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4. RESUMEN DEL PROYECTO:

En el ovino, la informacién sobre respuesta inmune a la infeccién por Echinococus granulosus y sobre
las posibilidades del diagnostico inmunolégico y su uso en sistemas de vigilancia es muy limitada. Las
revisiones cientificas plantean limitaciones al uso epidemioldgico de las técnicas inmunodiagnosticas,
fundamentalmente por reacciones cruzadas con otras tenias. Las investigaciones en el area, sin embargo,
son escasas y antiguas.

La tecnologia desarrollada en anteriores investigaciones han permitido contar con técnicas sensibles,
especificas y economicas para el diagndstico de la equinococcosis quistica en ovinos natural y
experimentalmente infectados, tanto para su aplicacion en programas de control como en investigacion
para estudios sobre respuesta inmune del ovino a la infeccidn por Echinococcus granulosus

Las hipotesis del trabajo suponen a) que la respuesta inmune a la infeccion en ovinos experimentalmente
infectados es sostenida en el tiempo y puede ser correlacionada con la evolucion de las imagenes
quisticas detectables mediante ultrasonografia; b) que en ovinos con echinococcosis la capacidad de
respuesta inmune celular se encuentra limitada en relacion a ovinos sanos; ) que ovinos inmunizados
con vacuna EG95 son protegidos contra la infeccion experimental por Echinococcus granulosus pudiendo
evaluarse mediante serologia la evolucién de la respuesta inmune.

Los objetivos incluyen determinar la duracion de La respuesta inmune luego de la infeccion por
Echinococcus granulosus, correlacionar la respuesta inmune con el tipo de imagen ecogréfica y evaluar
la respuesta inmune celular en ovinos con y sin infeccion por E. granulosus. Para ello, se procedera en
ovinos inoculados experimentalmente con huevos de E. granulosus a mantener la evaluacion de la
respuesta inmune en forma bimensual durante 3 afios (completando asi un seguimiento de 6 afios)
manteniendo controles trimestrales ecogréaficos para evaluar crecimiento de quistes hidatidicos. Se
aplicaran inmundgenos a animales infectados y a animales sanos para evaluar respuesta inmune celular.
Se aplicaran vacunas EG95 a corderos para evaluar proteccion contra una posterior infeccion
experimental y la respuesta inmune a la vacuna.
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5. INTRODUCCION y ANTECEDENTES

5.1. INTRODUCCION, MANEJO DE FUENTES BIBLIOGRAFICAS Y DESCRIPCION DE
LA SITUACION ACTUAL DEL PROBLEMA

INTRODUCCION:

La equinococcosis quistica o hidatidosis es una zoonosis parasitaria producida por un cestodo
familia Taenidae, género Echinococcus, especie granulosus, descripto en 1786. (Gemmel y col, 1986;
Thompson y col, 2001). Requiere de dos hospederos mamiferos para completar su ciclo de vida. Un
hospedero definitivo, (carnivoro, especialmente el perro) donde se desarrolla la faz adulta o estrobilar y
un hospedero intermediario en donde se desarrolla la faz larvaria o metacestode. (Thompson, 2001)

Cuando huevos de Echinococcus granulosus son ingeridos por hospederos susceptibles
(especialmente el ovino) llegan al estbmago en donde sufren la disgregacion del embridsfero y la
activacion de la oncosfera. Esta exhibe intrincados movimientos ritmicos del cuerpo y los ganchos y
penetran a través de las microvellosidades intestinales pasando a los sistemas linfaticos y venosos para ir
a instalarse definitivamente en alguna viscera, preferentemente higado o pulmén. (Thompson, 2001)

La forma larval o metacestode que se desarrolla es tipicamente unilocular, pleomorfica, llena de
fluido y con una compleja estructura consistente en una membrana germinal interna, compuesta por
celulas de ndcleo circular u ovalado y una membrana cuticular, acelular y elastica (externa), rodeada por
una membrana adventicia y fibrosa producida por el hospedador. (Eckert y col, 2001)

Existen diversidad de cepas de Echinococcus granulosus, algunas de las cuales se encuentran
presente en Argentina: cepa ovina G1, cepa ovina tasmania G2, cepa vaca G5, cepa camello G6 y cepa
porcina G7. (Rosenzvit y col, 1999)

Es una de las enfermedades zoon6ticas de mayor prevalencia en Argentina, Uruguay, Chile, Peru,
el sur del Brasil, produciendo elevados costos para la ganaderia en funcién del valor de las visceras
decomisadas y pérdidas en la produccion de lana, leche y carne; y para los sistemas de salud en razén de
los costos de internacion y tratamiento de las personas. (Larrieu y col, 2000b; Torgerson y col, 2000)

DESCRIPCION DE LA SITUACION ACTUAL.:

En presencia de un quiste hidatidico, la respuesta inmunitaria en los hospederos intermediarios
estd dada por el liquido hidatidico, principal factor responsable de la estimulacion antigénica. Por el
contrario, la capa laminar del quiste hidatidico, acelular y no degradable no estimula el sistema
inmunitario del huésped, aunque se comporta como un filtro que permite el paso de macromoléculas. Por
su parte, el tegumento de la capa germinativa actia como barrera que impide el contacto de los antigenos
del liquido hidatidico con las células inmunocompetentes del huésped.

Es necesario que en la capa germinativa ocurran alteraciones como microfisuras, complicaciones
o roturas que modifiquen sus condiciones de permeabilidad para que la estimulacion antigénica se
produzca y pueda ser detectada por métodos inmunologicos.

Por las caracteristicas ya mencionadas, los quistes de localizaciéon pulmonar tienen menos
posibilidades de adquirir microfisuras en la pared por lo que los quistes pulmonares dan resultados
preponderantemente negativos a las pruebas serologicas usuales. En los quistes hepaticos hay mas
posibilidades de microfisuras y complicaciones y, asi también, de resultados serologicos positivos. Por su
parte, los quistes pequefios y hialinos de cualquier localizacion tienen una baja posibilidad de salida de
inmundgenos y por lo general dan resultados negativos. (Coltorti, 1975; Coltorti y col, 1978)
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La actividad de la oncosfera en su ingreso al organismo, sin embargo, genera una primer respuesta
inmune que puede ser detectada en los 30 dias posteriores a su ingreso al organismo (Larrieu y col, 2005).

No se encuentra especificamente determinado la continuidad de esta respuesta inmune y su
eventual desaparicion y/o reemplazo por la respuesta generada por la salida de inmundgenos del liquido
hidatidico.

En el inmunodiagndstico de la hidatidosis pueden emplearse antigenos crudos o semipurificados
de Echinococcus granulosus obtenidos de liquido hidatidico o protoescolices o también pueden
emplearse alguno de los dos principales antigenos presentes en el liquido: antigeno 5 (termolabil) y
antigeno B (termoestable). Ambos antigenos son lipoproteinas compuestos de diversas subunidades
(52kDa — 67 kDa en antigeno 5; 8-12, 16 y 24 kDa en antigeno B). (Siracusano y col, 1997; Larrieu y
col, 2005)

En el hombre, se ha demostrado que antigeno B es mas especifico que antigeno 5 para el
inmunodiagnoéstico de Echinococcus granulosus. Antigeno 5 presenta reacciones cruzadas con varios
nematodes y cestodes, mientras que antigeno B solo se encuentra en Echinococcus granulosus y
Echinococcus multilocularis. (Ortona y col, 1995; Siracusano y col, 1997).).

En el ovino, por su parte, la informacion es limitada. Las revisiones cientificas (Lightowlers y col,
1986; Craig, 1993; Eckert y col, 2001) han planteado limitaciones al uso epidemiologico de las técnicas
inmunodiagnosticas, fundamentalmente por reacciones cruzadas con otras tenias (Rodrigeuz y col, 1999).
Las investigaciones en el area, sin embargo, son escasas (Eckert y col, 2001).

En 1980 se intento el uso de DD5, HAI e inmunoelectrophoresis utilizandose antigenos totales vy,
en el caso de la DD5, antisueros control antiantigeno 5, resultando esta Gltima técnica la mas sensible y
especifica en un ensayo efectuado con un escaso numero de animales experimentalmente infectados.

En los ultimos afios se ha mejorado la eficiencia diagnostica, tanto con el uso de antigeno B como
con antigenos totales. Elisa, Inmunoblot y HAI han sido utilizados con éxito (Lightowlers y col, 1989;
Moro y col, 1997; Kitelberger y col, 1999; Gatti y col, 2005).

Elisa empleando como antigeno al liquido total (LTH) resulta actualmente la prueba de eleccién
para el diagnostico seroldgico en ovinos pudiendo ser aplicados en programas de vigilancia
epidemiologica y para identificar transmision reciente expresada como infeccion en animales jovenes.
Western blot puede ser utilizada como prueba de confirmacion. (Gatti y col, 2007)

La respuesta inmune en el ovino a la infeccion por Echinococcus granulosus ha sido escasamente
estudiada. En tal sentido, se ha determinado en ovejas experimentalmente infectadas que la deteccién de
anticuerpos antiantigeno 5 comenz6 a los 120 dias post infeccion. Antigeno 5 ha sido detectado mediante
inmunoelectroforesis en quistes hidatidicos y Cisticercos tenuicollis de ovinos. (Conder y col, 1980;
Varela Diaz y col,1977; Lightowlers y col, 1989). Utilizando Elisa en ovinos adultos se detectd respuesta
inmune en los 30 dias posteriores a la infeccion (Larrieu y colo, 2006).

En relacién a la respuesta inmune celular, no se ha publicado informacion en relacion a
hidatidosis.

Una vacuna experimental recombinante obtenida de oncosferas del parasito, denominada EG95, ha
sido desarrollada, protegiendo a los ovinos contra primoinfecciones e infecciones repetitivas por
Echinococcus granulosus, alcanzando con una dosis una proteccion del 82%, con dos 97% y con tres 100%.
Podria ser aplicada a corderos que aun tengan inmunidad calostral, requiriéndose de revacunaciones anuales
para mantener la inmunidad. (Lightowers y col, 1999; Heath y col, 2003)

El tratamiento tradicional de la equinococcosis en el hombre es quirtrgico, aunque en los ultimos
afos se dispone de alternativas menos invasivas, especialmente quimioterapia con albendazol. (Larrieu y
col, 2000a, 2004; Del Carpio y col, 2000). La droga es efectiva en la eliminacién del parasito,
disminuyendo ademas el nimero de reinfecciones en personas tratadas en relacién a las tratadas con
cirugia, lo cual podria estar ligado al efecto del albendazol sobre oncdésferas latentes. (Larrieu y col,
2005)
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5.2. RESULTADOS ALCANZADOS POR EL(LOS) INTEGRANTE(S) DEL PROYECTO

DENTRO DEL AREA DE CONOCIMIENTO DEL MISMO

Infection and reinfection rate by Echinococcus granulosus in rural dogs. Vet Parasitology, 87:281-
286, 1999

Evaluation of the losses produced by hydatidosis and cost/benefit analysis of different strategic
interventions of control in the Province of Rio Negro. Bol Chilen Parasitol 55:8-13, 2000

Hidatidosis en el Departamento Maraco. Bol Chilen Parasitol, 2000

Portadores Asintomaticos de Hidatidosis: Epidemiologia, diagnostico y tratamiento. Rev Panam
Salud Pub. 8:250-257, 2000

Control program of hydatid disease in the Province of Rio Negro, Argentina, 1980-1997. Bol Chilen
Parasitol 55:49-53, 2000

Epidemiological surveillance of human hydatidosis by means of ultrasonography: its contribution to
the evaluation of control program. Acta Tropica, 79:219-223, 2001

Echinococcus granulosus transmission dynamics in ovine of the province of Rio Negro, Argentina,
1980 — 1999. Vet Parasitol. 98:263-272, 2001

Diagnosis of human hydatidosis: predictive value of the rural ultrasonographic survey in an
apparently healthy population. Medicina, 60:466-468, 2000

Human cystic echinococcosis: contribution to the natural history of the disease. Ann Trop Med
Parasitol. 95:679-687, 2001

Risk factors for Hydatidosis in children of Rio Negro Province, Argentina: A study of cases and
controls. Ann Trop Med Parasitol. 96:43-52, 2002

Ultrasonographic diagnosis and medical treatment of human cystic echinococcosis in asymptomatic
school age carriers: 5 years of follow-up. Acta Tropica 91: 5-13, 2004

Diagnosis of cystic echinococcosis in cattle farms in the south of Argentina: areas with a control
program. Vet Parasitol, 2004

Equinococcisis ovina: respuesta inmune Yy fisiopatologia de la infeccion en ovinos experimentalmente
infectados. Rev Med Vet 87: 91-99, 2006

Diagndstico inmunolégico de la equinococcosis ovina. Ciencia Veterinaria 7:27-42

Ovine  echinococcosis I Immunological diagnosis by  enzyme immunoassay.
Vet Parasitol. 143:112-121, 2007
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5.3. TRABAJOS DE INVESTIGACION DE LOS INTEGRANTES RELACIONADOS AL
PROYECTO:

e Evaluacion del impacto de un programa de control de la Hidatidosis en el huesped intermediario
ovino, 1998. Financiacion: Universidad Nacional de La Pampa.

e Relevamiento de la situacion de la echinococcosis/hidatidosis en perros y ovinos de la Republica
Argentina. Facultad de Ciencias Veterinarias de la U. N. de La Pampa. 1999

e Diagndstico de la situacidn de la echinococcosis canina en establecimientos ganaderos del sur de la
Argentina. Proyecto VIGI+A- Banco Mundial. 2002.

e Evaluacion de la respuesta inmune y diagndstico de la equinococcosis ovina mediante un ensayo
inmunoenzimatico. Facultad Ciencias Veterinarias de la U. N. de La Pampa. 2003

e Anélisis de la respuesta inmune a la infeccion por echinococcus granulosus en corderos
experimentalmente infectados y respuesta al tratamiento con albendazol. Facultad Ciencias
Veterinarias, 2006

6. DESCRIPCION del PROYECTO

6.1. PROBLEMA CIENTIFICO, OBJETIVOS, HIPOTESIS Y RESULTADOS ESPERADOS
DEL PROYECTO

Para la determinacion de la tasa de infeccién equinococcosica en el ovino sélo se ha
utilizado el analisis macrocopico en sala de faena (Torgerson y col, 1998, Lahamar y col, 1999;
Dueger y col, 2001; Ruiz y col, 1994; Cabrera y col, 1995; Gemmel y col, 2001; Larrieu y col,
2001a).

Este sistema presenta importantes limitaciones dada por las dificultades para obtener
informacion de todas las categorias de edad (por ejemplo escasa faena de borregos), dificultades
para obtener informacion del lugar de origen de los animales faenados (por ejemplo por faena
concentrada en mataderos extrajuridiccionales), limitaciones en la sensibilidad y especificidad del
método (86% y 95% respectivamente, con un valor predictivo positivo de solo el 62%,
determinados con la utilizacion de veterinarios especialmente entrenados para el diagndstico de la
hidatidosis en salas de faena y que encontraron dificultades diagnosticas en corderos y en quistes
complicados de animales viejos), y limitaciones por la falta de representatividad de los animales
faenados en relacion a la poblacion ovina existente en el area bajo control. (Larrieu y col 2001a)

Como alternativa se ha planteado el uso de la ultrasonografia (Maxson y col, 1996;
Guarnera y col, 2001) aunque este método presenta limitaciones operativas y de equipamiento
para su uso sistematico.

La técnica de Elisa desarrollada en trabajos previos, lograda con el uso de antigenos totales
resultd una prueba diagndstica sensible, especifica y econdmica, que permite su aplicacion en los
programas de control (Gatti y col, 2007; Larrieu y col, 2007).

Asimismo, se aportdé informacion sobre la respuesta inmune de ovinos adultos a la
infeccion por Echinococcus granulosus. Se identificaron quistes fértiles a los 10 meses posteriores
a la inoculacién y oncosferas vivas hasta los 500 dias. Se pudo observar que la respuesta de
anticuerpos en el ovino a la infeccion por Echinococcus granulosus es anterior a la formacion de
liquido hidatidico y resulta de la presencia de la oncosfera. (Larrieu y col, 2006; Gatti y col, 2007)
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La deteccién de la presencia de oncosferas vivas en el higado aport6 fuerte informacion
sobre la patogenia de la enfermedad y resulta de utilidad para comprender la frecuencia de re
operaciones en el hombre luego de la extirpacion de un quiste hidatidico. (Larrieuy col, 2007)

Nuevos estudios longitudinales seroldgicos en ovinos jovenes experimentalmente
infectados se efectlan actualmente (Larrieu y col, no publicado) para clarificar la duracion de la
respuesta inmune dada por la oncosfera infectante en la primo infeccion y la aparicion de la
respuesta de anticuerpos dada por la salida de inmundgenos del liquido hidatidico de
metacestodes formados.

También nuevos estudios mediante ultrasonografia en ovinos jovenes experimentalmente
infectados son actualmente desarrollados para clarificar aspectos de la aparicion y crecimiento del
metacestode y de los tipos de imagenes caracteristicos de cada uno de esos estadios.

En ambos casos, el seguimiento durante tres afios no ha resultado suficiente para dilucidar
los aspectos citados. Asimismo, resulta de interés evaluar las modificaciones posibles en la
capacidad de respuesta inmune celular en ovinos con equinococcosis en relacion a ovinos sin
equinococcosis.

Actualmente, la vacuna EG95 no se encuentra disponible comercialmente en Argentina,
aunque en un laboratorio se encuentra en fase de produccién por lo que se encontraria disponible
a partir de 2008, resultando de interés corroborar su poder protector en un estudio doble ciego
independiente de los duefios de la patente.

HIPOTESIS
1. La respuesta antigénica en corderos experimentalmente infectados se mantendra durante 5
afios posteriores a la inoculacion de huevos de Echinococcus granulosus
2. Iméagenes ultrasonogréaficas hipoecoicas compatibles con equinococcosis seran observadas en
el tercer afio posterior a la inoculacion, observandose modificaciones en tamafio y tipo de
quiste compatibles con envejecimiento del parésito en los tres afios posteriores.

3. Larespuesta inmune celular se encuentra disminuida en ovinos con equinococcosis

4. Lavacuna EG95 protege en un 95% a ovinos con inmunidad calostral con dos dosis aplicadas
en los primeros 60 dias de vida.

OBJETIVOS
1. Determinar la curva de respuesta antigénica en corderos experimentalmente infectados con
Echinococcus granulosus a diferentes dosis de indculo durante un periodo de 6 afios.

2. Determinar la secuencia de aparicion de imagenes ultrasonograficas compatibles con
equinococcosis luego de la infeccion en u periodo de 6 afios.

3. Evaluar la respuesta inmune celular en ovinos con equinococcosis experimental

4. Evaluar la capacidad protectiva de la vacuna EG95
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METODOLOGIA, MODELOSy TECNICAS.

PROTOCOLO 1: DIAGNOSTICO INMUNOLOGICO

Para la prueba de enzimo inmuno ensayo con antigeno LHT (EIE.LHT) cada vial de
antigeno se reconstituira con el volumen adecuado de buffer de sensibilizacion
(carbonato/bicarbonato, ph 9.6) a concentracion de proteinas éptima, determinado por el método
de Bradford (1976).

Las placas (micro strips) se sensibilizan utilizando una concentracién de antigeno de 1
microgramo/pocillo. En cada pocillo se siembran 50 microlitros de antigeno diluido. Se
mantienen 18 horas en camara himeda y se lavan 3 veces, 4 minutos cada vez con buffer de
lavado (P.B.S. Tween 0.3%).

Se agrega a cada pocillo 100 microlitros del suero diluido 1/800 en PBS-Leche 3%-Tween
0.3% y se dej6 45 minutos a 37°. Se aspira el contenido y se lava con buffer de lavado 3 veces. Se
siembran 100 microlitros de conjugado antigamaglobulina ovina marcada con peroxidasa diluida
1/2500 en solucién PBS-Leche 3% - Tween 0.3%. Se incuban 45 minutos a 37°. Se aspira el
contenido y se lava con buffer de lavado tres veces.

Como substrato revelador se utilizan 100 microlitros de ABTS en solucidn liquida (Sigma
MR). Se incuban 45 minutos a 372 y se agregan 100 microlitros de solucién de frenado (SDS 1%).

Como testigo positivo se utiliza suero ovino con hidatidosis confirmado por histologia.
Como testigo negativo se utiliza suero ovino sin hidatidosis, cisticercosis y teniasis intestinal. Se
define la dilucion 6ptima de los sueros testigos y problema por titulacion (diluciones seriadas del
antisuero y del conjugado hasta obtener la méxima dilucién que permita diferenciar muestras
controles positivo alto, positivo bajo y negativo, utilizandose el mismo protocolo que para la
técnica). Se siembran los sueros testigos y problema. Cada suero se procesa por duplicado. En
cada microplaca se incluyen 3 sueros negativos y 1 positivo.

Las lecturas se efectuan en un lector vertical de placas con filtro a 405 nm.

El “cut - off” se determinara mediante el uso de curva ROC. En cada microplaca se
incluiran 3 sueros negativos y uno positivo. (Coltorti, 1986; Gatti, 1996; 2007).

PROTOCOLO 2: OBTENCION DE MUESTRAS DE SANGRE EN OVINOS

En los animales vivos inoculados experimentalmente en el afio 2006 se obtendra 10 cc. de
sangre de la vena yugular, de animales sujetados en posicion de pie y con la cabeza fijada
lateralmente, utilzdndose agujas 25/8 y jeringas plasticas descartables.

Los tubos seran rotulados con el nimero de identificacion del animal (protocolo 5) y la
fecha de obtencion.

El suero se extraera mediante centrifugacion, se conservara refrigerado a 5°/8° hasta su
remision a laboratorio (48 hs maximo) en donde se mantendra en freezer a —20° hasta su
procesado.

PROTOCOLO 3: NECROPSIA

Todos los animales seran necropsiados en los ultimos 3 meses del proyecto segun
protocolo estandarizado (Larrieu y col, 2005).
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PROTOCOLO 4: DIAGNOSTICO HISTOLOGICO

Las muestras hepéticas de tejido normal y de lesiones con morfologia hidatica y/o
compatibles con hidatidosis seran estudiadas histolégicamente.

Para ello se empleara la técnica de tincion Hematoxilina-Eosina (Jubb, Kennedy, Palmer.
1993). En los casos en que se presenten quistes calcificados y/o contaminados, se utilizara la
técnica de tincion de PAS (Periodic Acid Schiff - Reactivo de Acido Periodico de Schiff).

PROTOCOLO 5: INFESTACION EXPERIMENTAL

Obtencidén de Echinococcus granulosus:

Se dosificaran perros de areas endémicas de la Provincia de Rio Negro con el tenifugo B.
de Arecolina (Larrieu y col, 1999). Los especimenes de Echinococcus granulosus obtenidos se
conservaran en solucion fisioldgica adicionada de penicilina a una temperatura de 8/10°.

Animales de experimentacion:

Se seleccionaran corderos de una majada existente en un establecimiento de la localidad
de General Pico, Provincia de La Pampa , los cuales seran identificadas mediante caravana
numerada. Se establecerd 1 grupos de 4 animales y uno de 2 animales. (testigo)

Obtencidn y procesado de sangre

Se obtendran muestras de sangre en la forma establecida en protocolo 2, siendo
procesados por Elisa (protocolo 1).

Post inoculacion se obtendran cada 48 horas muestras de sangre hasta aparicion de
seropositividad. Posteriormente se obtendrdn muestras mensuales hasta el sacrificio de los
anmales.

Inmunizacion
El grupo de cuatro animales sera inmunizado con dos dosis de vacuna EG95 a los 15 dias
de edad y a los 60 dias. El grupo testigo recibira dos dosis de solucidn fisiologica

Preparacion y administracion de inoculos

Se prepararan inoculos de 5 cc de solucion fisioldgica con dosis de 1000 huevos separados
de los proglotidos maduros a través de microscopia inversa , los que se aplicaran individualmente
con puncién intraruminal .al grupo de cuatro animales. (Conder y col, 1980; Torgerson y col,
1998; Larrieu y col, 2005)

PROTOCOLO 6: ULTRASONOGRAFIA
Los ovinos experimentalmente infectados en el afio 2006 se evaluardn mediante

semestralmente mediante ultrasonografia para estimar parametros de respuesta y crecimiento,
segun protocolo estandarizado (Larrieu y col, 2005)
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PROTOCOLO 7: DETERMINACION S DE LA RESPUESTA INMUNECELULAR

Vacunacion y Muestreo:

Independientemente del tratamiento indicado para los grupos, las ovejas seran vacunadas por via
subcutanea contra brucelosis al inicio del periodo experimental. Se aplicara la vacuna indicada
para rumiantes mayores, constituida por la cepa 19 viva de Brucella abortus, con una
concentracion de 15-30 x 10° células bacterianas en fase lisa por dosis de 2 ml (Texnovac
Argentina). Se tomaran cuatro muestras sanguineas de la vena yugular en tubos heparinizados de
10 ml al momento de la aplicacion de la vacuna (dia 0), y a los 20 40 y 60 dias posteriores a la
inoculacion.

Estimulacion leucocitaria:

La estimulacion sera llevada a cabo mezclando en placas de 24 pocillos 1 ml de sangre con 100 pl
de PBS (control negativo) o con igual volumen de antigénico especifico (brucelina, 40 pg/ml). El
antigeno desprovisto de preservativos sera diluido en 100 pl de PBS. El cultivo se incubara por
18-24 horas a 37° C en una atmdsfera conteniendo un 5% de CO,. El sobrenadante sera retirado y
congelado a -20° C para la posterior cuantificacion de IFN-y (Weynants et al., 1995; Jacques et al.,
2007).

Determinacion de IFN-y:

El contenido de IFN-y sera determinado usando un kit de ELISA (IFN-y EASIA, Biosource
Europe, Belgium). La lectura de las placas se hard con una longitud de onda de 450 nm. Se
determinara la absorvancia media de los controles negativos, estableciéndose el limite de corte
(cut-off) como la media de la absorvancia de los controles negativos mas 0.150 como es
recomendado por el fabricante.
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6.2.CONTRIBUCION AL CONOCIMIENTO CIENTIFICO Y/O TECNOLOGICO Y A LA

6.3.

RESOLUCION DE LOS PROBLEMAS

Los programas modernos de control de la equinococcosis quistica requieren de la ejecucién de
estudios epidemioldgicos de base sobre las cuales medir el impacto de las actividades desarrolladas
para cortar el ciclo de transmision.

Las bajas prevalencias actuales en los tres hospederos principales en programas de control como
los de las Provincias de Rio Negro y Tierra del Fuego, requieren de la utilizacion de técnicas mas
sensibles y especificas que las aplicadas hasta el momento.

En el caso del ovino, se encuentra disponible el analisis macroscépico en sala de faena, sobre el
que se han planteado importantes limitaciones y una técnica de ELISA, utilizando antigeno total
para el diagndstico seroldgico de la equinococcosis quistica en ovinos naturalmente infectados,
esperandose en el presente estudio aportar informacion sobre la respuesta inmune a todo lo largo de
la vida del animal, a los efectos de interpretar adecuadamente los resultados de la serologia cuando
son aplicados en programas de control.

En igual forma se espera dilucidar aspectos relacionados a la aparicién de imégenes ecogréficas
en funcion del crecimiento del parasito, los cuales podran ser aplicados al diagndstico de la
equinococcosis en el hombre.

Asimismo, se espera aportar nueva informacion sobre la produccion de antigenos y la respuesta
inmune humoral y celular en corderos experimentalmente infectados.

Finalmente, se espera corroborar la capacidad protectiva de la vacuna EG95, sujeto a su
disponibilidad en el mercado

CRONOGRAMA ANUAL de ACTIVIDADES

- Primer afio: Obtencion de equinococcus, preparacion y administracion de incoculos.
Inmunizacion. Inoculacion experimental. Controles seroldgicos y ultrasonograficos en grupo
experimental 2006 y grupo experimental de ovinos 2008.

- Segundo afo: Necropsia grupo de animales 2008. Controles seroldgicos y ultrasonograficos
mensuales grupo de animales 2006

- Tercer afo: Controles seroldgicos y ultrasonograficos. Necropsias Analisis histopatoldgicos.
Analisis seroldgicos. Analisis de resultados
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7. INFRAESTRUCTURA'Y PRESUPUESTO

7.1. INFRAESTRUCTURA, EQUIPAMIENTO, SERVICIOS Y OTROS BIENES
REQUERIDOS POR EL PROYECTO YA EXISTENTES EN ESTA INSTITUCION:

- Infraestructura de la Catedra de Patologia General y Anatomia Patologica de la Facultad de
Veterinaria de Gral Pico para los estudios histoldgicos

- Infraestructura de la Céatedra de Parasitologia y Enfermedades Parasitarias para la preparacion de
inéculos.

- Mantenimiento de la majada y extraccion de las muestras por parte del equipo de investigacion.

7.2. INFRAESTRUCTURA, EQUIPAMIENTO, SERVICIOS Y OTROS BIENES
NECESARIOS PARA EL PROYECTO Y NO DISPONIBLES EN ESTA FACULTAD

- Infraestructura del laboratorio de Salud Ambiental Viedma para el andlisis seroldgico
- Apoyo de la Unidad de Parasitologia del Instituto Nacional de Microbiologia Carlos Malbran para la
provision de antigenos.

7.3. JUSTIFICACION DE LA ADQUISICION O FACTIBILIDAD DE ACCESO EN
CONDICIONES DE PRESTAMO O USO DE LOS BIENES NO EXISTENTES EN ESTA
INSTITUCION

7.4. ESPECIFICAR OTRAS FUENTES DE FINANCIACION:

- Programa de control de la hidatidosis de la Provincia de Rio Negro
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7.5. PRESUPUESTO ESTIMADO PARA EL PROYECTO PRESENTADO (TOTAL Y
ANUAL) *

- Equipamiento e Infraestructura

Lupa parasitoldgica $ 10000
- Bienes de Consumo

Material de Vidrio, Caravanas, Pipetas, Jeringas, Agujas $ 4000.

Ovinos de experimentacion $ 3000

Bibliografia $ 1000.

Viaticos, pasajesy combustibles (asistencia a congresos, tareas de campo) $ 4000

Fardos de pasto $ 4000
Kit para andlisis de respuesta celular $ 3000
Lo Al e $ 29000
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