualmente imposible basar el sistema de vigilancia en
esta fuente de datos.

Ademas, el diagndstico macroscépico en corderos tiene falsos ne-
gativos (pueden no ser detectadas infecciones recientes o no ser ob-
servados quistes hidatidicos pequefios recientemente formados). En
animales de varios afios de edad por su parte, puede haber falsos po-
sitivos (presencia de quistes supurados o calcificados debido a otras
infecciones o afecciones) .

Técnicas inmunodiagnosticas como western blot (WB) o el enzi-
moinmunoensayo (ELISA), con distintos antigenos, pueden ser apli-
cadas al diagnéstico de la EQ ovina ¢>¢7), Sin embargo, hay limitacién
para su uso en el ovino en tanto las infecciones por parasitos cestodos
distintos del E. granulosus (T hydatigena, Monezia, Taenia ovis, Taenia
multiceps) son comunes en ovejas y cabras, existiendo evidencia de
reactividad cruzada antigénica entre las diferentes especies de taeni-
idae 259,

UTILIDAD DE LAS PRUEBAS DIAGNOSTICAS EN OVINOS
Se ha postulado la utilidad de establecer sistemas de vigilancia ba-

sados en la identificacion de infeccidon presente en un establecimiento
ganadero, a lo que se denomina Unidad Epidemiolégica (UE), en lugar
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de la estimacion del porcentaje de perros parasitados tradicionalmen-
te utilizado. ® El mismo criterio podria ser aplicado para identificar:

a. UE con transmision presente de EQ basado en la presencia de

corderos infectados con E. granulosus.

b. UE con EQ basado en la presencia de ovinos de cualquier cate-

goria infectados.

c. Ovinos con EQ en rebafios que ingresaran a areas libres de

infeccion.

Uso en sistemas de vigilancia epidemioldgica posibilitaria:

a. Identificar las UE donde la transmision se mantiene a pesar de

las medidas de control, para intensificar acciones sobre ellas.

b. Establecer la tendencia de la EQ en el drea bajo programa esti-

mando anualmente (o periddicamente) el porcentaje de UE con
corderos infectados

c. Establecer el diagndstico inicial de la prevalencia de EQ en la

majada ovina.

Finalmente, los programas de control contra EQ no tienen ningin
interés en el diagndstico individual de infeccién por E. granulosus en
tanto se carece de tratamientos especificos validados y asimismo, por-
que el interés epidemiolégico es la determinacién de la infeccién en el
rebafio.

Para utilizar el inmunodiagnéstico en el ovino con fines de vigilan-
cia se requiere

a. Contar con técnicas seroldgicas validadas.

b. Ajustar los tamafios de las muestras de animales a ser estudia-

dos para eliminar o disminuir los sesgos dados por las reaccio-
nes cruzadas con otros cestodos.

INMUNODIAGNOSTICO EN OVINOS

La supervivencia de E. granulosus depende de mecanismos de eva-
sion eficientes que operan hacia el desarrollo de un quiste hidatidico.
(1.26) De tal manera, el desarrollo de pruebas inmunodiagndsticas para
tamizaje destinadas a la deteccion de E. granulosus depende de la in-
teraccion entre el hospedador y el parasito parasito durante el curso
de la infeccion.

La respuesta inmune del hospedador rumiante frente a la infeccion
esta dirigida contra la oncosfera, contra componentes del quiste inma-
duro y/o contra metacestodes fértiles y protoscolices > a respuesta
IgG anti-fluido del quiste hidatidico de E. granulosus contra antigenos
de la oncosfera aparece luego de 4 a 11 dias de ocurrida la infecciéon en
ovinos experimentalmente desafiados con huevos u oncosferas y per-
sisten por lo menos 4 afios, aunque no siempre conduce a un aumento
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significativo de los titulos de anticuerpos y tampoco se mantiene du-
rante todo el curso de la infeccion. 19

El liquido hidatidico es una mezcla compleja de distintos antigenos
siendo los principales las lipoproteinas antigénicas: Ag 5y Ag B. El Ag
B es el mas abundante y es una lipoproteina termoestable de 120-160-
kDa que contiene subunidades: 8 012,16,y 20 o 24 kDa 19

Se encontré que una familia multigénica que codifica para el anti-
geno de 8-kDa (EgAgB8/1 a EgAgB8/5) esta compuesta de muchos
miembros con alta diversidad, por lo que su uso proporcionara evi-
dencia molecular de reaccién cruzada o reaccién especifica entre las
infecciones con metacestodes (12611)

Una nueva técnica diagnostica de ELISA ha sido desarrollada y va-
lidada utilizando el antigeno EgAgB8/2 recombinante, para deteccion
de anticuerpos contra E. granulosus®V Su especificidad y sensibilidad
analitica fue evaluada con un panel de sueros control de ovinos expe-
rimentalmente infectados (n=40), libres de la enfermedad (n=79) y
de animales naturalmente infectados con otras parasitosis (n=20), ob-
servandose una satisfactoria capacidad de discriminacién entre sue-
ros positivos de distinta reactividad, sueros negativos y pocillos sin
antigeno. El desempefio diagndstico del ELISA a nivel individual y a
nivel rebano se determin6 mediante curvas ROC, estimandose una DO
0.496 como el valor de corte que optimiza la sensibilidad y especifici-
dad (11,12).

ESTIMACION DEL TAMANO DE LA MUESTRA

Para la determinacidn de la infeccién en UE se construy6 un mode-
lo bayesiano ejecutado con un algoritmo de cadena de Markov Monte
Carlo MY que permitié definir los tamafios de muestra para diferentes
prevalencias esperadas para asegurar que al menos dos de las mues-
tras sean verdaderamente positivas.

En la tabla 1 se presentan los tamafios de muestra que se deben
obtener para distintas prevalencias esperadas para valores predicti-
vos positivos de 80% y 90% (recomendable), bajo la premisa que el
tamafio de la muestra no depende del nimero de animales de la ma-
jada sino fundamentalmente de la prevalencia esperada, que surge de
nuestro conocimiento de la epidemiologia local y de antecedentes bi-
bliograficos o reportes de estudios comparables. 3
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Tabla 1. Referencia para estimacion de los tamafios de muestra de acuerdo a la
prevalencia esperada para identificar transmision presente con un valor de cor-
te de 0.496, en funcién del valor predictivo positivo (VPP) deseado. Para preva-

lencias esperadas superiores a 40%, se recomienda usar el tamafio de muestra

estimado para el 40%.

DP DR A A PERADA

1% 5% 10% [15% [20% [25% |30% |35% |40%
80% |21 18 18 17 16 16 15 14 14
90% |29 28 25 22 21 20 20 18 18

Obtencion de muestras séricas e interpretacion de resultados

Definido el tamafio de la muestra se seleccionaran aleatoriamente
los animales a ser estudiados.

La UE podra estar constituida por:

a. Unsolo establecimiento ganadero con un nimero de cabezas de

ganado suficiente para cubrir el muestreo.

b. En caso de pequefios productores con escaso namero de ani-

males se podra repartir la muestra entre varios productores
(por ejemplo, en el caso de reservas de poblacion originaria que
comparten territorio).

En ovinos se obtendra 10 cc. de sangre de la vena yugular, sujetos,
en posicion de pie y con la cabeza fijada lateralmente, utilizando 25/8
y jeringas plasticas descartables.

Los tubos seran rotulados con un nimero que identifique al animal
(en caso de animales sin identificacion, nimeros sucesivos a partir del
1) y uno que identifique al productor. Los datos se volcaran en una
planilla de registro que debera contener los nimeros citados, el nom-
bre del productor, el area geografica (georreferenciada) y la fecha de
obtencidn. Se deberan registrar asimismo el nimero total de ovinos
existentes y el niumero total de corderos.

El suero se extraera mediante centrifugacion, se conservara refri-
gerado a 52/8 2C hasta su remision a laboratorio (48 hs. maximo) en
donde se mantendra en freezer a - 20 2C hasta su procesado.

Interpretacion de resultados: dos ovinos con valores serolégicos
superiores al valor de corte DO 0.496 sera indicativo de infeccion pre-
sente (si se trata de masa ovina) o reciente (si se trata de corderos).

Conclusiones

Los sistemas modernos de vigilancia de la EQ en animales tienen
como objetivo:
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a. Identificar la prevalencia de la infeccién en el area bajo control
medida como porcentaje de UE con presencia de ovinos infec-
tados (infeccidon presente) con posibilidades de transmitir la
infeccion a los perros y subsecuentemente a las personas, cons-
tituyendo una linea base sobre la cual evaluar la tendencia de
la enfermedad en funcién de las medidas de control aplicadas.

b. Identificar individualmente las UE con transmisién presente,
dada por la presencia de corderos infectados, sobre las que se
deben intensificar las medidas de control, generalmente basa-
das en la desparasitaciéon de perros con praziquantel o median-
te la vacunacién de ovinos con EG95.

De tal forma el ELISA en ovinos puede ser utilizado, solo o asociado
al tradicional CoproELISA en perros ?® u otras técnicas diagndsticas
en el huésped definitivo, como una nueva herramienta de vigilancia de
la EQ en forma estandarizada al servicio de los programas de control.

Ambos ofrecen ventajas logisticas porque las muestras se pueden
obtener con el mismo personal, los resultados de ambos sistemas pue-
den complementarse y, finalmente, ambas técnicas son sencillas, eco-
ndémicas y accesibles a paises con pocos recursos y tecnologia limitada
en sus laboratorios pudiendo ser utilizadas para la identificaciéon de la
existencia de transmision de E. granulosus y ajustar en consecuencia
las medidas de control.
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