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RESUMEN

El inmunodiagnéstico en € ovino presenta problemas de sensibilidad y especificidad
que limitan su aplicacion en sistemas de vigilancia de la enfermedad. El Objetivo del
trabgjo fue desarrollar una técnica sensible, especifica'y econdmica para € diagndstico
de la echinococcosis quistica en ovinos naturamente infectados y evaluar la validez de
la necropsia como prueba de referencia. 247 ovinos fueron estudiados en sala de faena
confirmandose los diagnésticos parasitolégicos mediante histologia. Los sueros
obtenidos fueron procesados mediante enzimo inmuno ensayo con tres preparaciones
antigénicas: LHT (liquido hidatidico total), S2B (fraccion purificada de LHT) y B y
confirmados mediante western blot. EIE con las tres preparaciones antigénicas fue
eficaz para discriminar E. granulosus de Cisticercos tenuicolis y Taenia spp. Sueros de
ovinos negativos macroscopicamente resultaron reactivos a EIE y positivos a WB. La
sensibilidad fue de 89.2% para LHT, 80.0% para S2B y 86.4% para B. La especificidad
fue del 89.5% para LHT, 93.9% para S2B y 92.8% para B en €l total de la mgada. La
sensibilidad en corderos resulté de 78.6 con LHT, 75.0 con S2B y 64.3 con B. El
diagnostico macroscopico en sala de faena demostré tener limitaciones como prueba de
referencia para e inmunodiagnéstico de la equinococcosis quistica en € ovino,
resultando necesario incluir histologia y WB como pruebas de referencia. EIE result
una técnica con sensibilidad y especificidad adecuadas para su uso en sistemas de
vigilancia y evaluacion de programas de control, resultando LHT la preparacién
antigénica de mayor valor.

Palabras Claves. equinococcosis quistica, ovinos, inmunodiagndstico, enzimo inmuno
ensayo.

INTRODUCCION

EQUINOCOCCOSIS QUISTICA es una zoonosis parasitaria producida por un
endoparésito perteneciente a Phylum Platyhelminthnes, Clase Cestoda, familia
Taeniidae, género Echinococcus, especie granul osus.

Requiere de dos hospederos mamiferos para completar su ciclo de vida. Un hospedero
definitivo, (carnivoros, especialmente € perro) donde se desarrolla la faz adulta o
estrobilar y un hospedero intermediario (ungulados, especialmente el ovino) en donde
se desarrollalafaz larvaria 0 metacestode (Thompson and Mac Manus, 2001).

La informacién sobre inmunodiagnéstico en e ovino es limitada. Se ha intentado € uso
de la hemaglutinacion indirecta (Yong et a., 1978, Conder et a., 1980, Bakos et d.,
1985), doble difusion cinco (Yong et al., 1979, Conder et al., 1980) y enzimo inmuno
ensayo (Craig y Richard, 1981, Yong et al., 1984, Lightowlers et al., 1984, Ming, 1986,
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Lloyd et a., 1991) con escaso éxito en tanto ninguna de estas experiencias logro
sistematizar ninguna prueba seroldgica para el ganado (Craig, 1997).

Se ha sefidado que las principales limitaciones para € inmunodiagnostico en € ovino
son |as reacciones cruzadas con otras tenias (forma larval de Taenia hydatigenay forma
larval de Taenia ovis), presencia de falsos positivos y baja sensibilidad (Lightowlers et
al., 1995, Craig, 1997, Eckert et al., 2001).

La necropsia es utilizada como prueba diagnéstica de eleccion (Eckert et a., 2001)
sendo también empleada como prueba de referencia para estimar sensibilidad y
especificidad de las pruebas inmunodiagndsticas.

El desarrollo de pruebas de tamizgje podria ser de especia interés para identificar
animales portadores de quistes hidatidicos cuando se importan ovinos desde areas
endémicas a areas libres de infeccion (Craig, 1997, Eckert et al., 2001), para identificar
establecimientos ganaderos con focos de transmisién en los programas de control o
como sistema de vigilancia epidemiol 6gica para evaluar la prevaencia de lainfeccion.

Por €lo, los objetivos de presente trabgjo son desarrollar una técnica
inmunodiagnostica de tamizaje sensible, especifica y de gecucion sencilla'y evaluar la
eficiencia de la necropsa como prueba de referencia para las pruebas
inmunodiagnosticas.

MATERIALESY METODOS

Poblacion y area de trabajo

Se trabg6 con ovinos en e momento de ser faenados (animales naturamente
infectados) en 5 salas de faena de la Provincia de Rio Negro, en donde la prevalencia de
infeccién en ovinos esdel 18% (Larrieu et al., 2001).

Fueron clasificados en funcién de la edad en corderos (0 a 6 meses), borregos (7 a 23
meses) y adultos (24 mesesy mas)

Se estudiaron en total 247 animales, de los cuales 85 (34.4%) correspondieron a
corderos, 60 (24.3%) a borregos y 102 (41.3%) a adultos 176 (71.3%) resultaron
machosy 71 (28.7%) hembras.

Se recolectaron muestras de sangre en tubos plésticos descartables, obteniéndose 10 cc
de sangre en forma directa de la vena yugular en e momento del sacrificio. Los tubos
fueron rotulados con € numero de identificacion utilizado para la identificacion del
animal.

El suero se extrajo mediante centrifugacion y se conservo refrigerado a 5°/8° hasta su
remision a laboratorio antes de las 48 hs., en donde se mantuvieron a -20° hasta su
procesado.

Prueba de enzimo inmuno ensayo (EIE)

Se desarroll6 como prueba tamiz la técnica de EIE utilizando tres diferentes tipos de
antigenos. liquido hidatidico total (LHT) obtenido segln técnica de Coltorti (1986),
antigeno S2B obtenido segun técnica de Coltorti et al. (1990) y antigeno B obtenido
seguin técnica de Oriol (1971). Los antigenos fueron provistos por € Instituto Nacional
de Microbiologia “ Carlos Malbran”.

Para la prueba de enzimo inmuno ensayo con antigeno LHT (EIE.LHT) cada via de
antigeno se recongtituyé con € volumen adecuado de buffer de sensibilizacion
(carbonato/bicarbonato, ph 9.6) a concentracion de proteinas Optima, determinado por €l
método de Bradford (1976).
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Las placas (micro strips) se sensibilizaron utilizando una concentracion de antigeno de 1
microgramo/pocillo. En cada pocillo se sembraron 50 microlitros de antigeno diluido.
Se mantuvieron 18 horas en camara himeda y se lavé 3 veces cada vez 4 minutos con
buffer de lavado (PBS Tween 0.3%).

Se agregd a cada pocillo 100 microlitros del suero diluido 1/800 en PBS-Leche 3%-
Tween 0.3% y se dgj6 45 minutos a 37°. Se aspir6 € contenido y se lavo con buffer de
lavado 3 veces. Se sembraron 100 microlitros de conjugado antigamaglobulina ovina
marcada con peroxidasa diluida 1/2500 en solucién PBS-Leche 3%-Tween 0.3%. Se
incubaron 45 minutos a 37°. Se aspird € contenido y se lavo con buffer de lavado tres
VeCes.

Como substrato revelador se utiliz6 100 microlitros de ABTS en solucién liquida
(Sigma MR). Se incubaron 45 minutos a 37 y se agregaron 100 microlitros de solucién
de frenado (SDS 1%).

Como testigo positivo se utilizé suero ovino con hidatidosis confirmado por histologia
Como testigo negativo se utiliz6 suero ovino sin hidatidosis, cisticercosis y teniasis
intestinal. Se defini6 la dilucion Gptima de los sueros testigos y problema por titulacion
(diluciones seriadas del antisuero y del conjugado hasta obtener la maxima dilucién que
permita diferenciar muestras controles positivo alto, positivo bajo y negativo,
utilizandose € mismo protocolo que para la técnica). Se sembraron los sueros testigos y
problema. Cada suero se procesd por duplicado. En cada microplaca se incluyeron 3
sueros negativosy 1 positivo.

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

El valor de corte se determiné mediante curvas ROC (receiver operating characteristic)
mediante planilla Excel segiin disefio de Graeiner (1995).

Para enzimo inmuno ensayo con antigeno S2B (EIE.S2B). Cada via de antigeno se
reconstituyé con e volumen adecuado de buffer de sensibilizacion (PBS 7.2), las placas
(micro gtrips) se sensbilizaron utilizando una concentracion de antigeno de 0.15
microgramo/pocillo). El suero fue diluido 1/400. Para enzimo inmuno ensayo con
antigeno B (EIE.B), finamente, cada vial de antigeno se reconstituy6 con € volumen
adecuado de buffer de sensbilizacién (PBS 7.2). Las placas (micro strips) se
sensibilizaron utilizando una concentracion de antigeno de 0.10 microgramo/pocillo. El
suero fue diluido 1/400. Sueros testigo, sembrado en placa, lectura y estimacion del
valor de corte se aplicd en igual forma que con LHT.

Pruebas de referencia

Como prueba patron se utilizé e diagnéstico macroscopico en sda de faena con
confirmacién de positivos mediante estudios microscopicos y € diagndstico
inmunol 6gico mediante Western Blot (WB).

Para ello, en sala de faena los ovinos seleccionados fueron inspeccionados a los efectos
de determinar la presencia de Echinococcus granulosus, Cisticercus tenuicollis (forma
larval de Taenia hydatigena), Cigticercus ovis (forma larval de Taenia ovis) y Taenia
Spp (tenias intestinales).

Se procedié a revisar visuamente y por papacion higado, pulmon, corazén, rifion, y
epiplones, se efectuaron cortes en las mismas visceras para detectar quistes
intraparenquimnatosos y se efectud palpacion y cortes en musculo masetero. Finamente
se procedi6 ala aperturalongitudinal de intestino delgado.

En sda de faena se extrgeron 26 muestras compatibles con hidatidosis y/o formas
quisticas de pardsitos no caracteristicas a diagnéstico macroscopico para su
confirmacién histolégica, siendo conservadas en formol a 5% hasta su remisién a
laboratorio.
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Fueron estudiadas con la técnica de tincion Hematoxilina-Eosina (Jubb y Kennedy,
1993). En los casos en que se presentaron quistes calcificados y/o contaminados, se
complemento con latécnica de tincion de PAS (Jubb y Kennedy, 1993).

Los ovinos que resultaron positivos a la prueba tamiz y negativos a diagnostico
macroscopico fueron estudiados mediante la técnica de WB. Para ello se efectud la
separacion de proteinas mediante SDS-Page (Laemli, 1970) utilizandose gel de
poliacrilamida de 0.75 mm de espesor, en una cuba Mini Protean Il de Bio Rad. En cada
cale se sembraron las muestras problema, un control positivo y uno negativo. La
corrida se realizd a 200V, 60 mA y 30W durante aproximadamente 1 hora.

La transferencia a nitrocelulosa se efectud en buffer correspondiente 1 horaa 100V, 250
mA, 60 W.

La reaccion inmunoenzimética se efectud mediante bloqueo de la nitrocelulosa con PBS
Tween 0.5% leche con agitacion suave durante 1 hora, agregado de suero de las ovejas
diluido 1/100, incubacién de una hora con agitacion suave y lavado tres veces con PBS
tween 0.5%, incubacion con conjugado anti IgG anti oveja conjugado con peroxidasa,
lavado con PBS Tween 0.5% y revelado con DAB.

Se clasificaron como positivas las muestras que presentaron bandas de precipitacion de
antigeno 5 (52-67 kd) o de antigeno B (8-12, 16 y 24 Kd).

Finalmente se efectud un andlisis bibliografico comparativo de ovinos EIE positivos que
resultaron negativos a examen macroscopico en sala de faena a distintas prevalencias
esperadas en lamajada ovina.

Estimacion de sensibilidad y especificidad del Enzimo inmuno ensayo

Se calculé la sensihilidad y especificidad con sus correspondientes Intervalos de
Confianza del 95% para cada uno de los grupos de edad (corderos, borregos, adultos) y
para cada una de | as preparaciones antigénicas (LHT, S2B y B).

El valor predictivo positivo y e vaor predictivo negativo se estimdé para una
prevalencia esperada del 18%.

Se utilizo e software Epidat 3.0 (Xunta de Galicia— OPS/IOMS).

RESULTADOS

Diagnastico inmunol gico mediante EIE

Considerando e diagnéstico confirmado mediante histologia como prueba patréon los
valores de corte, considerando las densidades dpticas de los 247 ovinos estudiados,
resultaron 0.200 (1C95% 0.18-0.23) para EIE.LTH, 0.106 (1C95% 0.10-0.12) para
EIE.S2B y 0.078 (1C95% 0.074-0.087) para EIE.B.

Incorporando a WB como prueba patron, los valores de corte mediante analisis ROC
resultaron 0.157 (1C95% 0.137-0.166) para EIE.LTH, 0.073 (1C95% 0.068-0.082) para
EIE.S2B y 0.068 (1C95% 0.039-0.077) para EIE.B.

Con € valor de corte DO 0.157 fueron clasificados por EIE.LHT 77 ovinos positivos y
170 negativos, mientras que con €l valor de corte 0.200 resultaron 61 ovinos positivos y
186 negativos.

Con DO 0.200, 1 ovino macroscépicamente negativo a E. granulosus con forma larval
de T. hydatigena resulté clasificado como positivo a EIE.LHT/WB. Con DO 0.157, 5
ovinos positivos a forma larval de T. hydatigena resultaron clasificados como positivos
aE. granulosus.
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Con DO 0.200 6 ovinos clasificados macroscOpicamente como negativos a E.
granulosus y a otras parasitosis, resultaron positivos a EIE.LHT mientras que con DO
0.157 resultaron positivos 19.

Con € vaor de corte DO 0.073 fueron clasificados por EIE.S2B 63 ovinos positivos y
184 negativos, mientras que con e valor de corte DO 0.106 resultaron 42 ovinos
positivos y 198 negativos.

Con DO 0.106 ninglin ovino clasificado macroscdpicamente como negativo a E.
granulosus con Taenia spp. o forma larval de T. hydatigena resulté clasificado como
positivo a EIE.S2B. Con DO 0.073 un ovino clasificado macroscopicamente como
negativo a E. granulosus con forma larval de T. hydatigena resultd clasificado como
positivo aEIE.S2B.

Con DO 0.106 un ovino clasificado macroscdpicamente como negativos a E. granulosus
resulté positivo a EIE.S2B mientras que con DO 0.073 resultaron positivos 11.

Con €l valor de corte DO 0.068 fueron clasificados por EIE.B 66 ovinos positivosy 181
negativos, mientras que con el valor de corte 0.078 resultaron 61 ovinos positivos y 186
negativos.

Con € vaor de corte 0.078 ningun ovino macroscopi camente negativo a E. granulosus
con Taenia spp. o forma larval de T. hydatigena resultd clasificado como positivo a
EIE.B, mientras que con €l valor de corte DO 0.068 un ovino con Taenia spp. Y uno con
formalarval de T. hydatigena resultaron clasificados como positivos a EIE.B.

Con DO 0.078 5 ovinos clasificados macroscdpicamente como hegativos a E.
granulosus resultaron positivos a EIE.B/WB, mientras que con DO 0.068 9 resultaron
positivos.

Las relaciones entre EIE negativos y positivos y resultados negativos y positivos a la
prueba patron se presentan en Tabla 1. En la Figura 1 se observan las densidades Opticas
en ovinos negativos y positivos a distintas parasitosis y su posicion en relaciéon a vaor
de corte, mientras que la distribucion de las absorbancias para ovinos clasificados como
positivos y negativos a E. granulosus se presenta en Figura 2.

La prueba de Kappa global comparando las tres preparaciones antigénicas resultod del
0.83, resultando las diferencias entre cada una de las Kappa, no significativas (Prueba
de Chi cuadrado de homogeneidad de Kappa p: 0.47).

Prueba de referencia

Se diagnosticé en forma presuntiva la presencia de Echinococcus granulosus en 44
(17.8%) ovinos, forma larval de Taenia hydatigena en 18 (7.3%) y Taenia spp en
intestino en 11 (4.5%). Resultaron con diagndéstico negativo 174 (70.4%) ovinos. No se
diagnostico ningln caso de Taeniaovis.

En el grupo de animales con E. granulosus (44), en 3 (6.8%) también se diagnostico la
formalarva de Taenia hydatigenay en 4 (9.1%) Taenia spp.

Sobre un total de 26 muestras remitidas a laboratorio 1 (3.8%) con diagndstico
presuntivo de echinococcosis fue descartada (diagndstico definitivo linfoadenitis
caseosq) y 22 (84.6%) confirmadas. Tres (11.5%) con diagndstico presuntivo de quiste
no echinococcosico fueron clasificadas como echinococcosis (2 quistes complicados, 1
quiste calcificado), encontrandose en uno de los casos oncosferas vivas de E. granulosus
en higado. En total se observaron un 15.4% de modificaciones a diagndstico
presuntivo.

En los animales con diagnostico definitivo de equinococcosis se identificaron 140
quistes (promedio 3.1 quistes por animal).

La localizacion de los quistes de E. granulosus confirmadas resultaron higado 17
(37.8%), pulmén 11 (24.4%), higado y pulmén simulténeamente 17 (37.8%). Con
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relacion al sexo, resultaron con E. granulosus 19 (28.8%) hembras y 26 (15.2%)
machos, siendo las diferencias estadisticamente significativas (p: 0.02). Se observé un
aumento significativo de la prevaencia en funcion de la edad (Chi cuadrado para
tendencialineal p: 0.0007, OR para categoria adulto 4.4).

Se efectuaron en total 24 WB, resultando 20 (83.3%) positivos 'y 4 (26.7%) negativos.
De los ovinos que resultaron macrocdpicamente negativos a echinococcosis y a otras
parasitosis en sala de faena y que presentaban titulos a EIE.LHT superiores a valor de
corte 16 (80%) fueron clasificados como positivosy 4 (20%) resultaron negativos.

Un (100%) ovino clasificado como negativo a E. granulosus en sala de faena 'y positivo
a Taenia spp. que presentaba titulo a EIE.LHT superior a valor de corte fue clasificado
como positivo por WB.

Findmente, 3 (100%) ovinos clasificados macrocdpicamente negativos a
echinococcosis en sala de faena, que presentaban titulos a EIE.LHT inferiores a vaor
de corte, pero superiores al valor de corte para EIE.B fueron clasificados como positivos
por WB.

Considerando como prueba patrén e diagnéstico histolégico y WB resultaron
clasificados definitivamente como positivos a E. granulosus 65 (26.3%) ovinos, siendo
182 (73.7%) clasificados como negativos.

Se efectud un andlisis de ANOVA a los efectos de comparar las medias de las
densidades dpticas en cinco grupos de animales. ovinos negativos en sala de faena y
positivos a WB (grupo 1), ovinos con E. granulosus identificado en sdla de
faenalhistologia y EIE.LHT positivos (grupo 2), ovinos negativos en sala de faenay a
EIE.LHT (grupo 3), ovinos con forma larval de T. hydatigena (grupo 4) y ovinos con
Taenia spp intestinal (grupo 5), resultando las diferencias estadisticamente significativas
(para F: 17.1 p: 0.00). Asimismo, se efectuaron comparaciones individuales mediante la
prueba de DMS protegida de Fischer, no encontrandose diferencias estadisticas entre los
grupos 3, 4 y 5 (p>0.05), mientras que resultaron estadisticamente significativas las
diferencias entre e grupo 2 y € grupo 3 (p: 0.00), entre los grupos 1y 2 (p: 0.046) y
entre el grupo 2y e grupo 4 (P: 0.0001). Un resumen de los resultados de la prueba de
ANOVA/DMS se presentaen Tabla2y Figura 3.

En & andlisis comparativo de ovinos EIE positivos que resultaron negativos al examen
macroscopico se observd que al aumentar la prevalencia de la infeccion en la mgjada
aumenta proporcionalmente la tasa de animales EIE positivos macroscopicamente
negativos, resultando esta tendencia estadisticamente significativa. (Chi Cuadrado de
tendencialineal p: 0.00). (Tabla4).

Pruebas diagndsticas simples y anélisis ROC

Utilizando histologia como prueba patron S2B resulté la preparacion antigénica que
presenté una mayor sensibilidad tanto pata € tota de la mgada (82.2) como para
corderos (62.5). Incorporando WB como prueba patrén LHT resultd la preparacion
antigénica de mayor sensibilidad en el total de la majada (84.6-89.2) y en corderos (78.6
con los dos niveles de corte). En todos |os casos las pruebas resultaron méas sensibles a
mayor edad de los animales. (Tabla 4).

Con relacion a la especificidad, S2B resulté la preparacion antigénica que presentd una
mayor especificidad para € inmunodiagnéstico de la equinococcosis ovina utilizando
histologia como prueba patrén tanto en majada (94.1) como en corderos (96.1). Con
WB como prueba patrén, también resultd S2B la preparacion antigénica de mayor
especificidad tanto en magjada (99.4-93.9) como en corderos (100-92.9). No se
observaron modificaciones en la especificidad a mayor edad de los animales. (Tabla5).
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El valor predictivo positivo (para una prevalencia esperada del 18%), fue mayor para
S2B con histologia como prueba patrén (75.3) y también con WB como prueba patron
(96.4-74.2). El vaor predictivo negativo, por su parte, fue mayor para S2B con
histologia como prueba patron (96.0) y mayor para LHT con WB como prueba patron
(96.2-97.7). (Tabla 6).

LHT present6 la mayor capacidad discriminativa, estimando € &rea bajo la curva ROC
(0.930 1C95% 0.86-0.97). La comparacion de las éreas bajo la curva ROC entre las tres
preparaciones antigénicas, resultaron no significativas (prueba de homogeneidad de Chi
cuadrado (p: 0.07).

DISCUSION

Pruebas de tamizaje para €l diagnéstico de la equinococcosis quistica en € ovino

En la presente experiencia, EIE con las 3 preparaciones antigénicas resulto eficaz para
discriminar ovinos con E. granulosus de ovinos portadores de otras parasitosis (forma
larval de Taenia hydatigena y tenias intestinales). Seleccionando mediante andlisis ROC
un valor de corte para maxima especificidad, con LHT solo un ovino con forma larval
de Taenia hydatigena result6 clasificado como positivo a equinococcosis, mientras que
con antigeno S2B y B ninguno fue incorrectamente clasificado. Al aplicarse un valor de
corte para maximizar sensibilidad S2B clasific6 solo 1 ovino como faso positivo, 2
ovinos € antigeno B y 5 ovinos LHT.

Con las 3 preparaciones antigénicas se encontraron ovinos con serologia por encima del
valor de corte que resultaron negativos a diagnéstico en sala de faena (posibles falsos
positivos). Sin embargo, la mayor parte de estos ovinos resultaron positivos a la técnica
de Western Blot utilizada como prueba patrén (80.9% utilizando LHT, 91.7% utilizando
S2B y 94.7% con B).

La mayor capacidad discriminativa entre animales positivos y negativos, estimada como
area bgjo la curva ROC, fue hallada con antigeno LHT aunque las diferencias entre las
tres preparaciones antigénicas fueron estadisticamente no significativas (p>0.05). En
igual forma, la prueba globa de Kappa resulté estadisticamente no significativa
(p>0.05) y las estimaciones de concordancia bruta, asimismo, resultaron altas en todas
las combinaciones posibles (0.93-0.95), corroborando las limitadas diferencias entre los
3 antigenos.

El antigeno total (LHT), obtenido de liquido hidatidico ovino resulto la preparacion
antigénica de mayor sensibilidad (89.2%-77.8%, segun € vaor de corte) mientras que
la mayor especificidad se alcanzd con antigeno S2B (93.9%-99.4%, seguiin €l valor de
corte).

Para la prevaencia esperada en la Provincia de Rio Negro, e mayor valor predictivo
positivo se logré con antigeno S2B (96.4%) y € mayor valor predictivo negativo con
LHT (97.5%).

Un andlisis global de estos resultados muestra que tanto LHT como S2B podrian ser
utilizados indistintamente como antigenos para e diagnéstico de la equinococcosis
quistica, aunque la mayor facilidad de produccion y disponibilidad de antigeno LHT
parece recomendarlo como antigeno de eleccion. Antigeno B, por su parte, resulta de
uso menos recomendable.

En relacion a corderos € antigeno total (LHT) también resulté € més sensible (78.6%)
y S2B e mas especifico (100%). Estos resultados son especialmente valiosos para la
posible aplicacion del inmunodiagndstico en programas de vigilancia epidemioldgica de
la enfermedad, en tanto la identificacidn de transmision en el pasado reciente (expresada
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como infeccion en animales jovenes) es uno de los componentes fundamentales del
programa de control.

El halazgo histologico en ovinos naturamente infectados de oncdsferas de E.
granulosus en higado, negativos a examen macroscopico Yy positivos a
inmunodiagndstico, confirman las ventgjas de sensibilidad del enzimo inmuno ensayo
en relacion a diagndstico en sala de faena utilizado hasta e presente para identificar
infecciones recientes.

Andizados los presentes resultados en relacion a experiencias previas, debe
considerarse que inicidlmente Yong y col en 1984, utilizando antigenos nativos de
liquido hidatidico ovino habian acanzado con EIE, en animales experimentalmente
infectados con diversos cestodes, una sensibilidad y especificidad de solo 32%-65%
respectivamente, resultando por ende una prueba no recomendable para su aplicacion
especifica en programas de vigilancia de la equinococcosis quistica.

Ibrahem et al. (1996) lograron una sensibilidad y especificidad con antigenos de liquido
hidatidico ovino de 36%-93% respectivamente y con antigenos de liquido hidatidico de
camello de 71%-96%, Vargas et a. (2002) con antigeno de liquido hidatidico ovino
83%-75% y Kittelberger et a. (2002) con antigeno de protoescdlcies 64.6%-95%. En
todos los casos la sensibilidad y especificidad de EIE acanzada en la presente
experiencia es superior.

Utilizando antigeno B, por su parte, Ibrahem et a. (1996) lograron una sensibilidad y
especificidad con antigeno de oveja de 57%-93% y con antigeno de camello de 90%-
99%; Kittelberger et a. (2002) con antigeno B de liquido hidatidico ovino 9.7%-99.5%,
mientras que en nuestro trabajo antigeno B, segun el valor de corte, presenté una
sensibilidad de 84.5%/86.4% y una especificidad de 97.2%/96.8%.

Asi, en e presente trabgjo EIE resultd una técnica especifica y sensible para identificar
transmision de Echinococcus granulosus del perro a ovino, incluso en corderos,
resultando posible su aplicacion en e diagnostico de la equinococcosis quistica en €
ovino.

LHT parece resultar € antigeno de eleccion por su facilidad de produccion y
disponibilidad.

Pruebas de referencia para el diagndstico seroldgico de la equinococcosis ovina

En € presente trabgo se demuestra que e 15.4% de los diagndsticos presuntivos
macroscopicos efectuados en sdla de faena fueron modificados por los estudios
histolégicos de confirmacién, detectandose diagnésticos falsos positivos y falsos
negativos en todos |os grupos de edad estudiados.

Estos resultados confirman estudios previos efectuados en la Provincia de Rio Negro
(Larrieu et a., 2001) que identificaban en sala de faena 37.2% de diagndsticos falsos
positivos dados por granulomas inespecificos, pseudo tuberculosis, enfisema vy
degeneracion grasa'y 1.1% de diagndsticos falsos negativos dados por pequefios quistes
intraparenquimatosos; y coinciden con estudios efectuados en Uruguay (Cabrera et al.,
1996) que notificaron un 26.1% de ovinos clasificados como positivos en sala de faena
que resultaron no hidatidicos a estudio histolégico siendo linfoadenitis caseosa,
Cigticercus tennuicolis, mancha blanca y abscesos las patologias confundentes,
sefldlando asmismo que quistes pequefios e intraparenquimatosos, especiamente en
pulmon, pueden pasar facilmente desapercibidos a la ingpeccion sanitaria resultando
clasificados como fal sos negativos en sala de faena.

En e presente estudio, se identificaron mediante histologia oncosferas
intraparenquimatosas y quistes de desarrollo incipiente, negativos a la inspeccion
macroscopi ca (falsos negativos a sala de faena).
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Estos resultados confirman las limitaciones del diagnéstico macroscopico en sda de
faena y la validez de los estudios histolégicos para su aplicacion como pruebas de
referencia para el diagndstico de la equinococcosis quisticaen el ovino.

Los estudios efectuados para determinar sensibilidad y especificidad del diagnéstico
inmunoldgico de la equinococcosis quistica en ovinos natural o experimentalmente
infectados han considerado, sin embargo, cas exclusivamente paneles de sueros en
donde la clasificacion de un animal como positivo 0 negativo se basd en € andlisis
macroscopico en sala de faena (Conder et a., 1980, Craig et a., 1981, Yong et a.,
1984, Bakos et al., 1985, Lightowlers et a., 1984, Ibrahem et a., 1996, Moro et al.,
1997, Moro et d., 1999, Kittelberger et al., 2002, Vargas et al., 2002) mientras que solo
en un caso se recurrié a tincion de Gram para efectuar diagnésticos diferenciales con
Corynebacterium pseudotuberculosus (Dueger et al., 2003), lo cual plantea dudas sobre
lainterpretacion de las conclusiones expresadas.

Por e contrario, la aplicacion de técnicas inmunodiagndsticas permitiria que ovinos
portadores de infecciones recientes clasificados como negativos en sala de faena fueran
correctamente clasificados como positivos por las pruebas seroldgicas, tal cua queda
demostrado en el presente trabgjo.

De td forma, en areas de ata prevalencia de infeccion en ovinos (por gjemplo Perl)
puede considerarse que todos los animales estdn expuestos a la infecciébn como
resultado de lo cua ademés de los animales positivos a sala de faena se encuentra que
de los animales negativos a la necropsia e 71.7% resultan seropositivos (Moro et a.,
1999, Dueger et a., 2003); en &reas de transmision limitada (como el presente estudio
efectuado en la Provincia de Rio Negro) dicha proporcion es del 11.4%; mientras que en
animales criados en ambientes libres de infeccidn la tasa resulta del 0%-2.3% (Moro et
al., 1997, 1999). De acuerdo a lo observado en |la presenta experiencia, podria estimarse
gue los animales negativos a la necropsia y positivos a la serologia son producto de
distintos estadios de infeccion (oncésferas de infeccidn reciente, quistes incipientes en
desarrollo, quistes incipientes en fase de hialinizacion, etc).

Yong et al. (1984) encontraron en 3 ovinos experimentalmente infectados con baja
carga de huevos de Echinococcus granulosus (10 huevos) una respuesta de anticuerpos
positiva, aunque fallaron en encontrar quistes hidatidicos a la necropsia.

La conversién seroldgica expresada con posterioridad a la inoculacion (Yong et al.,
1984) entre los 10 a 14 dias posteriores a la inoculacién, es también evidencia que
animales con infecciones recientes serén clasificados como positivos en las pruebas
serolOgicas y como negativos en sala de faena.

La posibilidad de utilizar en forma sistematica a los estudios histol6gicos como prueba
de referencia presenta sin embargo limitaciones operativas. Asi, podria resultar posible
confirmar en laboratorio la totalidad de las lesiones macroscopicas con diagnéstico
dudoso, pero resultaria sumamente engorroso hacerlo en la totalidad de los diagnésticos
negativos para identificar infecciones recientes, lo cua resulta de especia interés para
un sistema de vigilancia epidemiol égica, en especia en corderos.

Como alternativa, en el presente trabgjo se ha utilizado Western Blot como prueba de
confirmacién para ovinos que resultaban negativos en sadla de faena pero resultaban
positivos al enzimo inmuno ensayo utilizado como prueba tamiz.

Western Blot, basado en la identificacion de fracciones antigénicas especie especificas
de 8-12, 16 y 20-24 Kd, ha sido desarrollado para su aplicacion en €
inmunodiagnodstico de la equinococcosis en e ovino con una especificidad del 98.6%-
100% (Moro et al., 1997, Vargas et a., 2002) y sin presentar reacciones cruzadas con
otros cestodes. La banda de 8 Kd se ha encontrado presente en todos los animales
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seropositivos. La sensibilidad para WB, por su parte, ha sido notificada como del
91.4%-97.6% (Dueger et a., 2003, Vargas et al ., 2002).

En e presente trabgjo se efectud un andlisis de varianza para comparar las densidades
Opticas de sueros de animales con E. granulosus diagnosticado macroscOpicamente,
ovinos clasificados como negativos en sala de faena pero positivos a EIE y WB, sueros
de ovinos con otros cestodes y sueros de ovinos libres de infeccién. Ello permitid
establecer con precisién las caracteristicas comunes existentes entre los ovinos
clasificados como positivos por sala de faena 0 WB vy las diferencias estadisticamente
significativas con ovinos portadores de otros cestodes y con ovinos sin infeccién,
corroborandose la especificidad del diagnéstico mediante WB y su utilidad como
prueba de referencia.

Asi, la utilizaciéon del diagnostico macroscopico en sala de faena como prueba patrén
para las estimaciones de sensbilidad y especificidad presenta limitaciones tal como
gueda demostrado en el presente estudio.

Los meores resultados para validar pruebas seroldgicas destinadas a tamizaje en
poblaciones ovinas deberian incluir la confirmacion diagnéstica mediante histologia o
mediante pruebas serol dgicas de ata especificidad tal como WB.
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Tabla 1. Relacion entre resultados positivos y negativos a Echinococcus granulosus de
EIE con tres preparaciones antigénicas y dos valores de corte y su relacion con
resultados positivos y negativos ala prueba patron. Ovinos naturalmente parasitados.
Provincia de Rio Negro, 2003/2004

Antigeno

EIE/ histologiay WB LHT S2B B

0.157/0.200 0.073/0.106 0.068/0.078
+/+ 58/55 52/41 57/56
+/- 19/6 11/1 9/5
-[+ 7/10 13/17 13/10
-/- 163/176 171/181 168/176
Total 247 247 247
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Figura 1. Capacidad de EIE de discriminar entre ovinos natural mente parasitados con
Echinococcus granulosus, forma larval de T. hydatigena, Taenia spp. y ovinos no
parasitados. Provincia de Rio Negro, 2003/2004
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Figura 2. Frecuencia de la distribucién de absorbancias con diferentes antigenos en
ovinos con E. granulosus y sin E. granulosus. Provincia de Rio Negro, 2003/2004
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Tabla 2. Resultados del andlisis de ANOVA y de la prueba de DMS protegida de

Fischer en relacién alas densidades Opticas ala prueba de EIE. LHT en cinco grupos de

ovinos, Provincia de Rio Negro, 2003/2004.

Grupo D.O. D.O. DMS Diferencias (valor
Media Varianza dep)
(E.est.)
1 (Faena—/E.g. WB 0.36 (0.028) 0.05 1-2:
+) p: 0.046
2 (Feena/Hist. E.g. +) 0.28 (0.028)  0.012 2-3
p: 0.00
3 (Feena-/ EIE.LHT - 0.09 (0.028)  0.003 3-4-5:
) p>0.05
4 (T.hyd. +) 0.11 (0.04) 0.002
5(T.spp+) 0.10 (0.03) 0.002
F: 17.2 p: 0.00

Figura 3. Medias y error estandar obtenidos mediante andlisis de ANOVA en cinco

grupos de ovinos, Provincia de Rio Negro, 2003/2004
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Tabla 3. Porcentgje de ovinos EIE positivos que resultaron negativos ala necropsiay su
relacion con la prevalencia de echinococcosis en la majada.
Areade estudio Prevalenciade Porcentaje de ovinos negativos

echinococcosisovinaenla a necropsiay positivos aEIE

majada
n° + %
n° + %
Perg™ 212 152 717 60 47 783
Endémico, sin
programa de control
Rio Negro 247 45 1820 202 23 114
Endémico, con
programa de control
Ovinos criados libres 43 0 0.0 42 1 23
de infeccion®? 3 0 00 36 0 00
Chi cuadrado paratendencialinea p: 0.00
1: Dueger et a., 2001, 2003
2: Larrieu et al., 2001
3: Moro et d., 1997
4: Moro et a., 1999
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Tabla 4. Estimacion de la sensibilidad del diagndstico inmunol 6gico mediante EIE,
utilizando histologiay WB como prueba patron, a diferentes grupos de edad, con
diferentes preparaciones antigénicas y a distintos valore de corte.

Grupo de Antigeno
edad LHT S2B B
0.200 0.157 0.106 0.073 0.078 0.068
0-6 meses 78.6 78.6 714 75.0 64.3 64.3
(76.7-80.5) (76.7-80.5) (69.5-73.3) (73.1-76.9) (60.6-68.2) (60.6-68.1)
7-23 meses 100 100 80.0 90.0 80.0 90.0
(90.0-100) (90.0-100) (74.8-85.1) (84.9-95.1) (74.8-85.1) (84.9-95.1)
24-més 90.6 96.8 77.3 96.8 92.7 90.9

(89.0-92.2) (95.3-98.3) (76.1-78.5) (95.3-985) (91.4-93.9) (89.7-92.1)

84.6 (83.8- 89.2(88.4 72.7(71.9- 80.0(79.2- 845(840- 86.4(85.6-
TOTAL 85.4) 90.1) 73.6) 80.8) 85.6) 87.1)

nota: valor (1C95%)

Tabla 5. Estimacion de la especificidad del diagndstico inmunol 6gico mediante EIE,
utilizando histologiay WB como prueba patron, a diferentes grupos de edad, con
diferentes preparaciones antigénicas y a distintos valores de corte.

Grupo de edad Antigeno
LHT S2B B
0.200 0.157 0.106 0.073 0.078 0.068
0 — 6 meses 94.7 89.5 100 92.9 98.6 94.4
(93.8-95.2) (88.5-90.4) (99.1-100)  (92.1-93.9) (97.899.3) (93.6-95.1)
7 — 23 meses 100 92.7 100 98.0 94.0 88.0
(100-100) (91.8-93.7 (99-100) (96.9-99.0) (92.9-95.1) (86.9-89.1)
24 —més 97.1 87.1 96.8 87.1 98.3 92.1
(96.4-97.8) (86.4-87.9)  (96.1-97.6) (86.4-87.9) (97.5-99.2) (91.2-92.9)
97.2 89.5 99.4 93.9 97.2 92.8
TOTAL (96.9-97.5) (89.2-89.8)  (99.2-99.7) (93.7-94.2) (96.9-97.5) (92.5-93.1)

nota: valor (1C95%)
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Tabla 6. Resultados de las pruebas diagndsticas smplesy del andlisis ROC con distintas
preparaciones antigénicas utilizando histologia/\WB como prueba patrén.

Antigeno LHT S2B B
Valor de corte 0.157 0.200 0.073 0.106 0.068 0.078
Sensbilidad 89.2 84.6 80.0 72.7 86.4 84.5
Especificidad 89.5 97.2 93.9 994 92.8 97.2
V. predictivo + 67.9 89.8 74.2 96.4 72.5 86.8
V. predictivo — 97.7 96.2 95.6 94.3 96.9 96.6
Area bgo la
curvaROC 0.930 0.860 0.890
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