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1. RESUMEN

La Echinococcosis Quistica (EQ) es una zoonosis con-
trolable. Con la educacién sanitaria de la poblacién expuesta al
riesgo de enfermar, el control de la faena y la desparasitacion
periédica de los perros domésticos, se logré erradicar la hida-
tidosis en dmbitos insulares, como Islandia, Tasmania y Nueva
Zelandia, pero en dreas continentales de Sudamérica, no se pu-
dieron repetir estos logros. A mediados de la segunda década
del siglo XXI, sigue siendo un serio problema socioeconémico,
que afecta la salud de los habitantes de zonas endémicas y de-
teriora la produccién ganadera. La disponibilidad de la vacuna
EGO95 a escala industrial, abre una nueva perspectiva que, su-
mada al resto de las medidas de control disponibles, podrian
acelerar los tiempos para evitar que se siga enfermando el gana-
do y los seres humanos.

En Argentina entre los afios 1995 y 2016, se realizaron ensayos
en estudios experimentales multicéntricos, controlados y alea-
torios, bajo un mismo protocolo. Con la vacuna experimental
6 ensayos en ovinos y 1 en caprino. Con la vacuna industrial 4
ensayos en ovinos y 1 en llamas. Los animales de los ensayos
fueron rumiantes menores de menos de 25 semanas, no expues-
tos a la infeccién por E. granulosus. La vacuna fue aplicada en
forma subcutédnea, a la dosis de 50 ug de la proteina EG95 y 1
mg de adyuvante Quil A o Montanide ISA70 en un volumen de
2 ml. Sus resultados fueron evaluados por seguimiento serolé-
gico y/o por desafio con huevos de E. granulosus y necropsia.
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Los rumiantes menores que recibieron 2 dosis con 1 mes de in-
tervalo y fueron desafiados entre los 6 meses y 12 meses pos-
teriores fueron protegidos entre el 82 y 97%. En ensayos reali-
zados con una dosis y el desafio realizado a los 5 y 12 meses se
logré una proteccién del 82 % y 85 %. En un ensayo realizado
con 3 dosis se logré una protecciéon del 100%. La inmunidad a
largo plazo medida luego de 3 y 4 dosis y el desafio a 33 meses y
1 mes, logré una proteccién del 85% y 95%. La proteccién indu-
cida por la vacuna industrial y la vacuna experimental fueron
equivalentes.
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2. INTRODUCCION

En 1796, Edward Jenner (1749-1823), investigador, mé-
dico rural y poeta inglés, realiz6 la primera inoculacién contra
la viruela, enfermedad que causaba estragos en el mundo. Un
nifio de ocho afios de edad, fue el primer inoculado con secre-
cién recogida de una pustula vacuna (viruela de vacas) en la
mano de una lechera que se habia infectado durante un orde-
fie. Semanas después inoculé nuevamente al pequefio, con pus
procedente de una persona enferma de viruela. El nifio quedé
indemne, con lo cual se demostré la accion profildctica de la ino-
culacién contra la viruela humana.

De las medidas existentes para prevenir enfermedades infec-
ciosas, la vacunacion es la mds util. Las vacunas constituyen
un medio eficaz y rentable para prevenir y controlar, o incluso
erradicar, enfermedades infecciosas. Si previenen infecciones
zoondticas, las vacunas veterinarias pueden proteger no sélo la
salud de los animales, sino también la del hombre. La disponi-
bilidad de una vacuna contra la EQ aplicada al ganado, permiti-
rd la reduccién de la oferta de QH disponibles para los hospeda-
dores definitivos, lo que implica reducir la biomasa parasitaria
disponible para los hospedadores intermediarios.

E. granulosus infecta sus hospedadores de formas diversas y con
algunas variaciones en su ciclo vital. La variabilidad de hospe-

dadores intermediarios y de 6rganos afectados puede influir en
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la respuesta inmunitaria del hospedador al parasito. Las formas
parasitarias que pueden desencadenar esta respuesta inmunita-
ria en el hospedador intermediario son la oncésfera invasora, el
quiste hidatidico maduro y los protoescdlices liberados después
de la rotura del quiste hidatidico. (Lightowlers MW 1994).

2.1.- LOS PRIMEROS ENSAYOS. LA VACUNA CON
LiQUIDO HIDATIDICO Y/O PROTOESCOLICES

En 1927, Félix Agustin Dévé (1872-1951), médico e hidatidélo-
go francés, publicé trabajos, describi6 sus intentos de producir
inmunidad artificial experimental, contra E. granulosus en cone-
jos. Los conejos fueron inmunizados con la inyeccién de liquido
hidatidico y arena hidatidica de ovejas. Tres meses después del
desafio, se encontraron quistes a la observacién microscépica.

(Dévé FA 1927).

En la década del 30, Turner, Dennis y Berberian del Departa-
mento de Medicina y Parasitologia, de la Universidad America-
na de Beirut, estudiaron la posibilidad de producir inmunidad
artificial contra E. granulosus, en hospedadores intermediarios
y definitivos. En 1937 publicaron sobre una vacuna experi-
mental en ovejas. Prepararon el antigeno con protoescélices y
membranas de quistes del pulmén ovino, llevado a fino polvo
por desecacién. Inician el trabajo con 70 ovejas prefiadas. Sus
corderos fueron inmunizados con 1, 2, 3 y 4 dosis de vacuna
aplicada en forma intramuscular. Trabajaron con 115 corderos,
los vacunados y controles son desafiados via oral con 500 y 1000
oncosferas, obtenidas de materia fecal canina. Entre 11 y 12 me-
ses post-vacunacion se realizaron las necropsias, y se observa-
ron higado, pulmén, bazo y rifiones. Los resultados obtenidos
muestran que el procedimiento de inmunizacién no previno la
infeccién, pero si redujo el nimero de quistes y su tamafio, en
comparacion con los controles. En los quistes de los animales
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inmunizados se observé paredes engrosadas, calcificacién tem-
prana, degeneracién de membrana y protoescdlices degenera-
dos. (Tuerner EL 1937).

Ni Dévé en Francia en 1927, ni Tuner y col en Beirut en la década
del 30, ni Velarde Perez Fontana en Uruguay en la década del
40, ni Dada y Belino en Nigeria y ni Adridn Bitsch en Argentina
en la década del 80, lograron obtener resultados satisfactorios
inyectando antigenos derivados de liquido hidatidico y/o pro-
toescolices.

2.2.- LAVACUNA CON ONCOSFERAS Y/O HUEVOS

Michael Gemmell del Hydatid Research Unit de New Zeland,
realiz6 investigaciones en inmunidad relacionadas con E. gra-
nulosus en tres estudios durante 1964 y 1965. Vacuné en forma
intramuscular corderos con huevos y oncésferas, como antige-
no bruto, obtenidos de E. granulosus, de Taenia hydatigena y T.
ovis de ovinos y de T. pisiformis de conejos. Los corderos fue-
ron desafiados posteriormente con los huevos de E. granulosus.
Se establecieron quistes hidatidicos en los animales vacunados
con ténidos. Los huevos u oncésferas de E. granulosus fueron

capaces de inducir una respuesta inmune fuerte. (Gemmell MA
1966).

Junto a Soulsby de la Universidad de Pennsylvania (USA) en
1996, realizaron una revision sobre el desarrollo de la inmuni-
dad adquirida y el progreso en la inmunizacién activa. Definie-
ron que los préximos estudios deberian conducir a una mejor
comprensién de la reaccién antigeno-anticuerpo y sus conse-
cuencias sobre la relacién huésped-pardsito. Platearon que las
investigaciones dirigidas hacia el aislamiento y la caracteriza-
cién de los antigenos funcionales podrian conducir al desarrollo
de vacunas, para uso en programas de salud ptblica. (Gemmell
MA 1968).
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En 1970, David Heath present6 su tesis doctoral en la Univer-
sidad Nacional de Australia sobre la biologia del desarrollo de
las formas larvales de ténidos que causan EQ y cisticercosis en
los mamiferos.

En la década del 80, Heath y Osborn, demostraron en corderos
de raza Romney Marsh de Nueva Zelandia, inmunizados con
homogenato de oncésferas, un alto nivel de resistencia a la in-
feccién oral con huevos de E. granulosus. El suero de estos ani-
males inhibi6 el desarrollo de quistes hidatidicos in vitro. Con la
vacunacion a base de oncésferas lograron obtener niveles altisi-
mos de proteccién en ovejas contra la infeccién con huevos. Dos
aplicaciones subcutdneas, de oncdsferas activadas de E. granu-
losus estimularon la aparicién de proteccion casi completa con-
tra infecciones repetitivas. (Heath DD 1981 y Osborn PJ 1982).
Estos resultados dieron origen al desarrollo posterior de una va-
cuna formulada con extractos de oncésferas del parasito.

La limitante principal de la aplicacién de las vacunas para
controlar la parasitosis producida por E. granulosus, reside en
el abastecimiento y la disponibilidad del antigeno a gran esca-
la. La fuente mds potente del antigeno es la oncésfera. No es
préctico, salvo en estudios experimentales, contar con suficien-
te antigeno preparado desde las mismas. Para desarrollar una
vacuna de distribucién masiva, es esencial identificar los anti-
genos protectores especificos en la oncésfera de E. granulosus.
(Lightowlers MW 1996).

2.3.- LA VACUNA RECOMBINANTE CONTRA EQ

En 1989, en Nueva Zelandia, se produjo una vacuna a base de
antigenos recombinantes, contra la infeccién por T. ovis en ovi-
nos. Fue la primera vacuna recombinante, muy satisfactoria,
con eficacia a campo y registrada para la distribucién comercial,
contra una parasitosis.
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Con el avance de la ingenieria genética, el equipo liderado por
Lightowlers de la Universidad de Melbourne (Australia) y
Heath de la Ag Research (Nueva Zelandia) lograron clonar el
antigeno EG95 en un vector plasmidico y expresar la proteina
en la bacteria Escherichia coli.

En 1993, Heath y Lightowlers presentaron “el desarrollo exitoso
de una vacuna recombinante frente a la enfermedad hidatidica”
en el 16° Congreso Internacional de Hidatidologia que se realiz6
en Pekin, China, donde informaron a la comunidad cientifica
acerca del desarrollarlo de una vacuna que protegia a los ovi-
nos contra la infeccién por E. granulosus. Dos inmunizaciones de
50 ug de antigeno produjeron una protecciéon del 96% frente al
desarrollo de quistes hidatidicos, protegiendo a los diez ovinos
vacunados ante el desafio con huevos de E. granulossus, compa-
rado con los ocho ovinos controles.

En 1996, Heath y Lawrence publicaron sobre la identificacién de
la molécula antigénica EG95 en oncésferas maduras. Definieron
la secuencia de los polipéptidos de la oncdsfera que induce res-
puesta inmune de anticuerpos, su asociacién con la aparicién
temprana de proteccién y la lisis de las oncdsfera in vitro por
la presencia de dichos anticuerpos séricos. Demostraron la rele-
vancia de antigenos nativos de 23, 25, 30, 34 y 40 kDa en la res-
puesta inmune protectora contra la infeccién por E. granulosus.
La confirmacién final fue proporcionada por la inmunizacién
de ovinos y su posterior desafio con el pardsito. Sélo la fraccién
de peso molecular en el rango de aproximadamente 23-25 kDa
(protefnas EG95), incluyendo los aminodcidos 4 a 77, fue capaz
de generar una respuesta inmunolégica del tipo IgG que resul-
t6 protectora contra la infeccién por E. granulosus. (Heath DD
1996).

En 1996, Heath y Lightowlers describieron el desarrollo de la va-
cuna recombinante contra EG. El antigeno EG95 es una proteina
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recombinante de 16 kDa clonada a partir de ARNm obtenido
de huevos del pardsito que es expresada como una proteina de
fusién con glutation S-transferasa (EG95-GST) dando como re-
sultado un producto de 40 kDa. La proteina EG95 emulsionada
con el adyuvante Quil A, protege frente a la infeccién por E. gra-
nulosus al inducir anticuerpos especificos del tipo IgG1 e IgG2
contra oncosferas. A través de este mecanismo inmunolégico el
pardsito es eliminado cuando ocurre la infeccién, antes de po-
der establecerse en los tejidos del hospedador. Los ensayos es-
tablecieron que la cantidad de antigeno necesario era de 50 pg
de proteina EG95 para ovinos y caprinos y mostraron que Quil
A fue el adyuvante disponible que promovié el nivel méds alto y
la mayor persistencia de la proteccién, con una minima reaccién
en el sitio de la inyeccién a una dosis de 1 mg. Utilizando el do-
ble de la dosis recomendada super¢ las pruebas sobre posibles
signos de reacciones locales, sistémicas y efectos sobre compor-
tamiento. No se registr6 aumento de temperatura, reacciones en
el sitio de inyeccién, efectos adversos ni alteraciones del com-
portamiento significativos al vacunar corderos entre 4 semanas
y 8 semanas de edad y hembras en periodo de gestacién. La
vacuna es una preparacion proteica purificada, no infecciosa, no
téxica, no contaminante. Se presenta liofilizada con la finalidad
de prolongar su tiempo de almacenamiento y debe ser reconsti-
tuida antes de su aplicacién. Esta vacuna podria incorporarse a
otras vacunas bacterianas o en antiparasitarios, pero perderia la
capacidad de ser liofilizada. (Lightowlers MW 1999).
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3.-ESTUDIOS EXPERIMENTALES CON
LA VACUNA EG95 EN LA ARGENTINA

Lightowlers integrante del “Grupo Cientifico de Trabajo
sobre los adelantos en la prevencion, el control y el tratamiento
de la Hidatidosis” de la Organizacién Mundial de la Salud, pu-
blica en 1994: “Infecciones por Echinococcus: Aspectos inmunobiold-
gicos y de vacunacion”. El documento describe los resultados de
dos investigaciones independientes, usando el antigeno recom-
binante de oncésferas para vacunar a los ovinos contra infeccio-
nes subsecuentes por huevos de E. granulosus logrando 95% y
97% de proteccién. Manifiestan que: “La investigacién por cola-
boracién entre el laboratorio de Parasitologia Molecular de la
Universidad de Melbourne y Ag Research de Nueva Zelandia
han permitido la elaboracién de una vacuna definida que prote-
ge a los ovinos contra infecciones repetitivas por E. granulosus.
Es posible utilizar la vacuna como un medio para controlar la
transmisién de los pardsitos hidatidicos, en sus hospedadores
intermediarios naturales, como parte de las camparias de lucha
contra la EQ. En la parte final del documento escriben: “La Uni-
versidad de Melbourne y el organismo Ag Research investigan
la participaciéon de las comparfifas comerciales en el refinamien-
to de la vacuna. Ademds, serd de maxima importancia la cola-
boracién de otros grupos de investigadores que tengan interés
en la epidemiologia y la lucha contra la enfermedad hidatidica,
en la valoracién de la vacuna en forma directa sobre el terreno,
y seguramente serd bien recibida”.

HIDATIDOSIS: La vacuna recombinante EG95 e 15



En 1995 el grupo de investigadores integrado por el Bioquimico
Eduardo Ferndndez, el Médico Jorge Lago y los Veterinarios Jor-
ge Iriarte y Oscar Jensen, profesionales del Ministerio de Salud
de la Provincia del Chubut de Argentina, recibieron el protocolo
y 10 dosis de vacuna experimental EG95 en forma liofilizada,
desde la Universidad de Melbourne, Australia. En la chacra N*
18 de Sarmiento, perteneciente a la Direccién de Ganaderia, Fer-
nandez y Jensen, vacunaron los primeros corderos en América.

En 1997 se incorpord al grupo de la Dra. Paula Sanchez Theve-
net del Centro Regional de Investigacién y Desarrollo Cientifico
Tecnolégico (CRIDECIT), de la Facultad de Ciencias Naturales
de la Universidad Nacional de la Patagonia San Juan Bosco, Co-
modoro Rivadavia, Chubut.

En la década de los 90 se realizaron ensayos en estudios experi-
mentales multicéntricos, controlados y aleatorios, bajo un mis-
mo protocolo en Australia, Nueva Zelandia, China y Argenti-
na. Los resultados de potencia de la vacuna recombinante en
ensayos a campo realizados fueron similares y concluyentes,
con proteccién entre 83% y 99%, en los animales vacunados
respecto a los controles, utilizando dos dosis de vacuna EG95.
(Lightowlers MW 1999).

En Argentina se realizaron cinco ensayos con ovinos entre los
afnos 1995 y 1999 y uno en caprinos en 2001. Los animales de
los ensayos fueron corderos y chivitos de menos de 25 semanas,
no expuestos a la infeccién por E. granulosus, que siguieron el
calendario sanitario del establecimiento donde se realiz6 el en-
sayo. La vacuna liofilizada provista por Lightowlers de la Uni-
versidad de Melbourne, fue reconstituida una hora antes con
agua destilada y aplicada en forma subcutdnea en la ingle y /o
la axila, a la dosis de 50 ug de la protetna EG95 y 1 mg de adyu-
vante Quil A, en un volumen de 1 ml. Los corderos y chivitos
vacunados y testigos fueron desafiados por via oral con aproxi-
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madamente 2.000 huevos de E. granulosus, obtenidos de pe-
rros naturalmente infectados, segtin el protocolo de cada ensa-
yo. Entre los 8 y 14 meses de producida la infeccién, los ovinos
fueron sacrificados bajo condiciones que permitieron el examen
detallado de la res y de las visceras, especialmente el higado, los
pulmones, los rifiones, el bazo y el cerebro, que se cortaron en
trozos de 1 a 2 mm, en btisqueda de quistes hidatidicos.

3.1.- ENSAYO ARGENTINA N° 1.
CHUBUT, SARMIENTO. 1995.

Se inicia en mayo de 1995, con 20 corderos de raza Merino.
Diez fueron protegidos con dos dosis de vacuna EG95 con 4 se-
manas de intervalo entre ambas dosis. Todos fueron desafiados
4 semanas después. Transcurridos 14 meses de efectuada la
infeccién, todos los ovinos que finalizaron la prueba (7 del gru-
po vacunado y 10 testigos), fueron sacrificados en btisqueda de
quistes hidatidicos. En todos los animales testigos se encontra-
ron quistes hidatidicos, detectdindose 232 quistes hidatidicos.
En el grupo vacunado, un ovino present6 un quiste hidatidico
viable de 2 mm.- La proteccién resultante fue del 99.4 %.

En 1999, Lightowlers y col., publicaron los resultados de tres
ensayos realizados en ovejas inmunizados con la vacuna ex-
perimental recombinante EG95 y desafiados con huevos de E.
granulosus viables obtenidos en Nueva Zelandia (ciclo perro
/ oveja), Australia (ciclo dingo / canguro) y Argentina (ciclo
perro / oveja). La vacunacién con EG95 confirié un alto grado
de proteccién (96-100%). Los ensayos demostraron que el 86%
de las ovejas vacunadas eran completamente libres de quistes
hidatidicos viables cuando se examinaron aproximadamente 1
afio después. La vacunacién redujo el niimero de quistes via-
bles un 99 % en comparacién con los controles no vacunados.
(Lightowlers MW 1999).
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3.2.- ENSAYO ARGENTINA N° 2.
CHUBUT, PUESTO BLANCO, SARMIENTO. 1996.

Se inicia en mayo de 1996, con 20 corderos de raza Merino,
de 6 meses de edad. Diez fueron protegidos con tres dosis de
vacuna EG95. Todos fueron desafiados. En el grupo testigo
se encontré una media de 92 quistes hidatidicos. En el grupo
vacunado no se encontraron quistes. La proteccién resultante
fue del 100%.

3.3.- ENSAYO ARGENTINA N° 3.
CHUBUT, ESTANCIA MEDIA LUNA,
ALDEA BELEIRO. 1997.

Se inicia en abril de 1997, con 90 corderos, raza Merino de 6
meses de edad. El objetivo fue evaluar el nimero de dosis y
tiempo de proteccién. Sesenta corderos fueron protegidos con
una dosis de vacuna EG95 y treinta de ellos recibieron una
segunda dosis a los 45 dias. Treinta quedaron como testigos.
Se realizaron desafios en distintos grupos y tiempos. En los
testigos examinados se encontraron una media de 219 quistes.
Con una sola dosis de la vacuna se logré una protecciéon del 85
% para la infeccién con E. granulosus a los 3 meses de la tlti-
ma dosis y del 82% a los 12 meses. Con dos dosis de vacuna
resulté una protecciéon del 99% para 4 meses y del 98% para 11
meses post vacuna.

3.4.- ENSAYO ARGENTINA N° 4.
CHUBUT, SARMIENTO. 1997.

Se inici6 en mayo del 1997, en un lote de 10 ovejas de raza Te-
xel, servidas en el otofio. El objetivo fue evaluar la transferen-
cia calostral de inmunidad. Las madres fueron protegidas con
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dos dosis de vacuna EG95 y fueron desafiados sus corderos
con 2.000 huevos de E. granulosus. La proteccién resultante
fue del 98% hasta los 40 dias de vida de los corderos.

3.5.- ENSAYO ARGENTINA N° 5.
CHUBUT, SARMIENTO. 1999.

Se inici6 en la primavera de 1.999 con ovejas de raza Texel pre-
viamente vacunadas. El objetivo fue evaluar la interferencia de
la inmunidad calostral. Se estudiaron los calostros, los sueros
de sus corderos y los sueros de corderos hijos de madres no va-
cunadas. Todos los corderos fueron vacunados con una dosis
de EG95, a los tres meses. Por un ensayo k-Elisa se evaluaron
los sueros para determinar los niveles de actividad anticuerpo y
por un ensayo inmunoblot los sueros y el calostro para revelar
actividad anti-EG95. La inmunidad calostral no interfiri6 con la
respuesta de anticuerpos en los corderos vacunados.

3.6.- ENSAYO ARGENTINA N° 6.
NEUQUEN, JUNIN DE LOS ANDES. 2001.

Se inici6 en mayo de 2001, con 40 caprinos, raza Angora de 6 me-
ses de edad, divididos en cuatro grupos, en un establecimiento
rural cercano a Junin de los Andes, en el marco del convenio de
cooperacion cientifica entre el Ministerio de Desarrollo Social de
la Provincia de Neuquén y el Ministerio de Salud de la Provin-
cia del Chubut. El objetivo fue evaluar en caprinos, la vacuna
recombinante EG95, bajo condiciones controladas. Los grupos
a, b, y ¢ fueron protegidos con una y dos dosis de vacuna Eg95
producida en 2001, 1999 y 1997 respectivamente y conservadas
en forma liofilizada a 4 C°.- Fueron desafiados por via oral con
aproximadamente 2.000 huevos de E. granulosus, obtenidos de
perros naturalmente infectados de la zona sur de Neuquén.
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Se compard la respuesta de anticuerpos anti E. granulosus obte-
nida en caprinos vacunados con EG95, en sueros caprinos que
recibieron dos dosis de vacuna EG95, comparados con sueros
ovinos de misma caracteristicas y tiempos, mediante IgGk-
ELISA y Western Blot. Los resultados obtenidos demostraron la
presencia de anticuerpos protectivos contra E. granulosus en ca-
prinos vacunados, comparable a lo demostrado en ovinos. Ala
necropsia no se encontraron quistes hidatidicos en los caprinos
vacunados con dos dosis y se encontraron quistes hidatidicos
(12 en pulmén y 1 en higado) en el 15% de los caprinos con una
dosis. Se hallaron quistes hidatidicos (159 en pulmén y 65 en hi-
gado) en el 90% de los no vacunados. Los niveles de proteccién
fueron similares a los detectados en ovinos y no se encontraron
diferencias significativas en el nivel de proteccién entre la vacu-
na producida en 1997, 1999 y 2001.-

En 2003, Heath y col. publicaron una revisién sobre la formu-
lacién, aplicacién de la vacuna, el progreso en el control de la
EQ, dando recomendaciones para el uso en los Programas de
Control. Describen la vacuna EG95, que protege a las ovejas,
las cabras y bovinos contra la EQ. Apuntan aspectos que tienen
que ver con la formulacién, la seguridad, la eficacia de la vacu-
na, su esquema de aplicacién, niimero de dosis, los desafios y
las necropsias, como asi también las dificultades en dreas con-
tinentales de los programas que utilizan la desparasitacién de
los perros. Plantearon la utilidad de realizar dos visitas al afio
a cada establecimiento, realizando la desparasitacién de los pe-
rros y la vacunacién del ganado. Advirtieron que la vacuna no
tiene efecto sobre los quistes establecidos y es esperable que la
infeccién aumenta con la edad.

Concluyeron que una estrategia eficaz es comenzar un progra-
ma de control mediante la vacunacién de todos los animales y
debe ir acompafiado de la educacién sobre la EQ y el tratamien-

to antihelmintico de los perros al menos dos veces en el afio.
(Heath DD 2003).
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4.- ESTUDIOS EXPERIMENTALES DE
LA VACUNA EGY95 EN CHILE

Ensayo Chile. Regién del Bio-Bio, Chillan. (2001 —2003).
En afio 2003 se evalu6 un ensayo realizado en la Facultad de
Veterinaria de Chilldn, ubicado en la VIII regién de Chile, rea-
lizado en ovinos de raza Suffolk que a la edad de corderos re-
cibieron dos dosis de vacuna EG95 con el adyuvante Quil A,
producida en el Ag Reserch de Nueva Zelandia, realizdndose
el desafio con proglétidos de E. granulosus obtenidos de perros
de la region del Alto Bio Bio. A la necropsia, realizada 13 meses
después de la segunda dosis, se detectaron 291 quistes en los 10

ovinos testigos y 3 quistes en los doce ovinos vacunados. (Viva-
llo Cuevas 10 2004).
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5.- LA VACUNA EXPERIMENTAL
EN LOS PROGRAMAS DE CONTROL

5.1.- CHINA 1996.
VACUNACION A GRAN ESCALA.

David Heath realiz6 un ensayo a gran escala, a campo con
desafio natural, en las provincias Qinghai y Xinjiang de China,
vacunando 50.000 y 100.000 corderos. La vacuna EG95 prote-
gi6 al menos 1 afio luego de 2 vacunaciones, mientras que 3 va-
cunaciones pueden proteger 3 6 4 afios. Confirmé la seguridad
y eficacia de la vacuna.

5.2.- ARGENTINA, CHUBUT. EL CHALIA.(2007-2013).
VACUNACION DE OVINOS Y CAPRINOS.

En la colonia aborigen “El Chalia”, ubicada al suroeste de la
Provincia del Chubut, se realizé un ensayo a campo, utilizan-
do la vacuna experimental EG95 provista en forma liofilizada
por la Universidad de Melbourne de Australia, con el objetivo
de evaluar la vacuna como herramienta de control. A la colonia
aborigen, entre los afios 1984 y 2015, la habitaron un promedio
de 20 familias de origen mayoritariamente tehuelche, que en
conjunto pastorearon un promedio de 1.500 caprinos y 10.000
ovinos en 30.000 hectdreas. Mantuvieron un promedio de 100
perros, mayoritariamente de razas ovejeras.
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En 1984 el programa de Control de EQ, que depende del Minis-
terio de Salud, inici6 en el sur de la provincia del Chubut, sus
actividades de control, basadas en la desparasitacién periédica
de los perros y la educacién sanitaria de la poblacién. En la colo-
nia “El Chalia”, en el diagnéstico inicial, mediante la prueba de
la arecolina, se detecté que el 55% de los perros tenia el pardsito
que produce EQ y encuentran perros parasitados en el 73% de
las viviendas. El programa de Control de la Hidatidosis de la
provincia del Chubut, realiz6 tareas de desparasitacion canina y
educacion sanitaria, en forma ininterrumpida desde el afio 1984
al afio 2007.

Al inicio del programa de vacunacién en diciembre de 2007, el
25% de los perros tenia E. granulosus y habia perros parasitados
en el 72% de las viviendas, medidos por la prueba de la areco-
lina. En el verano, en coincidencia con los trabajos de esquila
y los bafios sanitarios obligatorios, se realiz6 la aplicacién de la
vacuna, a cargo del Ministerio de Salud, contando con la cola-
boracién de técnicos de Servicio Nacional de Sanidad y Calidad
Agroalimentaria (Senasa). En las 7 temporadas de vacunacién
se tuvieron dificultades para vacunar los ovinos y caprinos de
todos los establecimientos y también para aplicar en cada es-
tablecimiento las dos dosis de vacunas a todos los corderos y
chivos.- En la evaluacién de la situacion hidatidica de la colonia
aborigen “El Chalia”, realizada dos afios después de finalizado
el programa de vacunacion, en abril de 2015, por la prueba de la
arecolina se encontraron dos perros (2%) con E. granulosus, que
pertenecia a dos viviendas (11%). En los perros de siete vivien-
das se encontraron T. hydatigenas. La vacuna fue eficaz para
reducir la Echinococcosis canina.
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5.3.- ARGENTINA RiO NEGRO. (2009 - 2015).
VACUNACION DE OVINOS.

En el afio 2009 la provincia de Rio Negro inicia un ensayo de
control con vacuna producida en la Universidad de Melbour-
ne, de Australia, con el objetivo de evaluar el impacto de la
introduccién de la vacuna EG95 en la interrupcién del ciclo

de transmisién y analizar la factibilidad técnico operativa de
su aplicacién en condiciones de campo. El programa se aplica
en el sur de la Provincia de Rio Negro en un drea con cuatro
comunidades aborigenes, estableciendo un drea vecina y de
similares caracteristicas como drea control, donde no se aplicé
la vacuna.

El programa de control con la vacuna incluye solo al ganado
ovino, quienes recibieron dos dosis en cordero y una sola dosis
de refuerzo a 1-1,5 afios de edad. Se logré una reduccién estadis-
ticamente significativa del 62% en la prevalencia de la infeccién,
en el ndamero de granjas infectadas, en el nimero de quistes /
animal infectado y en el tamafio de los quistes de los animales
vacunados en comparacién con los controles no vacunados de
la misma edad. Se plantaron las dificultadas encontradas para
aplicar la vacuna y se concluy6 que la vacuna fue capaz de pre-
venir la infeccién. (Larrieu E 2013 y Larrieu E 2015).
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6.- LA VACUNACION EN HUMANOS
CONTRA EQ

Al finalizar el siglo veinte, Lightowlers en un documen-
to de discusion sobre “La vacunacion de los seres humanos contra
la hidatidosis”, plantea para las regiones donde no sea posible
aplicar la vacuna en los animales o no se puedan ejecutar me-
didas de control, la necesidad de disponer de una vacuna que
se aplique directamente en el hombre. En su opinién, la vacuna
de uso animal tendria un excelente potencial para desarrollar la
primera vacuna humana eficaz contra una enfermedad parasi-
taria.

En 2000, Lightowlers y col. publicaron una revisién sobre los
progresos de la vacuna contra EQ en los ovinos y la cisticercosis
en los bovinos. Tal éxito en los animales fomenta la investiga-
cién de la utilizacién potencial de las vacunas en seres humanos
para prevenir la enfermedad hidatidica derivada de la infeccién
por E. granulosus (Lightowlers MW 2000).

En sintonia con dicha intencién, el Ministerio de Salud de la
Provincia del Chubut, en el afo 2000, a través del Departamento
de Zoonosis conducido por el Méd. Vet. Jorge Iriarte, elaboran
y promueven un proyecto tendiente a solicitar la cooperaciéon
técnica y financiera para desarrollar una vacuna de uso hu-
mano que evitara la enfermedad en la Patagonia. El proyecto
partia de la base que las dificultades existentes para controlar
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la enfermedad mediante los métodos habituales tales como la
educacioén sanitaria, la desparasitaciéon de canes, el control de
faena, aconsejaban avanzar en una investigacion para encontrar
una vacuna que dotara de inmunidad a la poblacién humana
susceptible de contraer la enfermedad, fundamentalmente los
nifios de corta edad. La propuesta, que lleg6 a ser analizada en
el propio Ministerio de Salud de la Nacién, nunca logré el finan-
ciamiento requerido.
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7.- LA BUSQUEDA DE UN
LABORATORIO PRODUCTOR
DE LA VACUNA

En 1999 se inici6 la bisqueda de un laboratorio que qui-
siera producir la vacuna en forma industrial, visitando los Mi-
nisterios de Salud y de Ganaderia de Argentina y laboratorios
de productos veterinarios y médicos de Argentina, Uruguay y
Chile. La mayoria de los directores técnicos de los laboratorios
se interesaron en la vacuna experimental EG95, la primera va-
cuna contra un pardsito que afecta a los animales y al hombre,
pero solo Biogénesis y Rosenbuch de Argentina, manifestaron
interés en producirla.

En 2001, el laboratorio de productos veterinarios Biogénesis de
Argentina firma un acuerdo de confidencialidad con el Labora-
torio de Parasitologia Molecular de la Universidad de Melbour-
ne en Australia y el Centro de Investigacién Animal de Nueva
Zelandia, por los derechos de la vacuna. Afios después desistie-
ron del proyecto, por considerarlo “no rentable”.

En 2008, el laboratorio Tecnovax SA de Argentina se interesa en
la vacuna y firmé un acuerdo comercial con la Ag Research de
Nueva Zelandia y la Universidad de Melbourne de Australia,
iniciando posteriormente los tramites ante el SENASA Argenti-
na, para producir y comercializar la futura vacuna en América
y Europa.
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En 2009 el Centro de Virologia Animal del ICT-Milstein, pertene-
ciente al Consejo de Investigaciones Cientificas y Tecnolégicas
(CONICET) de Argentina y bajo la direccién de los investigado-
res José La Torre y Verénica Poggio, inician la transferencia de
la tecnologia desde la Universidad de Melbourne de Australia
y del Ag Research de Nueva Zelandia, con el objetivo de desa-
rrollar la vacuna recombinante EG95 en Argentina, asegurando
su efectividad y su bioequivalencia con la vacuna experimental
EG95, logrando una vacuna adaptada a las necesidades de la
regién sudamericana. Esta tarea fue realizada con el apoyo de la
Agencia Nacional de Promocién Cientifica.
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8.- LA PRODUCCION DE LA VACUNA
EG95 A ESCALA INDUSTRIAL

En enero de 2011 el Registro Nacional de Productos
Veterinarios dependiente del Servicio Nacional de Sanidad y
Calidad Agroalimentaria (SENASA), aprueba el registro de la
vacuna Providean Hidatil EG95® del laboratorio argentino Tec-
novax SA. Providean Hidatil EG95®, es la primera vacuna re-
combinante de uso veterinario contra la enfermedad hidatidica,
con produccién a escala industrial. Tecnovax SA es una com-
pafifa biofarmacéutica que desarrolla, produce y comercializa
vacunas y productos biolégicos para sanidad animal, fundada
en el 2003.

Providean Hidatil EG95®, es una vacuna recombinante, protei-
ca, altamente estable, segura y amigable con el medioambiente.
Contiene 50 ug de proteina recombinante por dosis, emulsio-
nada con 0,125 mg/dosis de saponina y con adyuvante oleoso
Montanide ISA70. Es producida en células procariotas que ex-
presan en su espacio intracelular la proteina EG95. El gen que
codifica la proteina EG95 fue clonado a partir del material ge-
nético presente en huevos de E. granulosus y expresado en bac-
terias Escherichia coli, las cuales fueron posteriormente inacti-
vadas. La bacteria Escherichia coli transformada con un Vector
plamidico de expresién que porta los genes de la proteina glu-
tation S-transferasa del Schisostoma japonicum (GST) y EG95 bajo
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control del promotor inducible por isopropil tio-b-D-galactési-
do (IPTG,) produce grandes cantidades de la proteina de fusién
EG95 de aproximadamente 40 kDa (el tamano de EG95 sin GST
es 16 kDa) en el citoplasma bacteriano como cuerpos de inclu-
sién. La proteina recombinante EG95, es posteriormente solu-
bilizada y purificada dando lugar al antigeno recombinante, el
cual se caracteriza por métodos bioquimicos, inmunolégicos y
moleculares para garantizar la calidad del producto obtenido.

La vacuna recombinante formulada con el antigeno purificado
no es patogénica, no contiene microorganismos que pongan en
peligro la seguridad del animal vacunado. No usa pesticidas, ni
quimicos. Es inocua y segura. Puede aplicarse a hembras pre-
fadas. Puede aplicarse en animales con EQ, porque se puede
distinguir mediante andlisis serolégicos animales vacunados de
infectados. La vacuna protege a los hospedadores intermedia-
rios por al menos un afio, previene que los pardsitos lleguen a
los perros y éstos diseminen los huevos, reduciendo la biomasa
parasitaria en el medioambiente, interrumpiendo asi, el ciclo de
la enfermedad y evitando que las personas contraigan la enfer-
medad.

En septiembre 2011 el laboratorio de productos biolégicos Tec-
novax SA, junto a los Ministros de Ciencia, de Industria, de
Agricultura y Ganaderia, de la Reptblica Argentina, anuncian
la puesta en el mercado de la vacuna recombinante denomina-
da Providean Hidatil EG95®, la primera vacuna efectiva contra
un parasito, disponible para su utilizacién por los propieta-
rios de ganado y los programas de Control de la Hidatidosis.

32 e Oscar Jensen Ldilor

9.- LOS ENSAYOS CON LA VACUNA
EG95 PRODUCIDA EN ARGENTINA

9.1.- ENSAYO ARGENTINA N° 1.
CHUBUT, ESTANCIA “LAISLA” (2009-2015).
EN OVINOS

En mayo de 2.009, en la estancia “La Isla”, en Peninsula Val-
dés (Chubut), se inici6 un ensayo con el objetivo de monitorear
la inmunidad y proteccién conferida por la vacuna EG95 pro-
ducida en Argentina y la vacuna experimental EG95 producida
en Australia. Fue realizado en una region tipica de la meseta
patagoénica sur, con escasa precipitaciones, inviernos frios y ve-
ranos calurosos. Los animales cumplieron el ciclo reproductivo
y productivo de la majada del establecimiento. Participaron cin-
cuenta ovinos, divididos en cuatro grupos, que recibieron 50ug
de EG95 por dosis, con adyuvante acuoso Hidréxido de Alumi-
nio, con adyuvante oleoso Montanide, ambas producidas en el
CEVAN - CONICET de Argentina y con adyuvante saponina
Quil A, producidas en la Universidad de Melbourne de Austra-
lia. Un grupo recibi6é un placebo. Los animales recibieron cuatro
dosis de vacuna (V1, V2, V3 'y V4) alos 01, 32, 455 y 1405 dias. El
ensayo duré 2.122 dias, 69 meses o casi 6 afios y para su evalua-
cién fue dividido en dos etapas:

a.- Seguimiento seroldgico (2009-2013) y

b.- Desafio y necropsia (2013-2015).
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Al dia 1405 del ensayo, a la edad de 55 meses de los ovinos,
fueron evaluados los titulos de IgG anti-Eg95 inducidos en ovi-
nos inmunizados con 2 y 3 dosis de distintas formulaciones del
antigeno EG95. (Técnica ELISA). Sus resultados permitieron de-
terminar que la inmunidad conferida por la vacuna EG95 pro-
ducida en Argentina, con adyuvante oleoso Montanide ISA70,
denominada Oleosa CEVAN, medidas en muestras de sangre
a los 32, 57 y 455 dias luego de aplicada dos dosis (V1 y V2)y
a los 730 y 1405 dias luego de aplicada un refuerzo anual (V3)
fue equivalente a la vacuna experimental de Australia. La pro-
teccién inducida por la vacuna EG95 con adyuvante oleoso, fue
superior a la formulacién con adyuvante acuoso Hidréxido de
Aluminio, denominada Acuosa CEVAN. Su horizonte de pro-
teccion luego de aplicada la tercera dosis (V3) es superior a los
dos afios.

La segunda parte del ensayo se inicia al dia 1405, con la aplica-
cién de una cuarta dosis (V4) a 16 ovinos. El desafio fue realiza-
do por via oral a 40 ovinos, con aproximadamente 2.000 huevos
de E. granulosus, obtenidos de perros naturalmente infestados,
luego de 38 dias de aplicada la cuarta dosis (V4) y luego de 989
dias de aplicada la tercera dosis en 15 ovinos (V3). La necrop-
sia para evaluar el ndmero de quistes hidatidicos viables y no
viables, fue realizada a los 32 ovinos que finalizaron el ensayo,
en marzo del 2015. En los tratamientos con tres dosis (V3) y el
desafio a los 33 meses (988 dias), dando el maximo de chances
al pardsito, la formulacién con adyuvante oleoso dio una pro-
teccion del 85%, reduciendo el nimero de quistes viables, en
comparacién al control negativo. En los grupos de ovinos con
cuatro dosis (V4) y el desafio al mes (38 dfas), dando el méxi-
mo de chances a la vacuna, se logré una alta proteccién con las
tres formulaciones, en comparacién al control negativo. Se logré6
una protecciéon del 94% con la vacuna de Australia, del 95% con
la oleosa de Cevan, y 88% con la vacuna acuosa de Cevan.
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Conclusiones: Todas las formulaciones lograron reducir la bio-
masa de quistes disponibles con capacidad de infestar a los pe-
rros. La inmunidad a largo plazo luego de tres dosis (V1 y V2
como cordero) y un refuerzo (V3), con el desafio 33 meses des-
pués, con aproximadamente 2.000 huevos de E. granulosus, lo-
gré una proteccién del 85%. La vacuna producida en Argentina
con adyuvante oleoso logré mejor protecciéon que la vacuna con
adyuvante acuoso. La proteccién inducida por la vacuna oleosa
producida en Argentina y la vacuna experimental producida en
Australia, fueron equivalentes. (Poggio TV 2016).

9.2.- ENSAYO ARGENTINA N° 2.
JUJUY, ABRA PAMPA (2011 — 2013). EN LLAMAS

Se inici6 en septiembre de 2011, en un lote de treinta llamas
(Lama glama), en las instalaciones del INTA Abra Pampa, de-
partamento Cochinoca, Provincia de Jujuy. Los departamentos
Cochinoca y Yavi, de la Puna Argentina, concentran la mayor
cantidad de llamas y ovinos de la Puna, todos pertenecientes
a pequefos productores y la EQ es la principal zoonosis. Es el
primer ensayo realizado en el mundo con la vacuna EG95 ya
sea de origen industrial o experimental en camélidos sudame-
ricanos domésticos. Tres grupos de llamas menores de 8 meses,
fueron vacunadas a los dias 0, 30 y 439 dias con 3 dosis de la
vacuna EG95 recombinante Hidatil EG95 (50 ug Eg95, 0,125 mg
saponina, Montanide ISA 70 Seppic/dosis/mL) producida en
Argentina (n=10), con vacuna recombinante experimental EG95
producida en Australia (50 ug Eg95, 1 mg QuilA/dosis/mL)
(n=10). El grupo control (n=10) recibi6 solo placebo (adyuvante
oleoso). La vacunacién se realizé en la cara interna del muslo
por via subcutdnea. En la primera dosis se utiliz6 la zona dere-
cha y en la segunda dosis la izquierda, con jeringas individuales
descartables tipo insulina.
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Se tomaron muestras de sangre a los 0, 30, 60, 180, 439 y 764 dias
post primo vacunacion. El estudio consideré la imunogenicidad
inducida por la vacuna Hidatil EG95 y su comparacién con la
vacuna experimental australiana. Las diferencias entre los ni-
veles de anticuerpos séricos inducidos por la vacuna industrial
EG95 presentan diferencias no significativas (>0,05) compara-
dos con la formulacién experimental. Luego del refuerzo, los
titulos séricos aumentan y son de similar magnitud (439 dpv) a
los observados al dia 30 (con una dosis) en los animales vacuna-
dos con ambas formulaciones y a 764 dpv son atin mayores que
los observados al dia 30 con 1 dosis y similares a los observados
a los 180 dias respectivamente. Se observa que los animales va-
cunados con la formulacién EG95 argentina indujeron niveles y
titulos de anticuerpos significativos y mayores a los obtenidos
en el grupo control y similares a los de la vacuna australiana.
(Poggio TV 2016).

9.3.- ENSAYO ARGENTINA N° 3.
BUENOS AIRES, BRANDSEN. (2011-2012).
EN OVINOS

Se inicié6 en noviembre del 2011, en dos lotes de 14 y 29 cor-
deras y ovejas de raza Merino, en Estacién Gomez y Coronel
Brandsen, en Provincia de Buenos Aires. Finalizé en noviembre
de 2012. Los animales fueron separados en tres grupos: Con-
trol (n=15), vacunados con Vacuna Hidatil EG95 (50 ug Eg95,
0,125mg saponina, Montanide ISA 70 Seppic/dosis/mL) pro-
ducida en Argentina (n=20) y vacunados con vacuna recombi-
nante experimental EG95 australiana (50 ug Eg95, 1 mg Qui-
1A /dosis/mL) (n=15). Los animales fueron inmunizados con
1 dosis de cada vacuna EG95 por via subcutdnea en la regién
inguinal y se tomaron muestras de sangre a los 0, 30, 60, 180 y
360 dias post primo vacunacién. El monitoreo de producciéon
de anticuerpos IgG anti-EG95 en los animales vacunados y con-
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troles fue realizado mediante estudios serolégicos seriados por
técnica de ELISA. Los grupos vacunados ya sea con Providean
Hidatil EG95 o vacuna australiana, mostraron titulos séricos
que persistieron por 12 meses, mostrando un pico a los 60 dpv.
No se observaron diferencia significativa entre los niveles de
anticuerpos inducidos por las distintas formulaciones, ni en los
titulos de anticuerpos detectados. Se asocia con un alto grado
de proteccién que el grupo de ovinos vacunados, presentan una
absorbancia de anticuerpos cercana o mayor a 0.8 (dil 1:200).

9.4.- ENSAYO ARGENTINA N° 4.
BUENOS AIRES, CARMEN DE ARECO, (2013 — 2014).
EN BOVINOS

Se inicid en abril de 2013, en un lote de 65 bovinos de raza Here-
ford, en la localidad de Rawson, Carmen de Areco, Ruta 51, km
146, Provincia de Buenos Aires, con el objetivo de determinar la
dosis efectiva y segura de la vacuna EG95, en bovinos.

Se separaron del rodeo, sesenta y cinco (n=65) bovinos (Bos
taurus) menores de 6 meses de raza Hereford, con aproximada-
mente tres meses de edad y se identificaron con caravana. Los
animales siguieron el plan de manejo y sanitario del estableci-
miento donde se realizé el ensayo. Se formaron 7 grupos de 5
animales, tomados al azar, los cuales fueron inmunizados a0 y
30 dias, con distintas formulaciones: con 100 ug, 150 ug, 200 ug,
y 300 ug de EG95, con 1,4 y 2,1 ml de Montanide ISA70 y con
0.250mg y 0.375mg de saponina. La vacuna se administré por
via subcutédnea en el tercio medio superior de la tabla del cuello.
La primera dosis de la derecha y la segunda en la izquierda,
con jeringas individuales descartables. Cambios en el compor-
tamiento, temperatura Corporal y reacciones en el sitio de inocu-
lacién, fueron observados y recopilados, alas 2, 6, 24,48, 72 hs y
a dia 4, 5 6 y 7 dias de colocada la primera y segunda dosis de
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la vacuna. Se tomaron muestras séricas en los dias 0, 30, 60 y 180
dias y se determiné el nivel de anticuerpos séricos anti EG95 en
cada grupo de animales: vacunados y testigos a los diferentes
tiempos por técnica de ELISA.

Conclusién: Por los estudios de seguridad y evaluacién do-
sis-respuesta, la formulacién con 100 ug de EG95 y adyuvante
oleoso con 0.250mg saponina y 1,4 ml de Montanide ISA70, en
un volumen de 2 ml, resulté ser la mds segura y eficaz, para la
aplicacién en bovinos.

9.5.- ENSAYO ARGENTINA N° 5.
CHUBUT, SARMIENTO (2012—-2013).
EDAD A LA PRIMERA DOSIS

Los rumiantes se caracterizan por su capacidad para alimentar-
se de pasto. El cordero nace con su aparato digestivo adaptado
a una dieta lactea, propia de un no-rumiante. Paulatinamente
van transformando su alimentacién, al comenzar a ingerir pasto
alrededor de las tres semanas de vida, para ser rumiante adulto
a las ocho semanas. Al momento de ingerir pasto, comienza su
riesgo de ingerir huevos de E. granulosus, debiendo estar pro-
tegido por los anticuerpos calostrales o anticuerpos inducidos
por la vacuna.

Con el propésito de testear la seguridad y eficacia de la vacuna
administrada en ovinos a partir de las cuatro semanas de vida,
se formardn 3 grupos de 10 corderos de raza Merino, tomados
al azar del corral, identificados con doble caravana, con apro-
ximadamente 4 semanas de edad, pertenecientes al Centro de
Investigacién en Zoonosis en Sarmiento, Chubut. A cada grupo
se les administré la vacuna Providean Hidatil EG95®, la vacuna
recombinante australiana EG95-GST y un placebo sin antigeno
proteico EG95 respectivamente. Se midi6 la inmunidad confe-
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rida en muestras de sangre tomadas a los 0, 30 y 60 dias post
vacunacién, mediante un ELISA para deteccién de anticuerpos
séricos anti-EG95. Los niveles de anticuerpos detectados fueron
equivalentes para las dos formulaciones y similares a los obteni-
dos en los ensayos con aplicacion de las vacunas a partir de los
tres meses. No se observaron cambios en la temperatura corpo-
ral, el comportamiento y reacciones en el sitio de inyeccién, en
lo dias posteriores a las dos vacunaciones.

9.6.- ENSAYO ARGENTINA N° 6.
CHUBUT (2012-2013)
INMUNIDAD CALOSTRAL EN OVINOS

Con el objetivo de detectar la presencia, en funcién de la edad,
de los anticuerpos (Ac) anti-EG95 transferidos por el calostro,
en corderos nacidos de madres vacunadas con Providean Hida-
til EG95® y determinar el momento ideal para la aplicacion de
la primera dosis de vacuna, ovejas Merino destinadas a vientre
del Centro de Investigacién en Zoonosis en Sarmiento, Chubut,
fueron divididas en dos grupos: M1: una tinica dosis de vacuna
45 dias antes de la fecha de paricién; y M2: primera dosis 30
dias antes de la fecha de servicio, y la segunda dosis 45 dias an-
tes de la fecha de paricion. Después del parto, y durante 28 dias,
se extrajo suero y calostro/leche en cada grupo. Se definieron
dos poblaciones de corderos recién nacidos: C1y C2 segtn fue-
ran hijos de M1 o M2. Inmediatamente después del nacimiento,
y durante 90 dias, se extrajeron muestras de suero. Se determi-
naron los titulos de anticuerpos anti-EG95 para cada muestra
de cada grupo de madres (suero/ calostro) y corderos (suero) en
diferentes tiempos. Se observé que en todos los animales ex-
puestos a dos dosis de vacunacion los titulos séricos de Ac IgG
anti EG95 fueron significativamente mayores a los expuestos a
una Unica dosis. En el suero de los corderos el pico maximo de
Acs se detect6 a las 24 hs posteriores al parto, manteniéndose
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Los primeros ensayos en Argentina con la vacuna experimental EG95.
Sarmiento — Provincia del Chubut. 1995 - 1999
" ; k|

16 de Junio de 1995. Realizando el desafio con 2000
Primer ovino vacunado con EG95. huevos de Echinococcus granulosus
Sarmiento - Chubut. Argentina

Veterinario Jorge Iriarte, Bioquimico Eduardo Ferndndez, Veterinario Oscar
Jensen, Dr. Marshall Lightowlers (Australia), Bidloga Gloria Cerrone y Dr. David
Jenkins, (Jefe programa de Australia).,'caminé al matadero_de Andreés
Marinoni 'en Sarmiento, Chubut, para realizar las necropsias. (1997)

Los primeros ensayos en Argentina con la vacuna experimental EG95.
Sarmiento — Provincia del Chubut. 1995 - 1999

Bioquimica Paula Sanchez, Marshall Lightowlers, Vieterinarios Jorge Iriarte,
Oscar Jensen y Bioguimico Eduardo Fernandez. Buscando quistes hidatidicos
en visceras ovinas, en el Matadero de Rolando Beron en Sarmiento, Chubut.

(Diciembre 1.998)
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Planilla de registro Pulmones, higado y cortes de pulmon,
higado y bazo con quistes hidatidicos.
Nueve meses post desafio.



Vacunacion con EG95 en LLAMAS
Abra Pampa — Jujuy — Argentina (2011 —2013)

Profesionales y
técnicos de la
Estacion
Experimental
Agropecuaria
INTA, Abra Pampa,
Provincia de Jujuy,
que llevaron

.

La Veterinaria Sandra Romero del 16 de Septiembre de 2011

INTA Abra Pampa, responsable local Primer camélido vacunado con EG95
del ensayo, Vﬁcunado la primera Abra Pampa - Jujuy - Argentina
ama.

adelante el ensayo.

Niveles de iqG total anti-EG95 en LLAMAS vacunadas con
2 dosis de Providean Hidatil EG95°®. Refuerzo a 365 dias.

»
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La Vacuna experimental EG95 como medida de control
en ovinos y caprinos.
Colonia aborigen “El Chalia”, Chubut, Argentina

Perros con Echinococcus granulosus a la prueba de la arecolina. Marzo 2015

Viviendas |
Total Viviendas | Peros | Perras can

. con perios
viviendas | evaluadas p+ evaluados Eg

1.984: Inicio del programa: Educacion sanitarias + desparasitacion canina.
2,007 a 2013: Programa de vacunacion.

En 7 viviendas (38 %), se tiene seguridad de que no se habia desparasitado
los perros, por la presencia de Taenia hydatigena, de hasta 3 metros de largo.

FROVINETA B8 SANTL CAVE

Ubicacién EI Chalia. Se realizé la prueba de la arecolina en
Chubut. todas la viviendas de la colonia
“El Chalia”. (2015)

Taenia hydatigena encontrada en uno de los perros. (2015).
ecnico agropecuario Carlos Terdn



La Vacuna experimental EG95 como medida de control Monitoreo de la inmunidad conferida por la vacuna EG95 producida
en ovinos y caprinos. en Argentina y la vacuna experimental EG95 producida

Colonia aborigen “El Chalia”, Chubut, Argentina en Australia, en ovinos de Argentina.
Los ensayos de “La Isla”, Chubut, Argentina 2009 — 2015

Animales del ensayo en el
Establecimiento “La Isla”,
en Peninsula Valdés, Chubut.

i
;

El Veterinario Jorge Iriarte aplicando
la primera dosis de vacuna EG95
producida en Argentina.

Agente sanitario Manuel Soto, Dr Marshall Lightowlers, Veterinaria Mafalda
Mossello y agente sanitario Seferino Millatruz, saliendo a vacunar.

@ Peninsula
Valdés

La Veterinaria Paola Anmiotti del Marshall Lightowlers y los chivos de
SENASA vacunando en “El Chalia”. la Colonia aborigen “El Chalia” Uno de los grupos del ensayo

y la vacuna codificada.




Monitoreo de la inmunidad conferida por la vacuna EG95 producida
en Argentina y la vacuna experimental EG95 producida
en Australia, en ovinos de Argentina.

Los ensayos de “La Isla”, Chubut, Argentina 2009 — 2015

Grupo evaluador integrado por Laura  Grupo evaluador integrado por Jorge

ertiser, Verdnica Poggio David Iriarte, Mafalda Mosello y Gabrie
Heath buscando quistes hidatidicos en  Aviles, buscando quistes hidatidicos
los animales vacunados y testigos. en los animales del ensayo.

El doctor David D Heath, investigador del Ag Research de Nueva Zelandia
buscando quistes hidatidicos.

La vacuna recombinate EG95 en los programas de control
Xl Region de Aysén, Republica de Chile, Mayo de 2016.
VIl Region del Bio Bio, Republica de Chile, Noviembre de 2016.

Oveja adulta Texel, primer ovino vacunado con EG95, de produccion industrial,
junto al Vet Julio Cerda, Director Regional del SAG de la regron‘ de Aysen, el
Investigador Oscar Jensen de Argentina, el Vet Tomas Chacon Saravia
responsable del programa del SAG y el Vet Angel Sartori, Director Nacional del
SAG de Chile, en la XI Region Aisén de la Republica de Chile. Mayo de 2016.

Veterinarios Claudio A. Mufioz Cardenas del SAG, Guido Merino Rubilar Jefe
SAG, Oscar Jensen y Alejandro Pino, junto a ;oJuctqres vacunadores en el
Alto Bio Bio, VIl Region de la Republica de Chile. Noviembre de 2016.



en niveles protectivos altos hasta los 28 dias y con niveles pro-
tectivos hasta el dia 75. Los resultados indican que los Acs IgG
anti-EG95 se concentran significativamente en el calostro de las
ovejas previo al parto origindndose la transferencia efectiva de
los anticuerpos al cordero. Teniendo en cuenta la persistencia en
suero de los Ac vacunales adquiridos por los corderos en forma
pasiva, seria ideal iniciar la vacunacién a partir de la cuarta se-
mana de vida de los corderos hijos de madres vacunadas.
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10.- MONITOREO DE LA INMUNIDAD
ALCANZADA POR LA VACUNA

La potencia y eficacia de la vacuna se determina a través
del desafio de los animales vacunados con huevos de E. gra-
nulosus y su posterior necropsia para determinar la reducciéon
en el desarrollo y ntimero de quistes hidatidicos viables con
respecto a los animales no vacunados. Este ensayo es el “gold
estdndar” para evaluar el grado de protecciéon del inmunégeno.
Es una prueba que lleva aproximadamente 18 meses, desde la
vacunacion de los animales, el desafio con E. granulosus hasta
el desarrollo de los quistes, con la desventaja de mantener ani-
males infestados y sacrificarlos al final del ensayo.

10.1.- MONITOREO DE LA PRODUCCION DE
ANTICUERPOS ANTI EG95

Por estudios serolégicos podemos medir el nivel de Ac vacu-
nales producidos por la vacuna y también estimar la cobertura
lograda por los vacunadores, en la aplicacién de la vacuna. El
monitoreo de produccién de anticuerpos IgG anti-EG95 en los
animales vacunados y controles es realizado mediante estudios
serolégicos seriados por técnica de ELISA.

Procedimientos ELISA: Se sensibiliza una placa de ELISA con
antigeno EG95 (similar al utilizado en la formulacién de la va-
cuna). Los sueros se diluyen y se incuban en esta placa para que
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se produzca la reacciéon Ag-Ac. Después de varios lavados se
agrega una Ig anti ovino marcada con una enzima peroxidasa.
Esta va a acoplarse en las muestras en que se produjo la reaccién
Ag-Ac. La enzima se enfrenta con un sustrato productor de co-
lor, este color se mide con un lector de placas. La intensidad del
color (DO) es directamente proporcional a la concentracién de
Ac de la muestra. Se grafican los valores de DO para cada uno
de los muestreos y asi visualizar el nivel de los mismos a media
que transcurre el tiempo.

10.2.- TEST DE LA ONCOSFERA

Debido a que la proteccién inducida por la vacuna estd medi-
da por anticuerpos especificos anti-EG95 a través de su unién
al complemento y éstos tienen la capacidad de lisar oncésferas
activadas “in vitro”, el disefio, desarrollo y estandarizacién del
“Test de la Oncdsfera” permitird evaluar el grado de proteccién
inducido por los Ac especificos, evitando la infestaciéon con hue-
vos de E. granulosus y la necropsia de los animales involucra-
dos en los ensayos.
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11.- ESQUEMA Y DURACION DEL
PROGRAMA DE VACUNACION

Para determinar el esquema y las fechas de vacunacion,
a utilizar en cada establecimiento agropecuario o regién bajo
programa, debemos tener en cuenta el riesgo de contraer EQ), el
ganado a vacunar, el tipo de manejo del ganado, las condiciones
climédticas y los calendarios sanitarios y de manejo.

11.1.- EL ESQUEMA "“IDEAL"

Al inicio del programa, vacunar a todos los animales suscepti-
bles dos veces, con aproximadamente un mes de diferencia, in-
cluyendo los animales jévenes en el momento del destete. En el
segundo afio y posteriores, vacunar a todos los animales recién
nacidos dos veces, aproximadamente con un mes de diferencia.
Una sola vacunacién de refuerzo a todos los animales vacuna-
dos previamente. Si se ingresan animales al establecimiento,
vacunar con dos dosis, con un mes de diferencia. (Lightowlers,
Seminario de Hidatidosis, Santiago de Chile, 2016)

11.2.- EN RUMIANTES MENORES EN
PATAGONIA SUR

En el inicio del esquema de vacunacién aplicar dos dosis a to-
dos los animales. La primera en los trabajos previos a la paricién
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y la segunda en la esquila. Los corderos y chivitos recibirdn la
primera dosis en la sefialada. Durante los trabajos de esquila de
los adultos, se aplica la segunda dosis a los corderos y chivitos
y se completa el esquema en el resto de los rumiantes menores.
En zonas de alto riesgo aplicar un refuerzo anual a todos los
rumiantes en los trabajos previos a la paricién; con el objetivo
de fortalecer la inmunidad calostral y proteger a los rumiantes
menores que pastan en los potreros cercanos a los cascos y/o
puestos, que generalmente son los animales de mayor valor,
como los reproductores y animales de consumo. En zonas de
bajo riesgo aplicar un refuerzo anual a las madres en los trabajos
previos a la paricién. En las chacras, granjas y pequefos esta-
blecimientos, donde se practica él encierre nocturno y /o que los
rumiantes menores pastan cerca de la vivienda del productor
y sus perros, los animales deberian mantener un nivel de anti-
cuerpos protectivos alto. Los corderos y chivitos deben recibir
la primera dosis a las 4 semanas de nacidos. En los sistemas de
veranada-invernada los rumiantes menores deberdn iniciar los
arreos hacia las veranadas, con un nivel alto de anticuerpos; con
la segunda dosis y/o el refuerzo anual aplicado.

11.3.- EN RUMIANTES MENORES Y MAYORES EN
ZONAS ENDEMICAS

En el inicio del Programa de Control utilizando la vacuna, a par-
tir del mes de vida aplicar la primera dosis a corderos, chivos y
terneros. Al menos treinta dias después, aplicar la segunda do-
sis. A los animales adultos aplicar una dosis. En los afios poste-
riores, a partir del mes de vida aplicar la primera dosis a corde-
ros, chivitos y terneros y al menos treinta dias después aplicar la
segunda dosis. Aplicar un refuerzo anual a todos los animales.
A las madres para asegurar la transferencia de inmunidad ca-
lostral y a los machos castrados, porque desde éste grupo sale la
mayoria de los animales destinados a la faena familiar.
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11.4.- LA DURACION DEL PROGRAMA
DE VACUNACION

Como la vacuna no afecta a los quistes hidatidicos establecidos
en los animales, el esquema de vacunacién se debe mantener
durante los afios necesarios para la reposicién de todo el ga-
nado del establecimiento. Esta reposicion es diferente segiin el
tipo de ganado, el sistema productivo y el manejo de los anima-
les. Influyen las ventas y compras de animales, el estado de los
pastizales y las condiciones climdticas, que son distintas afio a
afio, para cada region.
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12.- LA VACUNA RECOMBINANTE DE
PRODUCCCION INDUSTRIAL EN LOS
PROGRAMA DE CONTROL

El mayo de 2016, en el predio Miraflores, ubicado en el
sector de Cerro Galera Chico, cercano a la localidad de Balma-
ceda, en la provincia de Coyhaique, de la XI Region Aisén de la
Reptblica de Chile, se aplicé a una oveja adulta de raza Texel, la
vacuna recombinante EG95 de produccién industrial.

De esta forma la division Proteccién Pecuaria Regional, del
Servicio Agricola y Ganadero (SAG) de la Regién de Aysén di6
inicio al programa de control de la EQ, utilizando la vacuna
Providean Hidatil EG95®, como medida de control. Este pro-
grama, coordinado por el Veterinario Tomds Chacén, incluyé
30 rebafios con aproximadamente 4.000 ovinos, distribuidos en
“Galera Chico” en la localidad de Balmaceda y en “El Maitén”,
en la comuna de Cochrane, XI Region Aisén, Chile.

En Noviembre de 2016 en el Alto Bio Bio, VIII Regién de la Re-
publica del Chile, zona de pequefios productores, la mayoria Pe-
huenches, con casos de Hidatidosis en chicos, el Servicio Agrico-
la y Ganadero (SAG), incluy6 la vacunacién como herramienta
de control, en el programa de control de la hidatidosis, donde
el Seremi Salud realiza atencién en la personas y desparasita los
perros y los los municipios realizardn control de la poblacién
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canina. El programa de vacunacién que incluye 15.000 ovinos
y 1400 productores, es coordinado por el veterinario Claudio
A. Muioz Cérdenas, bajo la direccién del Hidatidélogo doctor
Guido Merino Rubilar del Servicio Agricola y Ganadero (SAG).
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13.- CONCLUSION

De las medidas existentes para prevenir enfermedades
infecciosas, la vacunacioén es la mas 1til. La incorporacién de
acciones directas de control en los ovinos, bovinos, llamas y ca-
prinos, que prevengan la infeccién y disminuyan la oferta de
quistes hidatidicos para los perros, abre nuevas perspectivas al
control de la EQ, al posibilitar atacar al ciclo de la enfermedad
hidatidica en un nuevo frente.

La vacuna contra EQ en el ganado, permitird a los Programas
de Control de la Hidatidosis disminuir el tiempo en controlar
la enfermedad, al poder atacar el ciclo en un nuevo frente. Esto
a su vez permitird reducir la oferta de quistes hidatidicos dispo-
nibles para los hospedadores definitivos y por ende disminuir
la biomasa parasitaria disponible para los hospedadores inter-
mediarios, ayudando asi a reducir el riesgo de enfermar de las
personas.

La vacuna contra EQ en el ganado, permitird a los propietarios
de ganado contar con una nueva herramienta, que, sumada a
las hoy disponibles como el control de la faena, la desparasita-
cién periddica de los perros y la educacion sanitaria, para con-
trolar la EQ de su establecimiento agropecuario.
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HIDATIDOSIS

LA VACUNA RECOMBINANTE EG95
EN HOSPEDEROS INTERMEDIARIOS

CONTROL DE LA HIDATIDOSIS CON
LA VACUNA RECOMBINANTE EG95

La incorporaciéon de acciones directas de control en los ovinos,
bovinos, llamas y caprinos, que prevengan la infeccién y disminuyan
la oferta de quistes hidatidicos para los perros, abre nuevas
perspectivas a los programas de control, al posibilitar atacar al ciclo
de la enfermedad hidatidica en un nuevo frente, lo que va a permitir
lograr un control sostenido de la enfermedad en el tiempo. De las
medidas existentes para prevenir enfermedades infecciosas,

la vacunacion es sin duda la mas qtil.

La vacuna contra Hidatidosis en los hospederos intermediarios,
permitirad a los programas de control de la Hidatidosis disminuir el
tiempo en controlar la enfermedad en su territorio, al poder atacar el
ciclo de la enfermedad en un nuevo frente, esto a su vez permitira
reducir la oferta de quistes hidatidicos disponibles para los
hospederos definitivos y por ende disminuir la biomasa parasitaria
disponible para los hospederos intermediarios, ayudando asi a
reducir el riesgo de enfermar de las personas.

Los establecimientos agropecuarios contardn con una nueva
alternativa, que, sumadas a las hoy disponibles, como el control de
su faena, la desparasitacion peridédica de sus perros, la educacién
sanitaria de su familia y personal, para controlar la hidatidosis de su
establecimiento.
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