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RESUMEN:

La enfermedad Equinococosis quistica (EQ) es endémica en la provincia de Rio Negro,
Argentina, y por esto, se desarroll6 un programa de control utilizando praziquantel en
perros a partir de 1980. En el 2009 se incorporo la vacunacion de ovinos con la vacuna
recombinante EG95 en algunas areas de la provincia. El objetivo del estudio fue evaluar la
respuesta humoral a la vacunacion, determinando titulos de anticuerpos contra la proteina
EG95 en condiciones de campo. Los corderos recibieron dos dosis con la vacuna EG95
seguidas de una dosis Unica de refuerzo, cuando los animales tenian 1 — 1.5 afios de edad.
El &rea de trabajo abarco una zona de vacunacién comprendida por los siguientes parajes:
Anecon Grande (lat. -41.3215 long -70.2742), Rio Chico Abajo (lat. -41.7098 long-
70.4761) Mamuel Choique, Nahuel Pan y una regién de control sin vacunacién integrada
por: Blancura Centro (lat.: -40.4238-long: -69.6146) y Lipe tren, ubicadas en la provincia
de Rio Negro, representando un &rea total de 5.820 Km? Todos los animales vacunados
fueron identificados con una caravana de color diferente para cada afio del proyecto. Se
evalud la respuesta de anticuerpos especificos contra la proteina EG95 en muestras de
suero de 341 animales. De éstos, 178 pertenecian al grupo vacunado y 163 correspondian
a los grupos control no vacunados. Las respuestas anti-EG95 se determinaron utilizando
un lector de placas ELISA automatizado. Después de la tercera vacunacion, a los 1-1,5
afios de edad, hubo un aumento del titulo mayor que el observado después de dos
inmunizaciones. Esta respuesta se mantuvo longitudinalmente a lo largo del tiempo, por lo
menos 5 afos.

Palabras clave: Equinococosis, vacuna EG95, Ovino, respuesta humoral.



Capitulo I-Introduccion:

La Equinococosis quistica (EQ) es una enfermedad parasitaria causada por la
infeccion de la fase larvaria del parasito cestodo Echinococcus granulosus (EG). La
infeccion se transmite generalmente entre animales de produccién ganadera de pequefio
porte, especialmente ovina y caprina, y los perros. Los seres humanos también pueden
desarrollar EQ si los huevos de las heces de un perro infectado son ingeridos
accidentalmente. En los seres humanos la infeccidén se manifiesta como masas quisticas,
comunmente halladas en el higado y/o los pulmones. La enfermedad es reconocida por
la Organizacién Mundial de la Salud como una importante enfermedad tropical
desatendida (Larrieu y Zanini, 2012).

Desde el desarrollo de la muy efectiva droga praziquantel, a nivel mundial, la
mayoria de los esfuerzos para controlar la transmision de E. granulosus (EG) se han
basado en el tratamiento de perros con este fArmaco. Sin embargo, en muchas areas, las
dificultades para acceder a la poblacion de perros de forma suficientemente regular, han
limitado la eficacia de los esfuerzos de control, de modo que la interrupcién de la
transmision del parasito no se ha logrado (Budke et al., 2008; Larrieu y Zanini, 2012).

Biologia de Echinococcus granulosus
Agente etioldgico:

La equinococosis quistica (EQ) o hidatidosis es una zoonosis parasitaria
producida por un endoparasito perteneciente al Phylum Platyhelminthes, Clase Cestoda,
familia Taeniidae, género Echinococcus, especie granulosus.

Desde los tiempos de Hipdcrates de Cos (hacia 460-380 aC), se conocia la
hidatidosis en los seres humanos. En tanto Rudolp Leuckart es el primero en describir el
ciclo bioldgico de la tenia en 1853, publicando en 1863 una revision sobre su biologia
en animales y el hombre (Leuckart, 1863 citado por Rausch, 1995; Thompson, 1995).

El género Echinococcus fue establecido para la forma larval, designandolo
Taenia visceralis socialis granulosa por Goeze en 1782, mientras que Batsch en 1786
adopta el sistema binario de nomenclatura y le asigna el nombre Hidatigena granulosa
(Thompson, 2001).

El parasito requiere de dos hospederos mamiferos para completar su ciclo de
vida. Un hospedero definitivo, (carnivoro, especialmente el perro) desarrolla la faz



adulta o estrobilar y un hospedero intermediario (ovino, bovino, caprino) en donde se
desarrolla la faz larvaria o metacestode (Thompson, 2001).

Existen diversidad de cepas de E.G., 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 (Eckert et al., 1997; Rosenzvit et al., 1999; Kamenetzky
et al., 2002).

Forma adulta o estrobilar:

La forma adulta corresponde a una tenia blanca que mide de 3 a 7 mm de
longitud que se localiza en el intestino delgado del hospedador definitivo.

Posee un organo especializado de fijacion (escolex) que incluye dos coronas de
ganchos ubicados en el rostelo y cuatro 6rganos musculares. El cuerpo es segmentado y
consiste en un numero de unidades reproductivas o proglétidos (generalmente 4),
resultando la reproduccion sexual y hermafrodita. Los proglétidos maduros,
conteniendo un promedio de 587 huevos fértiles, son eliminados con la materia fecal del
hospedador a razén de 0.071 progl6tidos por tenia por dia (Gemmel et al., 1995;
Thompson, 2001).

El tiempo de vida del parasito se encuentra comprendido entre 10 meses y 4
afios (Thompson, 2001). En la figura 1 se observa una microfotografia de un E.G y su
ubicacion intestinal.

Figura 1: Microfotografia de un Echinococcus granulosus y su ubicacion
intestinal (Thompson, 2001).

Huevos de E.G.



Los huevos son de caracteristicas ovoideas, de 30 a 40 micras de diametro,
conteniendo un embridn hexacanto (oncosfera o primer estado larval) envuelto en varias
membranas y una gruesa pared queratinizada y de alta resistencia (embriosforo)
(Thompson, 2001).

Morfologicamente no son distinguibles de los huevos de otras tenias.
Actualmente es posible identificarlos mediante técnicas de Reaccion en Cadena de la
Polimerasa, PCR (Cabrera et al., 2002).

Son muy resistentes a las condiciones climaticas pudiendo permanecer viables
un afio en un amplio rango de temperatura (4 a 15 grados centigrados). Son sensibles a
la desecacion pudiendo morir en 4 dias a una humedad ambiente de 0% o en 5 dias a
una temperatura de 60°C (Gemmel et al., 1995; 2001).

Depositados en el ambiente, los huevos pueden llegar a desplazarse hasta 180 m.
del lugar de la defecacion y pueden ser dispersados en areas de hasta 30000 ha. por
dipteros y escarabajos copréfagos que actGan como transportadores, contaminando
grandes extensiones de campo, el agua de arroyos y pozos de bebida, verduras, etc.,
pudiendo también permanecer adheridos a los pelos y ano del perro. (Gemmel et al,
1995, 2001).

Forma larval o metacestode:

Cuando huevos de E.G. 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 penetran a traves 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 células de ndcleo circular u ovalado y una membrana
cuticular, acelular y eléstica (externa), rodeada por una membrana adventicia y fibrosa
producida por el hospedador (Eckert et al., 2001).

La reaccion local del organismo a la presencia del metacestode incluye
infiltracion inflamatoria con presencia de eosinofilos, neutréfilos y linfocitos e
hiperplasia del tejido conectivo dada por fibras eosindfilas con nucleo fusiforme
(Cavagion et al., 2002).

Las formaciones quisticas en el ovino suelen ser multiples (Eckert et al., 2001).
La reproduccion en el metacestode es asexual y consiste en la produccion por parte de la
membrana germinal de cientos de protoescélices invaginados y vesiculas hijas.
Tabiques internos y septos pueden ir separando la cavidad principal en maultiples
cavidades secundarias (Cavagion et al., 2002).

La membrana germinal, desde el punto de vista de la ultraestructura, es similar al
tegumento de la forma estrobilar y consiste en un sincitium con microtrichias
proyectadas en la membrana laminar (Thompson, 2001).



La reorganizacion de la oncdsfera y la formacion de las membranas germinal y
laminar ocurren rapidamente (en los primeros 14 dias). El periodo prepatente es largo
pudiendo tardar, segun distintos autores, entre 2 a 6,5 afios en producir protoescdlices
(Eckert et al., 2001; Thompson, 2001; Torgerson et al., 2003).

En ovinos experimentalmente infectados se han identificado protoescolices en
un solo quiste hepatico a los 584 dias posteriores a la infeccion (Gusbi et al., 1991). El
meta cestode puede sobrevivir durante toda la vida del animal (Eckert et al., 2001).

La presencia de protoecélices transforma al quiste hidatidico en fertil y si estos
ademaés se hallan vivos, se clasifica al quiste hidatidico como viable (Cavagion et al.,
2002), (Yildiz et al., 2003).

La fertilidad aumenta con la edad del animal. Ello puede visualizarse
considerando distintos trabajos de campo, por ejemplo, Cabrera et al., (1995), describen
un 4.5% de quistes fértiles en animales de tres afios de edad con una viabilidad del 36%,
Torgerson et al, (2003b), por su parte informan 50% de quistes ovinos fértiles a los 6,6
afios de vida del animal, mientras que Dueger et al (2001) encuentran un 0% de quistes
fértiles en ovinos menores de 3 afios. También se ha notificado que el nimero de
protoescdlices viables aumenta con el tamafio del quiste (Yildiz et al., 2003) y
disminuye en animales menores de 3 afios de edad (Dueger et al., 2001).

figura 2. Esquema de la estructura de la oncésfera y del metacéstode
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Extraido de la Tesis Doctoral Analisis de la respuesta inmune y diagnostico de la equinococosis quistica en ovinos mediante un
ensayo inmunoenzimatico. (Larrieu et al 2004).

Ciclo bioldgico:

Los carnivoros se infectan por la ingestion de protoescolices viables ubicados en
las visceras infectadas por la forma larval. ovinos (Ovis aries) parasitados pueden ser
faenados por el hombre con fines de alimentacion o pueden morir en el campo por otras
causas. Si sus visceras son ingeridas por un perro o por otro carnivoro, los cientos de
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embriones hexacantos contenidos en un quiste hidatidico seran liberados en el intestino
del animal dando lugar a la formacion de nuevas tenias (Gemmel et al., 1995; 2001).

El periodo prepatente es corto, aproximadamente 7 semanas, momento en que
comienza la liberacion con la materia fecal del perro (Canis comunis) del primer
progldtido maduro con su carga de huevos infectantes. (Gemmel et al., 1995; 2001).

La reinfeccion de los canes es rapida. Perros de areas endémicas tratados con
antihelminticos han mostrado en Uruguay tasas de infeccion del 5,2% a los 60 dias
posteriores al tratamiento y del 18,6% a los 120 dias, mientras que, en Rio Negro,
Argentina, resultaron del 6,7% y 21,3% respectivamente (Cabrera et al., 1996; Larrieu
etal., 1999).

Infestaciones repetidas generadas por ingestion de protoescolices presentes en
quistes hidatidicos fértiles pueden generar inmunidad natural en los perros. Se ha
sefialado que hasta un 50% de ellos pueden adquirir inmunidad luego de la sexta
infestacion (Gemmel et al., 1995; 2001).

Los ungulados (ovinos, bovinos, porcinos, caprinos, guanacos, etc.) adquieren la
infeccion por la ingestion de huevos del parésito liberados al ambiente (Thompson,
2001).

La proporcién de huevos que se transforman en quistes viables en el ovino es de
0,0033 (Gemmel et al., 1986; Torgerson et al., 1998).

El potencial bidtico de E.G. (nimero potencial de quistes viables que pueden ser
producidos por perro infectado por dia) es bajo comparado con otros cestodes, por lo
que la presién de infeccion en el ovino puede no ser suficiente para producir inmunidad
adquirida por ingestion continua de huevos, especialmente en las dos semanas
siguientes a la infestacion. En areas de alta prevalencia, la presencia masiva de huevos
podria generar en los ovinos inmunidad adquirida, la cual puede permanecer largo
tiempo e impedir una nueva infestacién o puede perderse cuando las areas de pastoreo
permanecen libres de huevos durante 6 a 12 meses, provocando un aumento de la
prevalencia de la infestacion con la edad (Gemmel et al., 1986; Cabrera et al., 1995).

Si bien el ciclo principal de E.G. comprende animales domésticos, pueden
producirse ciclos selvaticos entre el zorro (Dusicyon culpaeus, Dusicyon griseus, Vulpes
vulpes) y la liebre (Lepus europaeus) (Schantz et al., 1976; Gemmel et al., 2001).

Las distintas cepas de E.G. pueden poseer periodos de prepatencia de diferente
magnitud y diferente infectividad para el hombre (Eckert et al., 1997; Rosenzvit et al.,
1999).
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Figura N° 3 Ciclo de transmision:

Ingostion of oysts
(in orgens)

L

s

A\ - estado infectivo
A~ estado diagnost

1: Forma adulta en intestino delgado del perro; 2: oncésfera embrionada en materia
fecal; 3: oncosfera penetra en pared intestinal del hospedador intermediario; 4
principales localizaciones del metacestode: higado y pulmén; 5: protoescdlices
intraquisticos; 6: escolices enganchados en pared intestinal.
(http://www.alaskanmalamutes.es/perros/salud/tenias-perros.html)

Equinococosis quistica en el hombre:

El hombre es hospedero del metacestode y se infecta al ingerir huevos fértiles
adheridos al ano o pelos de perros parasitados o por la ingestion de verduras o aguas
contaminadas con materia fecal canina.

Los huevos eclosionan liberando el embridn hexacanto en el intestino delgado,
pasan a la circulacion venosa hasta alojarse en el higado (principal localizacion),
pulmoén (segunda localizacion de importancia) u otra viscera o tejido, donde se formara
la hidatide o quiste hidatidico (generalmente solo uno) (Ammann et al., 1995).

Sintomas clinicos, patologia, diagnostico:
En los animales:

El perro:
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Puede ser portador de cientos de parasitos en el intestino delgado (especialmente
en los primeros 30 cm) sin que este sufra dafios o sintomas aparentes (Eckert et al.,
2001).

El diagndstico es por identificacion macroscépica del parasito, en la necropsia o
luego de la dosificacion del perro con el tenifugo bromhidrato de arecolina.
Actualmente se dispone de otros métodos indirectos, tal como la identificacion de
antigenos parasitarios en materia fecal del perro o en sangre (Craig, 1997; Eckert et al.,
2001).

Herbivoros:

El quiste hidatidico crece muy lentamente y pueden transcurrir muchos afios
hasta que alcance un tamafio que pueda causar sintomas al animal. Segun la edad de
faena, por tanto, pueden permanecer asintomaticos durante toda la vida del animal. Sin
embrago, segun el 6rgano afectado, el tamafio y nimero de los quistes presentes y su
interaccion con estructuras adyacentes pueden presentarse sintomas vinculados a las
lesiones producidas por el parasito en sus diversas localizaciones, aunque con especial
referencia a disfuncion hepatica (Eckert et al., 2001).

El diagndstico esencial es post mortem en sala de faena. La morfologia es
suficientemente caracteristica para identificar quistes hidatidicos maduros. Sin embargo,
lesiones pequefias pueden requerir de cortes seriados de higado y pulmén cada 2 mm
para asegurar su identificacién. Quistes complicados requieren de la confirmacion
histoldgica, en donde la identificaciébn de una membrana acelular positiva con o sin
membrana germinal adyacente es caracteristica especifica para la confirmacion (Craig,
1997; Eckert et al., 2001; Cavagion et al., 2002).

El diagnoéstico mediante ultrasonografia (Guarnera et al., 2002) y mediante
diversos métodos inmunoldgicos (Craig, 1997) se encuentra ahora disponible, aunque
con importantes limitaciones practicas.

Se ha reportado una disminucién causada por equinococosis quistica del 2.5% en
el peso de la canal ovina y del 11% en el namero de corderos nacidos (Torgerson et al.,
2003).

En el hombre

El crecimiento del metacestode dependera del potencial evolutivo del embrion
hexacanto, del tejido circundante y de la resistencia del hospedador. Puede ser muy
rapido (5 o 10 cm en pocos afos) y generar sintomas graves con riesgo de muerte para
el portador o puede comportarse en forma benigna, crecer no mas de 2 a 7 cm y
envejecer con su portador sin producir dafo a la salud (Frider et al., 1999; Larrieu et al.,
2001; Larrieu, 2002).
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Los sintomas variaran de acuerdo con la viscera afectada. En la localizacién
hepética se observara mala digestion, tumores abdominales, ictericia y dolor hepético;
en la localizacion pulmonar dolores de pecho, fatiga, cansancio y tos (Ammann et al.,
1995).

Figura 4: Fotografia tomada por M. Odriozola en Bariloche, Rio Negro
(Archivada en Ministerio de Salud de Rio Negro)

-

El diagndstico puede ser clinico, inmunolégico (doble difusion cinco,
enzimoinmuno ensayo, western blot o0 mediante imagenes (ultrasonografia, tomografia,
radiologia (Ammann et al., 1995).

El tratamiento tradicional es quirdrgico, aunque en los Gltimos afios se dispone
de alternativas menos invasivas, tal como puncion-aspiracién, videolaparascopia y
quimioterapia con albendazol (Nahmias et al., 1994; Dermirbilek et al., 2001;
Ramachandran et al., 2001; Peléez et al., 2002; Larrieu et al., 2003).

Epidemiologia:
Factores de riesgo:

La equinococosis quistica afecta principalmente a los habitantes de zonas
rurales. Los principales factores de riesgo son la cria de lanares asociada a la tenencia de
gran numero de perros y al habito de faenar ovinos adultos para consumo propio y
alimentacion del perro.

Estudios de casos y testigos han permitido cuantificar estos y otros factores de
riesgo para la equinococosis quistica (Cohen et al., 1998; Campos-Buenos et al., 2000;
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Larrieu et al., 2002). Los de mayor importancia epidemiologica detectados en el analisis
multivariado, para un area rural de la Provincia de Rio Negro son: faenar ovinos en el
domicilio (OR 3.2 1C95% 1.3-9.1), convivir con un elevado nimero de perros en los
primeros afios de vida (OR 2.6 1C95% 1.3-46.8), antecedentes de casos de hidatidosis
en el nacleo familiar (OR 2.5 1C95% 0.0-6.7) y utilizar agua no potable para beber (OR
0.1, 1C95% 0.05-0.4, factor de proteccion). Asimismo, es estadisticamente significativo
el aumento del riesgo en funcion de poseer un mayor nimero de perros durante la vida
(p: 0.0003) y el nimero de afios de vida del hombre en el medio rural (p: 0.033)
(Larrieu et al., 2002). Similares resultados, en especial la identificacién del agua no
potable como factor de riesgo, ha sido notificado (Cohen et al., 1998; Campos-Buenos
et al., 2000).

Pérdidas econémicas:

La equinococosis quistica es una de las enfermedades zoondticas que produce
mayores perdidas econdmicas en funcion del valor de las visceras decomisadas,
pérdidas en la produccidon de lana, leche y carne y para los sistemas de salud debido a
los costos de internacion y tratamiento de las personas (Larrieu et al., 2000c).

Distribucion y ocurrencia:

América del Sur se encuentra entre las regiones del mundo mas afectadas por la
equinococosis quistica, existiendo varios estudios relacionados a la prevalencia de la
enfermedad en los distintos hospedadores, antes de la aplicacion de medidas de control
que han modificado la historia natural de la enfermedad en algunos paises de la region:

A. Estimacion de la prevalencia de la infeccion en el ovino mediante
estudios en sala de faena: 26% en el sur del Brasil, 77.4% en Perud, 80% en Region Xl 'y
60% en Regidn XII en Chile y 18% en Uruguay. En Argentina se ha notificado un 61%
de prevalencia en la Provincia de Rio Negro, 75% en la Provincia de Tierra del Fuego y
59.3% en lIslas Malvinas (De Zabaleta et al., 1986; Ruiz et al., 1994; Cabrera et al.,
1995; Moro et al., 1999; Zanini et al., 1999; Dueger et al., 2001).

B. Estimacion de la prevalencia en perros mediante encuestas con
bromhidrato de arecolina: 28.3% en Brasil, 32% en Per(, 10.7% en Uruguay, 54% en la
Region X1y 71% en la Region XII de Chile. En Argentina se ha reportado el 42% en la
Provincia de Rio Negro, 28.2% en Neuquén y 40.2% en Cushamen, Chubut. (Vidal et
al., 1990; Ruiz et al., 1994; Moro et al., 1999; Larrieu et al., 20002).

C. Estimacion de la prevalencia en el hombre mediante tamizajes
ultrasonograficos aplicados en poblacion humana no sintomatica: 1.6% en Tacuarembo,
Uruguay, 1.6% en Florida, Uruguay, 3.6% en Durazno, Uruguay y 5.1% en
Vichaycocha, Pert. En Argentina se ha notificado el 5.5% en Rio Negro y 14.2% en
Loncopué, Neuquén (Larrieu et al., 2000b, 2001b; Cohen et al., 1998; Carmona et al.,
1998; Frider et al., 1988; 2001).

15



Desde el punto de vista de la incidencia en el hombre, se ha estimado en mas de
2000 los casos humanos nuevos notificados cada afio en la regidn, con tasas de
incidencia del 41 x 100000 en la region patagonica del sur de la Argentina, 80 x 100000
en la Region XI de Chile y 100 x 100000 en el Departamento Flores de Uruguay (Ruiz
etal., 1994).

La tasa de reproduccion del parasito (Ro), sin la aplicacion de medidas de
control, fue estimada en Uruguay mediante la aplicacion de modelos matematicos
determindndose un valor de 1.2, indicativo de un estado endémico de transmision
parasitaria (Cabrera et al., 1995).

Control y vigilancia de la equinococosis:
Control:

En América del Sur, los primeros programas estructurados fueron el Programa
Piloto de Estudio y Lucha contra la Hidatidosis desarrollado por la Provincia del
Neuquén, Argentina, en el Departamento Huiliches entre los afios 1970 y 1985 (De
Zabaleta et al., 1986) y el Programa Piloto de Control de la Hidatidosis desarrollado en
el Departamento de Flores, Uruguay, a partir de 1973. Ambos programas se basaron en
la dosificacion de perros con bromhidrato de arecolina cada seis semanas.

Programas exitosos basados en la desparasitacion sistematica con praziquantel,
se han desarrollado posteriormente en Uruguay, Chile y Argentina, con distintos
modelos de organizacion.

En las regiones X1y XII de Chile el Servicio Agricola Ganadero (SAG) logré en
1977 llevar la prevalencia en perros a solo el 0.35% y en ovinos al 1.3% (Ruiz et al.,
1994).

En Uruguay, la autbnoma Comision Honoraria de Lucha contra la Hidatidosis
logré en 1997 una prevalencia en perros del 0.7% y en ovinos de 4/6 dientes del 7.6%
(Economides et al., 2001).

En Argentina los Servicios Provinciales de Salud Publica, extendieron en el
periodo 1975 — 1982 los programas de control a la totalidad de las Provincias del
Neuquén, Rio Negro, Chubut, Santa Cruz y Tierra del Fuego colocandose bajo control
64000 canes en 437636 Km? (Ruiz et al., 1994).

En la Provincia de Rio Negro en 1997 la prevalencia en perros habia disminuido
al 2.3% y en ovinos al 18% determinandose una tasa de reproduccion del parasito de
0,53%, indicativo de un estadio reproductivo hacia la extincion. La prevalencia de
portadores humanos de quistes hidatidicos determinada con ultrasonografia, por su
parte, bajo al 1.1% (Larrieu et al., 20008, 20012, Frider et al., 2001).
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En la Provincia de Tierra del Fuego, en 1996, la prevalencia en perros era del
2.5%, en ovinos del 1.1% y en nifios de 7 a 13 afios de edad del 0% (Zanini, 1999).

En las Islas Malvinas, en 1993 la prevalencia en ovinos era de solo el 0.16% y
en perros 2.1% (Reichel et al., 1996).

Un resumen de las cifras iniciales de prevalencia y del impacto de los programas
de control se presenta en Tabla 1.

En los ultimos afios se han desarrollado nuevas tecnologias para el control de la
equinococosis quistica.

Una vacuna experimental recombinante obtenida de oncosferas del parésito,
denominada EG95, protege a los ovinos contra primoinfecciones e infecciones
repetitivas por E.G., alcanzando en modelos experimentales (Heath et al. 2003) 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 et al., 1999; Heath et al., 2003).

Con relacion a la desparasitacion sistematica canina, no se han desarrollado
nuevas drogas luego del praziquantel, aunque la informacién disponible permite estimar
ahora que intervalos de tratamientos méas prolongados (hasta cada 12 semanas) podrian
ser efectivos en llevar el parasito hacia la extincion (Cabrera et al., 2002).

Tabla 1: Estudios epidemioldgicos de base y de impacto en diferentes programas

control de América del Sur.

Region Estudios de base |Estudios de impacto | Estudios de impacto
Brasil (Rio Grande) 1983 (1) - 1998 (14)
Perros (%) 28.3
Ovinos (%) 26 30.2
Casos (n°) 45 28
Screening (%) 1.7
Pert1 (Sierra Central) 1992 2002 (3, 4)
Perros (%) (1,2) 51-79
Ovinos (%) 26 38
Casos (n°) 26.7 2000
Screening (%) 600 5.1 (US)

5.7 (DD5)
Uruguay 1991 (1) 1994 (5) 1997/8 (6, 7)
Perros (%) 10.1 0.7
Ovinos (%) 41 16.1 8.5
Casos (x100000) 12.4 9 6.5
Screening (%) 0.04 (EIE**)
Argentina(Rio Negro) 1980 (8) 1998 (8) 2003 (9)
Perros (%) 41 2.9 2.5
Ovinos (%) 61 18
Casos (x100000) 79 22
Screening (%) 2 (DD5) / 1.6 (US**) 0.4 (US**)
S(US**)
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Argentina (Tierra del 1980 (10) 1985 (11) 2001(11)
Fuego)

Perros (%) 36 27 2.5

Ovinos (%) 52 20 2.5

Casos (x100000) 3.1
Screening (%) 0.2 (US**)
Chile(Region XI-XII) 1979 (1) 1991 (12) 2003 (13)
Perros (%) 54-71 6.5-5.4 ?

Ovinos (%) 80-60 36.1-7 ?-17.2
Casos (x100000) 38-80 7-42.6

Screening (%)

Perros: encuestas con bromhidrato de arecolina o coproantigenos.  Ovinos:
encuestas en salas de faena. Casos humanos: registros del sistema de salud

Screening: encuestas en poblacidn con ultrasonografia (US) o DD5 o Elisa
**: Estudios en poblacion escolar

1: (Vidal et al., 1990; Ruiz et al., 1994; Cabrera et al., 1995; Moro et al., 1999;
Zanini, 1999; Larrieu et al., 2000; Dueger et al., 2001; Economides et al., 2001; Zanini,
2002; Larrieu et al.2003)

Programa de Control en Rio Negro:

Las actividades desarrolladas en el programa de control, vigente hoy en Rio
Negro se basan en la desparasitacion de perros con praziquantel (droga tenicida no
ovicida) a la dosis de 5 mg/kg cada seis semanas (a los efectos de eliminar la biomasa
parasitaria durante el periodo prepatente), educacion para la salud, control de la faena
para garantizar el no acceso de perros a visceras y legislacion para la regulacion de las
poblaciones caninas y definicion de responsabilidades de gobierno y ganaderos.

Vigilancia epidemioldgica:
Los sistemas de vigilancia epidemioldgica integrados a los programas de control
han incluido tradicionalmente:

. Identificacién de perros parasitados mediante su dosificacion con el
tenifugo bromhidrato de arecolina al 1% a la dosis de 4 mg/kg de peso vivo (Schantz,
1973).

. Vigilancia de la infeccion en el hombre mediante el registro de los casos
humanos operados y mediante tamizajes serologicos con doble difusion cinco o
enzimoinmunoensayo (Coltorti et al., 1978; Coltorti, 1986).

. Identificacién de ovinos parasitados mediante el analisis macroscépico
en sala de faena (Larrieu et al., 2001?%; Cabrera et al., 2003).
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Las posibilidades actuales, por su parte, incluyen a variadas herramientas:

. Determinacion de la tasa de infeccidn en el perro mediante la deteccion
de coproantigenos tanto como técnica de tamizaje (copro — EIE) como de confirmacion
(copro — WB) (Craig, 1997; Guarnera et al., 2000), aplicable tanto para la determinacion
de perros infectados (muestras individuales) como de predios infectados (muestras de
materia fecal recogidas del ambiente). Este sistema alcanza una sensibilidad y
especificidad del 100% en perros portadores de tenias adultas, utilizando al bromhidrato
de arecolina como prueba patron, mientras que copro - WB presenta una sensibilidad
del 88% y una especificidad del 100% si copro — EIE es utilizado como positivo de
referencia (Guarnera et.al, 2000). En muestras obtenidas directamente del ambiente, la
sensibilidad y especificidad del copro — WB es del 70% y 100% respectivamente
(Guarnera et al., 2000).

. Tamizaje ultrasonografico, disponible para la determinacién de la tasa de
infeccion en el hombre, con una sensibilidad y especificidad del 100% y 95.6%,
respectivamente (Del Carpio et al., 2000).

Tabla 2: Historia de la prevalencia de Equinococosis en Rio Negro (Larrieu et al.,
2009).

1986 1997 2008

Infestacion en
ovejas 60% 20%

(datos de
faena)

Infestacion en
perros 41,5% 5%

(Bromhidrato
de arecolina)

Casos 38 X 3,7 X
notificados 100.000 100.000

Infestacion en nifios
(6 a 14afios 5,6 % 1,2% 0,38 %
diagnosticados  por
ecografia abdominal

. Determinacion de la infeccion en el ovino mediante ultrasonografia
(Maxon et al., 1996; Guarnera et al., 2001) aunque presenta limitaciones operativas de
accesibilidad y equipamiento para su uso sistematico.
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En el afio 2003 el programa establecié la prevalencia final para la equinococosis
canina en base al test de arecolina (5.2% 1C95% 3.2-8.1) y procedio a su reemplazo por
el uso de coproELISA como prueba tamiz y westernblot (WB) como prueba de
confirmacion (Guarnera et al., 2000; Cavagion et al., 2006; Pérez et al., 2006) efectuado
sobre muestras de materia fecal canina recogidas del suelo de cercanias de las viviendas
rurales, a las que se denomindé Unidad Epidemioldgica (UE), seleccionadas en
muestreos simples, aleatorios y estadisticamente representativos estableciendo, asi, una
nueva linea base para el sistema de vigilancia (Pérez et al., 2006). La nueva unidad de
observacion fue “UE” resultando positivas aquellas con al menos una muestra positiva a
coproELISA/WB, expresandose los resultados como UE con al menos una muestra
positiva / total de UE estudiadas.

Por sus diferencias epidemioldgicas, las UE fueron divididas para los muestreos
en establecimientos ganaderos (productor con una superficie predial definida y un
numero variable de animales) y en comunidades de poblacion originaria (definida como
una vivienda de un productor con un ndmero de animales en un territorio predial
compartido por varias familias pertenecientes a una comunidad).

La linea base establecida en el periodo 2003-2004 en la Provincia de Rio Negro
para coproELISA/WB indico de 662 muestras de materia fecal canina 37 positivas
(5.4%. 1C95% 3.0-6.7) extraidas de 236 UE resultando 32 (13.6.7% IC95% 8.0-17.6)
con transmision presente (Pérez et al., 2006)

Histéricamente EQ fue una enfermedad altamente endémica en la provincia de
Rio Negro, Argentina, instaurandose desde 1980 un programa de control en Rio Negro.
El programa ha involucrado visitas a los campos 4 veces por afio por Agentes Sanitarios
distribuyendo praziquantel a los productores, con instrucciones para tratar a sus perros.
Ademas, los veterinarios del Ministerio de Salud llevaron a cabo estudios de
prevalencia en perros y educacion sanitaria incluyendo a los escolares.

Se han realizado tamizajes de la poblacion humana por ultrasonido para detectar
EQ en forma temprana (Larrieu et al., 2000; Salviti et al., 2015).

El programa ha tenido éxito en la reduccién de la incidencia de la EQ en
humanos (5.6% a 0,3% en nifios de edad escolar) y en perros (41.5% a 2.5%), pero no
suficientemente para evitar la transmision continua del parasito y manteniendo ciertos
niveles de incidencia de la enfermedad en humanos (Larrieu et al., 2011,2012; Salviti et
al., 2015).

La vacuna EG95 para ovinos se ha desarrollado como una nueva herramienta
para ayudar en el control de la transmisién de E. granulosus. La vacuna es altamente
efectiva en la reduccion de EQ en ovejas expuestas a la infeccién experimental con E.
granulosus. (Lightowlers, 2006; Gauci et al., 2011).

La evidencia de inmunidad inducida por la vacuna con anticuerpos Sericos,
indica que estos, juegan un papel significativo en la inmunidad a los cestodos taenidae,
que es creada por anticuerpos oncosfericos. Otras pruebas que indican la funcion de los
anticuerpos fijadores del complemento en la inmunidad estimulada por las vacunas del
antigeno de la oncosfera recombinante, incluyendo el EG95, provienen de ensayos in
vitro de muerte de la oncosfera. En los cuales los parasitos mueren en cultivo de suero
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de animales vacunados. Se ha encontrado una clara asociacion entre la presencia de
anticuerpos especificos inducida por la vacuna EG95 y la proteccion contra la infeccion
en ovejas. Se dispone de pocos datos sobre el uso de la vacuna EG95 en situaciones de
campo Yy la induccion de niveles protectores de anticuerpos mediante la vacunacion
EG95.

El ministerio de salud en Rio Negro se comprometio6 a probar la introduccion de
la vacunacion EG95 en corderos como un complemento a su actual programa de control
QH. EIl programa de vacunacion comenzé en diciembre de 20009.

La primera evaluacion del impacto se realiz6 utilizando métodos seroldgicos en
2012. Esta evaluacion inicial se realizd con 275 ovejas de dos afios de edad basada en
ELISA/WB. Se determind que doce de los 154 animales vacunados eran positivos
(7.8%) mientras que en el area testigo 33 de 84 ovejas se encontraron positivas (38.3%),
siendo las diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).

Se realizd una segunda evaluacion del impacto mediante necropsia en ovejas
viejas en 2015. Las ovejas vacunadas tuvieron una disminucién significativa de la
prevalencia de infeccidn por E. granulosus 21.1% en 2015 en comparacion con 56.3%
en 2009 (P=0.03), aunque los resultados hallados en un modelo extensivo a campo estan
lejos de la proteccidn alcanzada en modelos experimentales a corral.

En relacion con el nimero y el tamafio de los quistes hidatidicos, 1.5 quistes por
animal se encontraron en la zona testigo mientras que 0.3 quistes fueron encontrados
por cada animal infectado en el area donde se aplicd la vacuna, después de 5 afios de
programa (Larrieu et al, 2015). Todos los quistes hallados fueron pequefios, menores a 1
cm y uno solo fue viable. El ensayo demostr6 que la vacuna EG95 es una valiosa
herramienta para ayudar a reducir la transmision de EG.

Hay poca informacion sobre la respuesta humoral y la longevidad de la
inmunidad contra EG en ovejas inducida por la vacuna EG95 (Poggio et al, 2016) No se
ha informado sobre las respuestas a la vacuna en condiciones de campo en un programa
de control. Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue evaluar la respuesta humoral y su
evolucion a lo largo del tiempo, en ovinos vacunados con EG95 bajo condiciones de
campo en el programa de control de Rio Negro.

OBJETIVO

Evaluar la respuesta humoral y su evolucion a lo largo del tiempo, en ovinos
vacunados con EG95 bajo condiciones de campo.

Capitulo 11 Materiales y métodos:
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Area de trabajo:

El &rea de trabajo abarca una zona de vacunacion comprendida por los siguientes
parajes: Anecon Grande (lat: -41.3215 long -70.2742), Rio Chico Abajo (lat. -41.7098
long-70.4761) Mamuel Choique, Nahuel Pan y una region de control sin vacunacion
integrada por: Blancura Centro (lat.-40.4238-long -69.6146) y Lipetren, ubicadas en la
provincia de Rio Negro, Argentina, con un area total de 5820 Km?,

Hay cinco centros de salud en el area de trabajo designada. En cada uno de ellos
trabaja un agente sanitario responsable del primer contacto del sistema de salud con el
productor. En estas areas, al inicio del programa, existian 16.511 ovejas y 4.696
corderos, de los cuales 9.383 ovejas y 3.146 corderos estaban en la zona de vacunacion
y 7.128 ovejas y 1.550 corderos estaban en la zona control, con un rango de 10 a 200
animales por productor. Es comdn que los campos no estén subdivididos con
alambrados, dando por resultado movimientos transfronterizos de ovejas y de perros.

Vacunacién:

Para la vacunacion se utilizé la vacuna EG95 liofilizada y suministrada completa
(incluyendo el adyuvante Quil A) en viales que contienen 50 o 100 dosis, producida por
la Universidad de Melbourne (Gauci et al., 2015). La vacuna se rehidrat6 con agua
destilada estéril en la mafiana del dia de uso. Un ml de vacuna reconstituida que
contenia 50 pg y 1 mg de Quil A se inyecté subcutaneamente en el cuello (Lightowlers
et al., 1999). Las actividades de vacunacion comenzaron en el mes de diciembre de
2009.

Todos los animales vacunados fueron identificados con una caravana de color
diferente para cada afio del proyecto: amarillo (YT) en el primer afio y sucesivamente
blanco (WT), rojo (TR), verde (GT), azul (BUT) negro (BKT). Los animales no fueron
identificados individualmente, por lo tanto, un animal con caravana es un animal que
recibié al menos una dosis de vacuna (tabla 3). El esquema de vacunacién fue de dos
dosis de vacuna en corderos jovenes. Aplicadas cada treinta dias, mas una inyeccion de
refuerzo Unica cuando los animales tenian un afio de edad.

El nimero de dosis de vacuna empleadas fue de 21.447 en seis cohortes anuales
de corderos. De estos, 6.431 dosis fueron colocadas en corderos con una caravana
amarilla (YT) en el primer afio, y sucesivamente 4.449 en corderos con caravana blanca
(WT), 1.949 caravanas rojas (TR), 2.562 verdes (GT), 3.001 caravanas azules (BUT) Y
2.865 caravanas negras (BKT) en el dltimo afio (Paykari et al.,2008). Durante el tercer
afio de actividades, la erupcion del Volcan Puyehue en Chile, afecto el programa. La
ceniza que cayo0 sobre el area de trabajo condujo a la muerte de muchos animales.
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Obtencion de muestras:

En el sexto afio del programa, en la region de vacunacion de cada campo se
seleccionaron 2 ovejas de cada caravana de color al azar (las primeras 2 capturadas en el
corral), excepto en el primer grupo vacunado (YT) donde se eligieron 8 ovejas. En la
region de control sin vacunacion, la seleccion de animales para el muestreo de sangre
fue similar, implicando la seleccion de 3 cohortes de ovejas de edades similares a las de
los grupos vacunados (cordero, 3-4 afios, oveja vieja). Los sueros también se obtuvieron
de un grupo adicional de corderos de control que se derivaron de un area conocida por
no ser endémica para la equinococosis (Puerto Madryn, Argentina) (total de 4 grupos de
control). Se obtuvieron 10 ml de muestra de sangre de puncién yugular. Las muestras de
sangre se centrifugaron para obtener suero y se mantuvieron a 5°C antes de enviarlas al
laboratorio donde las muestras se mantuvieron a -20°C.

Laboratorio:

Las respuestas de anticuerpos especificos anti EG95 se evaluaron en muestras de
suero de 341 animales. De éstos, 178 pertenecian al grupo vacunado y 163
correspondian a los grupos control no vacunados (tabla 3).

Las respuestas anti-EG95 se determinaron usando procedimientos similares a los
descriptos por (Heath et al., 2012; Poggio et al., 2016). En resumen, el antigeno EG95
para ELISA se prepar6 expresando EG95-6HIS en E. coli y purificando la construccion
con Protino Ni-TED / IDA (Macherey-Nagel, Duren, Alemania). Se determinaron las
concentraciones optimas de antigeno y conjugado usando titulaciones de tableros de
analisis de sueros positivos y negativos. Se afiadi6é un volumen de 50 pl de EG95-6HIS
a 1 pug/ ml en tampon de recubrimiento a cada pocillo de ensayo de placas de ELISA de
Nunc Inmunosorb y se incubaron a temperatura ambiente durante la noche. Las placas
se lavaron y se bloquearon con 300 pl / pocillo de solucion de bloqueo (900 pl de
solucion salina tamponada con fosfato, 100 ml de suero de caballo adulto, 1% de rojo de
fenol) durante 1 hora a temperatura ambiente. Los sueros se ensayaron en solucién de
bloqueo a una dilucion de 1: 200. Las placas se lavaron 3 veces y se afiadieron 100 pl de
IgG anti-oveja de burro conjugada con peroxidasa de rabano (Invitrogen, Carlsbad, CA.
USA.), 1: 3000 en solucion de bloqueo y se incubaron a temperatura ambiente durante 1
hora. Después de lavar las placas, se anadieron a cada pocillo 100 pl de sustrato de
ABTS (&cido 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) 0,5 mg / ml en tampodn
fosfato citrato 70 mi, pH 4,2). Las placas se incubaron en la oscuridad durante 20
minutos, se detuvieron mediante la adicion de 50 ul de fluoruro de sodio al 2% y las
placas se leyeron posteriormente a 405 nm utilizando un lector de placas ELISA
automatizado.
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Anadlisis estadistico:

El nivel especifico de IgG EG95 en muestras de suero de grupos vacunados y no
vacunados se expresé como el valor medio de la densidad optica (DO) a 405 nm mas la
desviacion estandar.

Se utilizaron analisis de ANOVA unidireccional (analisis de varianza) para
comparar los valores de ELISA DO entre 6 cohortes diferentes de ovinos vacunados y 4
no vacunados, asi como pruebas de Fisher y Tukey post ANOVA.

Se utilizé la prueba t de Student para comparar los valores medios de
absorbencia entre los ovinos vacunados y no vacunados. Todas las pruebas se realizaron
utilizando MINITAB 16.

Declaracion de ética:

En cuanto a las preocupaciones éticas en torno al protocolo de tratamiento de
ovejas utilizadas en este estudio, los protocolos experimentales fueron aprobados por el
Comité de Investigacion de la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad
Nacional de La Pampa. El estudio se realiz6 siguiendo las normas del Servicio Nacional
de Sanidad Animal relativas al bienestar de los animales.

Capitulo 111 Resultados:

En la Figura 5 se muestran los valores medios de la absorbencia de ELISA y las
desviaciones estandar de todos los grupos de ovejas vacunadas (promedio 0,76 £ 0,33) y
no vacunadas (promedio de 0,24 + 0,12). El andlisis de la prueba t de Student indicd
diferencias significativas entre los valores de DO405nm entre ovinos inmunizados con
EG95 y las ovejas no vacunadas (p <0,0001). También se evidenciaron diferencias
significativas en el andlisis de ANOVA, en los valores de DO405nm cuando se
compararon las 4 cohortes de animales no vacunados y las 6 cohortes de ovinos
vacunados (F = 75,5, R2 67,3, p <0,001). ANOVA también demostrd diferencias
significativas en los valores de DO405nm cuando sélo se consideraron las 6 cohortes de
ovinos vacunados (F = 17,8, p <0,001).
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El analisis post ANOVA, por su parte, no revelé diferencias significativas entre
animales no vacunados de diferentes edades, sin embargo, las diferencias entre los
grupos vacunados y no vacunados fueron evidentes, asi como algunas variaciones entre
los grupos de animales vacunados con el tiempo.

Las respuestas de IgG especificas a la vacunacion con EG95 se muestran en la
Figura 1 como los valores medios de DO4osnm con IC del 95% en grupos vacunados con
EG95 (n = 178) y ovejas no vacunadas de similar edad (n = 163). Se indujo una
respuesta de anticuerpo anti-EG95 en todos los grupos de ovinos inmunizados, 4 veces
mas alta (0,828) que la media observada en los grupos de control (0,218). Se detectd un
mayor grado de dispersion entre los valores mas extremos dentro del conjunto de datos
de ovinos vacunados en comparacion con los grupos de control no vacunados que
muestran una menor variabilidad (Figura 1). Las respuestas de anticuerpo EG95 en
ovejas de diferentes cohortes no inmunizadas y vacunados se muestran en la Figura 2 y
revelan el aumento sostenido en la respuesta observada en animales después de la
tercera inmunizacion.

Cordero caravaneado

(8
L$::

FIGURA N°1 FIGURA N° 2
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< 4 f
Extraccion de sangre para serologia

Evaluacion macroscépica de visceras rojas

FIGURA N2 3 FIGURA N° 4

Capitulo 1V Discusién:

Los datos descriptos aqui indican que después de la tercera vacunacién con la
vacuna EG95, a un afio de edad, las respuestas de 1gG especificas detectadas en el suero
de ovejas aumentaron a un nivel mayor que las observadas después de la segunda
inmunizacion y que esta respuesta se mantuvo longitudinalmente a lo largo del tiempo,
por lo menos 5 afios. La proteccidn contra la infeccion proporcionada por la vacunacion
ha sido detallada por Larrieu et al., (2013) Se encontraron cuatro ovejas en el grupo YT
con seis quistes hidatidicos, todos ellos pequefios (1x1, 3 cm a 0,2x0, 2 cm). De estos, 2
se encontraron en el higado (fértiles) y 4 en el pulmén (0,3 quistes promedio por
animal). En 13 animales no vacunados, se detectaron 47 quistes hidatidicos (1,4 quistes
por animal), algunos mayores a 5 cm. Una diferencia estadisticamente significativa se
demostro en el nimero de quistes encontrados en ovinos del grupo control y el grupo
vacunado (p=0,02) (Larrieu et al., 2013). Estos datos respaldan resultados previos que
sugieren que la vacuna EG95 es adecuada como una medida de control eficaz para
reducir el nivel de transmision de E.granulosus en ovejas y que probablemente se
refleje en una menor prevalencia de infeccion humana (Heath et al., 2003; Larrieu et al.,
2013; 2015).
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En una revision, (Heath et al., 2003) hacen referencia a un ensayo de seguridad
y eficacia de la vacuna EG95 que involucra a 50.000 y 100.000 corderos en las
provincias de Qinghai y Xinjiang de China. Se aplicaron dos inyecciones que indujeron
un alto nivel de anticuerpos y que protegieron a los animales en un 85% frente a un
desafio natural. Estos permanecieron 12 meses en el suero de los animales vacunados
generando proteccién a la infeccion parasitaria. Después de una tercera inyeccion
administrada de 6 a 12 meses después de la segunda vacunacion, se indujo un nivel mas
alto de anticuerpos y se alcanz6 hasta el 100% de proteccion. Estos datos son
coincidentes con nuestros resultados, de aqui que las respuestas serolégicas especificas
a la vacunacion pueden ser detectadas al menos un afio después de dos inmunizaciones
en corderos y que las respuestas aumentaron, a raiz de una tercera inmunizacién de los
animales al afio de edad.

Heath y Koolaard, (2012), presentaron pruebas que apoyan una asociacién
directa entre el titulo de anticuerpos anti-EG95 y el nivel de proteccion contra una
infeccion experimental con E. granulosus.

En el ensayo utilizado por Heath y Koolaard, (2012), un nivel especifico anti-
EG95 a 1:400 de dilucion a DO 405 nm indicé un nivel de proteccion de 1.0. (Poggio et
al., 2016), identificaron un nivel similar de proteccién asociado a animales que tenian a
DO405 nm mayor a 1.0 y un nivel de proteccion reducido (84%) en animales que tenian
niveles mas bajos de anticuerpos (alrededor de 0,7). En este trabajo hemos identificado
las respuestas de anticuerpos especificos en ovejas después de 3 dosis de la vacuna
EG95 en condiciones de campo y en un programa de control que se corresponden con
los niveles mostrados anteriormente para ser protector contra infecciones por desafio
experimental (Poggio et al. ,2016).

Las comunidades nativas donde se llevo a cabo este programa de control son
remotas y tienen una infraestructura rudimentaria. En muchos casos tampoco era posible
que los productores tuvieran todos sus animales disponibles para las vacunaciones
cuando debian hacerlo. Por esta razén, algunos animales pueden haberse perdido una o
mas de sus dosis programadas. Las faltas de fiabilidad en el hecho de poder administrar
inmunizaciones a animales individuales probablemente contribuyeron a la variabilidad
en las respuestas de anticuerpos individuales observadas y probablemente también
contribuyeron en el nivel de proteccion mas bajo observado en el ensayo de campo en
comparacion con los resultados después de la infeccion con desafio experimental en
ovinos vacunados (Poggio et al., 2016).

Este ensayo se realiz6 utilizando procedimientos aplicables si la vacuna EG95 se
implementara como un procedimiento de rutina para la prevencion continua de la
transmision de E. granulosus. En tales circunstancias, no se esperaria que los animales
fueran identificables individualmente, y algunos animales pueden no recibir a uno 0 mas
de sus vacunaciones.

En el ensayo de campo descripto aqui, se observé una reduccion de los
anticuerpos anti-EG95 especificos en los 3° y 4° afios del estudio (figura 6) coincidiendo
con el periodo posterior a la erupcién del volcan Puyehue en Chile que produjo
desnutricion y mortalidad animal.
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Se necesita mas informacion para determinar si seria acertado aplicar una nueva
vacuna de refuerzo en animales durante su cuarto o quinto afio de vida, con el fin de
proporcionar proteccion a los que sobrevivieron mas alla de esta edad.

Figura 5. Mediana, rango intercuartil y el rango del suero de 1gG especifico anti-EG95

Respuestas del anticuerpo (OD) medicion en EG95 vacunados y no vacunados
ovejas en 2015, en la provincia de Negro, Argentina.

1,61

1,41

1,2

1,0

0,8 0,828 2

oD

0,6

0.4

0,2 —=——0,218

0,0 1

Average Control Average Vaccinated

Figura 6. Mediana, rango intercuartil y el rango del suero de 1gG especifico anti-EG95
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Respuestas del anticuerpo (OD) medicion en diferentes cohortes de la vacuna

EGO5y

Ovejas no vacunadas en 2015 en la provincia de Negro, Argentina.

1,61
1,4
1,21
1,0
0,8 -

oD

0,6 -
0,4 -
0,2

0,0 -

Tabla 3: Caracteristicas de los no vacunados y ovejas vacunadas con EG95 entre 2009

Y 2015, en la Provincia de Rio Negro, Argentina en 2015.-
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Ovejas cohortes | muestras de | Edad en| Vacuna | Observacion Accion
(caravana codigo**| sangre en el 2015 | cién
2015 en 2015
vacunados (YT) 89 5/6 afios| 3 dic.2009 1° cord. | 2009 diagndstico
Vacunados YT* | inicial
(Larrieu et al,2013)
13 4 afios | 3 dic.2010 12 cord
Vacunados (RT)
vacunados RT*
Vacunados (BUT) | 15 3afios | 3 dic.2011 1° cord
Vacunados BUT*
14 2 afios | 3 dic.2012 1° cord | 2012 1° estudio de impacto
Vacunados(GT) vacunados GT* | ( Larrieu et al,2013)
Vacunados (WT) | 12 lafo |2 dic.2013 1° cord
vacunados WT*
Vacunados (BKT))| 35 60 dias | 1 dic.2014 1° cord
vacunados BKT8
Total, vacunados | 178 2015segundo estudio de
faiaa impacto y evaluacion de
anticuerpos especificos en
todo el grupo vacunado
Control de ovejas | 81 5/6 afioy 0 area de trabajo
viejas
Control de ovejas | 25 3/4 afos 0 area de trabajo
Cordero de Control| 47 30/60 di| O area de trabajo
Control cordero NE 10 30 dias | 0 Area no endémica
Total 163 2015 evaluacion de
Vacunados ** anticuerpos especificos
** EGI5, respuesta
en no todo el grupo
vacunado
TOTAL 341

4 * Edad de vacunacion: 30, 60 y 365 dias en primera, segunda y tercera dosis respectivamente

5 ** Numero de caravana: BKT (negro), WT (blanco), GT (verde), BUE (azul), RT (rojo), YT

(amarillo)

6 *** ovejas de rio Chico Abajo, Anecon Grande, Mamuel Choique **** ovejas de Blancura

Centroy

7 Puerto Madryn
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