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Resumen.

Se realizo un estudio comparativo de dos pruebas ELISA-s ; una de ellas para deteccion
de antigenos y otra para deteccion de anticuerpo ;ambas , con la finalidad del
diagnostico serolégico del Trypanosoma evansi. Se emplearon los sueros de 156 equinos
provenientes de 4 brotes de Mal de Caderas ocurrido en la Provincia de Formosa. Como
controles negativos se emplearon 100 suero de equinos proveniente de una zona libre del
parasito.

Del total de los equinos provenientes de los brotes de la enfermedad, se aislaron los
flagelados en 86 de ellos, de los cuales 70 dieron positivo a la prueba para deteccion de
antigenos y también para anticuerpos .Doce muestras 12 fueron positivas Unicamente para
anticuerpos, mientras que las cuatro restantes dieron negativo para ambos métodos. Esta
Gltima prueba a su vez indico un mayor nimero de positivos en los animales en los cuales
no se lograron detectar los parasitos por los métodos convencionales. Ambas pruebas
poseen ventajas y limitaciones y su empleo en forma aislada o combinada depende de los
requerimientos en diferentes situaciones sean clinicas o epidemioldgicas.

Summary.
Evaluation of the ELISA-s tests for detection of antigens and antibodies in Surra
Diagnostic (Mal de Caderas disease)

A comparative study of two ELISA- tests was analized ; one for antigens detection and
another for detection of antibodies; both, with the aim of the Trypanosoma evansi
serological diagnosis. Sera samples of 156 horses from four outbreaks of Surra ocurred in
Formosa Province and 100 negative controls from a parasite free area were used.

70 horses of 86 in which the parasites were isolated, were positive both for antigens and
antibodies;12 samples were positive only for antibodies while the remaining four samples
were negative for both ELISA methods.

ELISA antibody test also had more sensibility than antigen test in horse in which parasite
were not detected by parasitological conventional methods. Both ELISA test have
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advantages and limitations and their employment in isolated or combined form depends on
requirements in different situations both clinical or epidemiological.

1- Facultad de Ciencias de la Salud ? Universidad Nacional de Formosa (UNaF) ? Consejo
Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET) 2. Facultad de Recursos
Naturales ? UNa.F.

Trabajo financiado con fondos de la Agencia Nacional de Promocién Cientifica y
Tecnologica; de la Universidad Nacional de Formosa.( PICTO 21423 ) y del Consejo
Nacional de Investigaciones Cientificas y Tecnolégicas (CONICET)

Introduccion.

La Surra o Tripanosomosis Equina producida por el Trypanosoma evansi es conocida en
Argentina como Mal de Caderas (Monzoén C. M. y col .1995) Este protozoario hemoparasito
se encuentra en las principales regiones calidas del mundo, afectando a una gran variedad
de animales, en relacion aparente a diversos genotipos (Luckins, A. G . 1988). En
Argentina la zona enzodbtica del Mal de Caderas se ubica en la regién situada al norte del
paralelo 30 S (Bakos, E. y col. 2004).La enfermedad se transmite de los animales enfermos
a los animales sanos por medio de insectos hematéfagos principalmente tabanideos; ataca
esencialmente a equinos y esporadicamente a caninos, siendo la anemia el signo cardinal
de la enfermedad ; presentandose habitualmente en forma de brotes por lo cual el
namero de animales enfermos en un rodeo o tropilla generalmente es elevado. En la
ultimos veinte aflos numerosos brotes detectados en el Norte de Argentina provocaron la
muerte de muchos animales. (Monzén C. M y col 1995). La demostracién de los parasitos
como método irrefutable de diagndstico no siempre es factible, de alli la necesidad de
contar con métodos indirectos que coadyuven a individualizar el mayor numero de
animales infectados.

El comercio o transito de los animales procedentes de paises o0 zonas infectadas requiere
generalmente certificacion sobre el estado libre de anticuerpos de los animales, a los fines
de evitar el traslado de la enfermedad desde zonas enzodticas a zonas libres. Nuestro
laboratorio a desarrollado y validado una prueba ELISA (Monzén, C. M. 2000) que se
emplea para los fines antes mencionado y un test para deteccion de antigenos basado en
el empleo de anticuerpos monoclonales (Monzén, C. M. 2006 a; b), sin embargo el estudio
comparativo en paralelo que analice las ventajas y limitantes de ambas prueba aun no fue
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realizado, lo que motivo el presente trabajo.

Materiales y Métodos.

Se emplearon 156 muestras de sangre recolectadas con y sin anticoagulantes de equinos
provenientes de cuatro brotes de Mal de Caderas ocurridos en Formosa. De estos
animales 86 resultaron positivo al diagnéstico parasitolégico para T.evansi mediante la
inoculacion de sangre en ratones (Monzén C. M. y col 1990) y el método consistente en
visualizar los parasitos en capilares de micro hematocrito (Woo and Roger1974).

Como controles negativos se emplearon 100 sueros de equinos provenientes de la Pampa
Humeda, zona libre de T.evansi y que se recibieron en nuestro laboratorio para el
diagnostico serologico de Surra.

Prueba ELISA deteccion de anticuerpos: Se utilizo el inmunoensayo anteriormente
descripto (Monzon, C.M.2000) cuyos resultados se expresan en porcentaje de positividad
(PP) en relacion a controles referenciados, tomado un umbral de diferenciacion entre
positivos y negativos de 50 PP; sensibilidad: 95.5 % para un intervalo de confianza (IC)
entre 91.3 % 99.7 % y especificidad del 98% con IC entre el 95 % y el 100 %.

Prueba ELISA para deteccion de antigenos: Se utilizé una prueba inmuno-enzimatica
gue emplea como deteccién primaria de los antigenos un anticuerpo monoclonal anti
T.evansi desarrollado en nuestro laboratorio (Monzon, C. M.2006 a-b).Un PP de 15%
marco una sensibilidad del 81% y especificidad del 98%.

La concordancia observada y el indice Kappa entre ambas pruebas, obtenido a partir de los

resultados de los sueros de los equinos con diagndstico confirmado por los métodos
parasitolégico fueron calculados segun lo descripto por Tarabla (2000)

Resultados.
A fines practicos los resultados se presentan en dos categorias, en relacion al diagnéstico
parasitolégico.

1. Equinos provenientes de brotes de enfermedad.

Grupo I: Equinos con diagnostico parasitolégico positivo.
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De los 86 sueros de esta categoria, 70 dieron positivo a la prueba para deteccion de
antigenos los que su vez fueron en su totalidad positivo a la prueba para anticuerpos; otras
12 de 16 muestras fueron positivas Gnicamente para anticuerpos, mientras que las
restantes cuatro muestras dieron negativo para ambos métodos. No se encontraron
muestras positiva para antigeno y negativa para anticuerpos. (Tabla I). Se obtuvo una
concordancia observada de 0.86 y un Kappa de 0.54. La deteccién de antigeno arrojo una
sensibilidad del 81%, mientras que la prueba para anticuerpos lo fue en un 95 %.

Tabla 1. Resultados de la Pruebas ELISA-s para Deteccidon de
Antigenos y Anticuerpos en Equinos con Diagnostico Parasitologico
Positivo para Trypanosoma evansi

ELISA Anficuerpo
ELISA Antigeno Positivo Negativo
Positivo (N=70) 70) 0
Negativo (N=16) 12 4

Grupo Il .Equinos con diagnostico parasitol6gico negativo.

Los resultados de las pruebas realizadas con los sueros de los 70 equinos que convivian
estrechamente con el Grupo | se encuentran en la Tabla Il. En 17 sueros se obtuvieron
resultados positivos concordantes para ambas pruebas, otros 10 fueron positivos
Unicamente para anticuerpos; uno positivo solamente para antigeno y los 43 sueros
restantes dieron negativo para ambas pruebas.2. Equinos Controles Negativos. No se
encontraron sueros reactores positivos a la prueba ELISA para anticuerpos, positivos para
antigeno.

Tabla II. Resultados de la Pruebas ELISA-s para Detecdon de
Antigenos v Anticuerpos en  Equinos con Diagnostico
Parasitologico Positivo para Trypanosoma evansi

ELISA Anficuerpo
ELISA Antigeno Positivo Negativo
Positivo (N=18) 7 1
Negativo (N=52) 10 42
Totales (N= 70) 27 43
Discusion.

La demostracion de los parasitos como método irrefutable de diagnostico en la
Tripanosomosis Equina provocada por el T.evansi posee limitaciones. La parasitemia se
presenta en forma ondulante lo que significa que los pardsitos no siempre estan en sangre
o0 su cantidad es fluctuante y con frecuencia los flagelados se refugian en lugares de dificil
acceso como el liquido cefalorraquideo; la cantidad de parasitos decrece rapidamente una


https://www.veterinariargentina.com/revista/wp284/wp-content/uploads/tabla-I.JPG
https://www.veterinariargentina.com/revista/wp284/wp-content/uploads/tabla-II2.JPG
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vez extraida la muestra de sangre; la susceptibilidad de los animales de laboratorio
depende de la virulencia de los tripanosomas cuando se intenta el aislamiento en estos
animales y ademas los diferentes métodos de laboratorio que se emplean para el
diagnostico tienen variada sensibilidad (Monzén C. My col 1990; 1995, 1996) .La
deteccién de material genético por su elevado costo no tiene alin en nuestro medio
aplicaciones practicas pues con frecuencia se trata de analizar una gran cantidad de
animalesLa deteccién de antigenos circulantes constituye un claro indicador de la infeccion
y se constituye en sinénimo de diagnostico parasitoldgico al detectar elementos
estructurales de los tripanosomas; resulta de gran utilidad especialmente cuando los
parasitos no se estan en circulacion sanguinea por encontrarse la parasitémia en estado de
eclipse por su caracter ondulante (Monzén C. M. 2006 a ) o cuando la llegada de las
muestras al laboratorio excede el tiempo de supervivencia de los hemoflagelados (Monzén
y col 1995) .Tal situacién corresponderia a la deteccidn positiva del8 animales de Grupo |l
en los cuales no se logré detectar los parasitos por los métodos parasitolégico standards
.Esta tesis se sustenta en el hecho de que estos animales convivan estrechamente con los
animales enfermos en las tropillas de donde se aislaron los trypanosomas.

En el presente trabajo la deteccidon antigénica dio una sensibilidad del 81 % al indicar como
positivo 70 de los 86 animales con parasitemia comprobada; en coincidencia con anteriores
resultados (Monzén, C. M.2006 a-b) Las 16 muestras que dieron falso negativo a esta
prueba provendrian de animales con parasitema en eclipse o muy probablemente los
niveles de antigenos circulante se encontrarian por debajo del nivel de deteccién de la
prueba. En un equino infectado en forma experimental por via subcutdnea con
aproximadamente 50 tripanosomas la deteccion de antigenos circulantes comenzoé ha
ponerse en evidencia hacia el dia 16 post?infeccion (Pl) para ser muy evidente posterior al
dia 26 PI (Monzo6n C. M. 2004).

La deteccion de anticuerpos en la Surra es empleada en diferentes situaciones clinicas o
epidemioldgicas; cobra especial relevancia en la certificacién del estado libre de
anticuerpos contra esta enfermedad que se requiere a fines del transito o el comercio
internacional de equinos. Por si sola, no siempre indica infeccién activa al permanecer las
inmunoglobulinas, en algunos animales, un tiempo prolongado aun después de un
tratamientos especifico exitoso (Monzon C. M .2003).

En el presente trabajo se demostré que la deteccion de anticuerpos tuvo mayor sensibilidad
gue la detecciéon de antigenos tanto en los equinos en los que se demostraron los parasitos
como en aquellos en los que no fue posible su deteccion. Con excepcién de una sola
muestra, los sueros que dieron positivo para antigenos también fueron positivas a la
deteccidn de anticuerpos. En forma adicional un total de doce muestras provenientes de
equinos con parasitos en sangre dieron positivo para anticuerpos y negativo para
antigenos. Ambas pruebas poseen ventajas y limitaciones y su empleo en forma
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combinada depende de las diferentes situaciones clinicas o epidemioldgicas,
recomendandose el uso de ambas pruebas en paralelo con alguno de los métodos de
diagnostico parasitolégico sensible cuando es necesario determinar si la infeccion esta
activa, requisito fundamental cuando se requiere administrar tratamiento farmacolégico
especificos.
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