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Resumen  La respuesta inmune a la infeccién por Echinococcus granulosus en el ovino ha sido poco estudiada.
El objetivo del presente trabajo fue aportar informacion sobre la fisiopatologia y la respuesta inmu-
ne a la infeccion experimental con E. granulosus en ovinos. Se inocularon experimentalmente ovinos con tres
dosis distintas de huevos de E. granulosus, evaluandose la repuesta inmune por seguimiento mediante enzimo
inmuno ensayo con tres preparaciones antigénicas (liquido hidatidico total, fraccion purificada de liquido hidatidico
total y fraccion lipoproteica purificada) durante 500 dias. Se sacrificaron animales en forma escalonada para
observar macroscoépica y microscopicamente el desarrollo del parasito. La respuesta inmune se detect6é a partir
de los 10 dias y se mantuvo durante el periodo de observacion, resultando inicialmente proporcional a la carga
de huevos inoculados, y disminuyendo las diferencias con el tiempo. Se identificaron quistes fértiles a los 10
meses post inoculacion y oncésferas vivas 500 dias post inoculacién. La respuesta de anticuerpos en el ovino a
la infeccion por E. granulosus fue anterior a la formacion de liquido hidatidico y resulté generada por la movili-
dad de la oncésfera. La temprana fertilidad identificada histolégicamente indica que la alimentacion de canes
con visceras de ovinos jévenes puede producir ciclos de infeccién. La presencia de oncésferas vivas en el higa-
do, por su parte, aporta informacion sobre la patogenia de la enfermedad y permite expresar hipétesis sobre las
causas de nuevas operaciones en el hombre luego de la extirpacion de un quiste hidatidico lo que podria libe-
rar el freno inmunitario sobre dichas oncosferas.
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Abstract Pathophysiology and immune response in sheep experimentally infected with Echinococcus
granulosus. The immune response to Echinococcus granulosus in sheep has not been extensively
investigated. The objective of this study was to increase the information on the physiopathology of E. granulosus
and the immune response elicited in sheep. Animals were experimentally inoculated with three different doses
of E. granulosus eggs and the immune response was evaluated over 500 days using enzyme immunoassay with
three antigenic preparations: total hydatid fluid, purified fraction of hydatid fluid and purified lipoprotein fraction.
Sheep were slaughtered at different intervals to observe the macroscopic and microscopic development of the
parasite. Immune response was detected at 10 days and was maintained throughout the observation period,
being initially proportional to the load of inoculated eggs and then decreasing over time. Fertile cysts were iden-
tified 10 months after inoculation and live onchosphere 500 days after inoculation. Antibody response to E.
granulosus in sheep preceded hydatid fluid formation and was generated by the mobility of the onchosphere.
Early histological identification of fertile cysts indicates that feeding dogs with viscera of young sheep can pro-
duce cycles of infection. Furthermore, the presence of live onchosphere in the liver here found contributes to a
better knowledge of the pathogenesis of this disease it could be hypothetically considered as a cause for the
repeated surgeries necessary in man after the extirpation of a hydatid cyst.

Key words : echinococcosis, sheep, immune response, pathophysiology

La equinococcosis quistica es una zoonosis parasi-
taria producida por un cestode, Echinococcus granu-
losus, cuyo ciclo de vida incluye un hospedero definiti-

Recibido: 31-1-2008 Aceptado: 24-11-2009
Direccion postal: Edmundo Juan Larrieu, Laprida 240, 8500 Viedma,
Rio Negro, Argentina

Fax (54-2920) 430007 e-mail: elarrieu@salud.rionegro.gov.ar

vo carnivoro (principalmente el perro) y un hospedero
intermediario ungulado (principalmente ovino). Los ani-
males herbivoros y las personas se infectan a partir de
la ingestion de huevos de E. granulosus. En el intestino
delgado los huevos eclosionan, las oncésferas resul-
tantes penetran en los capilares y migran en su mayor
parte al higado o pulmén en donde se desarrollara la
forma larval o quiste hidatidico el cual puede causar seria
morbilidad.
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La forma larval o metacestode que se desarrolla en el
ovino es tipicamente unilocular, pleomdérfica, llena de flui-
do y con una compleja estructura consistente en una
membrana germinal interna, compuesta por células de
nucleo circular u ovalado y una membrana cuticular,
acelular y elastica (externa), rodeada por una membrana
adventicia y fibrosa producida por el hospedero. El quis-
te hidatidico es fértil cuando presenta protoescélices y
es viable cuando los protoescolices estan vivos?.

Existen varias fuentes de estimulacion antigénica para
el hospedero con capacidad de producir anticuerpos: la
exposicion a la oncdsfera infectante, el desarrollo subsi-
guiente de quistes inmaduros y el desarrollo de quistes
fértiles®. Establecido el metacestode con su capa lami-
nar, los antigenos localizados en la membrana germinal,
en el liquido hidatidico y en los protoescélices quedan
secuestrados dentro del quiste hidatidico cesando la
estimulacion para el hospedero. La salida de macromo-
léculas a través de microfisuras de la capa laminar del
metacestode maduro constituye la segunda fuente de
estimulacion para el hospedero?3.

En el ovino, la respuesta inmune a la infeccién por E.
granulosus ha sido poco estudiada®. Asi, el objetivo del
presente trabajo es aportar nueva informacién sobre la
respuesta de anticuerpos antiantigeno total y antiantigeno
B en ovinos experimentalmente infectados y analizar la
respuesta inmune en relaciéon al estado evolutivo de la
oncoésfera y al desarrollo del metacestode.

Materiales y métodos

Se dosificaron 245 perros de areas endémicas de la Provin-
cia de Rio Negro y 20 de la Provincia de Buenos Aires con
el tenifugo bromhidrato de arecolina. La materia fecal elimi-
nada fue depositada en bandeja de fondo oscuro y los
especimenes de E. granulosus presentes fueron aspirados y
alojados en tubos de ensayo con 5 ml de solucién fisiolégica
adicionada de penicilina. Se conservaron a una temperatura
de 8-10 °C a razon de dos especimenes adultos y gravidos
por tubo de ensayo (estimado en 1000 huevos de E. granu-
losus), obtenidos de un solo perro. Se remitieron muestras
de los cestodes al Instituto Nacional de Microbiologia Carlos
Malbran para determinacion de cepas.

Se utilizaron tres dosis diferentes de indculos: dosis baja
(2000 huevos, 4 proglétidos maduros), dosis media (4000
huevos, 8 proglétidos maduros) y dosis alta (20 000 huevos,
40 proglétidos maduros). Los ovinos fueron inoculados por
medio de una sonda nasogastrica con lavado posterior con
agua en abundancia.

Se seleccionaron dos grupos de animales: a) grupo de
inoculacion experimental: 23 ovejas de 2 a 4 afios de edad y
b) grupo control: 15 animales sin inocular.

Los dos grupos de animales fueron clasificados como li-
bres de equinococcosis quistica mediante una evaluacién
seroldgica 15 dias antes de la inoculacién. Todos los anima-
les presentaron valores de densidad oOptica por debajo del
nivel de corte para enzimo inmuno ensayo (EIE) con tres pre-
paraciones antigénicas: liquido hidatidico total (EIE.LHT), frac-
cion purificada de liquido hidatidico total (EIE.S2B) y fraccion
lipoproteica purificada (EIE.B), acorde a técnicas descriptas®.
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Se seleccionaron aleatoriamente los animales a ser ino-
culados. Ocho (34.8%) de éstos recibieron una carga baja de
huevos de E. granulosus, 9 animales (39.1%) una carga
media y otros 6 animales (26.1%) una carga alta.

Se efectuaron extracciones de sangre pre-inoculacién y
luego sucesivamente a los 10, 20, 30, 60, 90, 120, 180, 210,
270, 360 y 500 dias posteriores a la inoculacion.

El suero se extrajo mediante centrifugacion y se conser-
vo6 refrigerado a 5-8 °C hasta su remision al laboratorio an-
tes de las 48 h en donde se mantuvieron a —20 °C hasta su
procesado mediante EIE con las tres preparaciones
antigénicas.

Se seleccionaron aleatoriamente 10 animales a los que se
les practic6 necropsia a los 60, 120, 240, 300, 360 y 500 dias
posteriores a la inoculacién para observar macroscopicamente
el crecimiento del metacestode y, mediante histologia, la ins-
talacion y crecimiento de la oncosfera y del metacestode
hasta su evolucion a la fertilidad. Los ovinos se sacrificaron
de acuerdo a recomendaciones de manejo ético®.

La estimacion de las diferencias estadisticas se efectud
con chi cuadrado de asociacién o chi cuadrado de Pearson,
(segun correspondiera) utilizandose el software EPIDAT 3.0,
fijandose en p = 0.05 el limite de significacion.

Resultados

En los ovinos inoculados se observo que EIE.LHT alcanzo
el valor de corte a los 20 dias posteriores a la inoculacion, y
a partir de los 30 dias se mantuvo por encima del valor de
corte hasta 500 dias después de la inoculacion. A los 270
dias el valor promedio de la respuesta de anticuerpos se
expreso por debajo del nivel de corte (Fig. 1-A).

La respuesta inmunoldgica con el EIE.S2B superé el
valor de corte a los 10 dias posteriores a la inoculacion,
manteniéndose por encima de dicho valor durante todo
el periodo de observacion.(Fig. 1-B).

El EIE.B alcanzé el valor de corte a los 10 dias poste-
riores a la inoculacion, presentando mayor variabilidad
en la respuesta a lo largo del periodo de observacion,
incluyendo un resultado por debajo del valor de corte a
los 150 dias posteriores a la inoculacién (Fig. 1-C).

Dos (8.6%) animales se mantuvieron negativos a to-
das las pruebas serologicas hasta su sacrificio a los 300
dias de su inoculacion, mientras que 1 (4.3%) animal ino-
culado permanecié negativo durante el periodo de ob-
servacion solo a antigeno B. El resto (91.4%) de los ani-
males inoculados presentaron con los EIE.LTHy EIE.S2B
al menos una determinacion seroldgica por encima del
valor de corte durante el periodo de observacion. La res-
puesta individual mas tardia en los animales seropositivos
con EIE.LHT se identificé a los 310 dias posteriores a la
inoculacion y con EIE.S2B a los 360 dias.

El grupo control mantuvo siempre con las tres prepa-
raciones antigénicas valores promedio por debajo del
valor de corte, resultando las diferencias estadisticamente
significativas en relacion al grupo inoculado (p: 0.0000)
(Fig. 1).

En relacion a las dosis aplicadas, las diferencias a lo
largo del periodo de observacién resultaron estadis-
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Fig. 1.— Valor medio de la respuesta de anticuerpos en EIE
con diferentes preparaciones antigénicas (1-A): liquido
hidatidico total (LHT), (1-B): fraccion purificada de LHT
(S2B) y (1-C): fraccion lipoproteica purificada (EIAB) du-
rante 500 dias en ovinos experimentalmente infectados
con E. granulosus.

ticamente significativas (Chi cuadrado de Pearson
p: 0.0000 para EIA.LHT, EIA.S2B y EIA.B). La respuesta
resulto proporcional a la carga de huevos inoculada (ma-
yor respuesta a mayor dosis) comparando 20 000 hue-
vos en relacion a 2000 y 4000 huevos, no asi en la com-
paracién entre 2000 y 4000 huevos en que la respuesta
fue proporcionalmente mayor con 2000 huevos y
estadisticamente significativa (Chi cuadrado de Pearson
p: 0.0000) (Fig. 2).

En el primer animal necropsiado, a los 60 dias poste-
riores a la inoculacion, no se observaron formaciones
macroscoépicas compatibles con equinococcosis. A los
120 dias posteriores a la inoculaciéon se observaron en
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Fig. 2.— Valor medio de la respuesta de anticuerpos en EIE
con diferentes preparaciones antigénicas (2-A): liquido
hidatidico total (LHT), (2-B): fraccién purificada de LHT
(S2B) y (2-C): fraccién lipoproteica purificada (EIAB) du-
rante 500 dias en ovinos experimentalmente infectados
con E. granulosus de acuerdo al nimero de huevos ino-
culados (2000, 4000 y 20 000 huevos).

un animal inoculado con 2000 huevos, en total 15 forma-
ciones visibles macroscépicamente compatibles con
equinococcosis (11 en pulmén y 4 en higado) de 2 a 3
mm de diametro.

Alos 240 dias posteriores a la inoculacion se observo
en un animal inoculado con 2000 huevos la presencia en
pulmoén e higado de quistes superficiales e intraparenqui-
matosos de 2.5 a 3 mm de diametro, (2 con contenido
liquido) mientras en otro inoculado con 20 000 huevos
no se observaron formaciones visibles compatibles con
hidatidosis.

A los 300 dias posteriores a la inoculacion de 2000
huevos, se observaron en 2 animales un total de 10 y 66
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TABLA 1.— Resultados de necropsias y estudios histolégicos en ovinos experimentalmente infectados
con E. granulosus

Dias después N° huevos N° de quistes  Proporcion de Serologia Promedio de
de inoculacion inoculados en necropsia huevos por quiste quistes/oncésferas
en la necropsia en histologia
60 4000 0 0 + 0/19
120 2000 15 125 47/0
240 2000 14 143 s/d
240 20000 0 0 - 0.5/3
300 2000 10 200 - 0.5%/4
300 4000 0 0 + 0/6
300 2000 66 30 + 3/10
360 4000 96 42 + 7**/0
360 20000 630 32 + 713
500 4000 184 22 + 3**/0.5

quistes fértiles (con protoscolices)
**: presenta membrana proligera

quistes respectivamente, de 3 mm a 4 cm de diametro en
pulmon e higado, mientras que en un animal inoculado
con 4000 huevos no se observaron formaciones macros-
cOpicas compatibles con equinococcosis.

En los animales necropsiados a los 360 dias posterio-
res a la inoculaciéon se observaron, con 4000 huevos,
quistes de hasta 1.5 cm, con liquido hidatidico, mientras
gue en otro inoculado con 20 000 huevos se observaron
630 formaciones visibles macrocopicamente compatibles
con hidatidosis.

A los 500 dias posteriores a la inoculacion de 4000
huevos se observaron 184 quistes de hasta 1.3 cm.

En los estudios histoldgicos, a los 60 dias posteriores
a la inoculacién se observaron en pulmén oncosferas vi-
vas en distinto estado de desarrollo, y algunas muertas,
de localizacion peribronquial, peribronquiolar y perivas-
cular en grandes vasos, mientras que en el higado se
observaron oncdsferas vivas en localizacion centrolo-
bulillar y portal.

A los 120 dias se observaron quistes en formacion
viables, quistes alterados por inflamacion, otros viables
y uno con vesiculas hijas.

A los 240 dias se observo en el pulmén una gran zona
de necrosis coagulativa y oncdésferas peribronquiales vi-
vas. En el higado se observaron grandes areas de necrosis
coagulativa y oncésferas muertas.

A los 300 dias se observo en higado y pulmén pre-
sencia de oncésferas vivas, incluso en animales negati-
vos a la necropsia. Se observaron quistes fértiles en pul-
mon con formacion de protoescolices.

A los 360 dias se observaron quistes en higado y pul-
mon con membrana proligera y otros en vias de conta-
minacion (leve infiltracion de células inflamatorias que

invaden la periferia del quiste, sin ocuparlo totalmente) y
oncosferas rodeadas de células de la inflamacion. En
bazo se observé un quiste fértil con protoescélices vivos
en su interior y 2 oncosferas periarteriales.

A los 500 dias se observaron quistes con membrana
proligera y oncésferas vivas.

La proporcién entre huevos inoculados y quistes forma-
dos tuvo un rango de 0-200 huevos por quiste (Tabla 1).

Todos los E. granulosus enviados al Instituto Nacio-
nal de Microbiologia Carlos Malbran resultaron cepa
Ovina G1.

Discusion

En el presente trabajo se ha seguido el desarrollo de la
oncosfera, su transformacion en metacestode y su creci-
miento hasta alcanzar capacidad reproductiva, determi-
nada por la identificacion de protoescolices mediante
necropsias y estudios histoldgicos efectuados en anima-
les adultos experimentalmente infectados.

La respuesta inmune detectada es consecuente con
estudios previos que indican que la oncésfera produce
secreciones para facilitar su penetracion en el organismo
y que estas secreciones, ademas, protegen al parasito
contra las defensas del organismo mientras se desarrolla
la membrana laminar®. La respuesta inmune se mantuvo
durante los 500 dias posteriores a la inoculacion.

La respuesta de anticuerpos fue detectada en forma
precoz, lo cual confirma experiencias previas, que con
EIE detectaron la respuesta de anticuerpos mas tempra-
na a las dos semanas posteriores a la infeccién’, mien-
tras que con doble difusion en gel de agarrecién identifi-
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caron respuesta de anticuerpos a los 112 y 120 dias pos-
teriores a la infeccion respectivamente® °.

Enrelacion a la dosis infectante, estudios previos iden-
tificaron una correlaciéon positiva entre sensibilidad del
EIE y dosis infectante, especialmente entre animales ino-
culados con 100 y 1000 huevos de E. granulosus en re-
lacion a aquellos inoculados con 10 huevos’. En la pre-
sente experiencia esa asociacion solo se identifico con
una alta carga de huevos inoculados.

Se observo que la respuesta de anticuerpos a la infec-
cion por E. granulosus en el ovino es anterior a la produc-
cién de liquido hidatidico y evidencia que la activacion,
movilidad e instalacion en los tejidos de la oncdsfera ge-
nera respuestas del sistema inmunitario del hospedero.

Asi, muchas reacciones seroldgicas tanto en el ovino
como eventualmente en el hombre, podrian ser clasifica-
das como falsos positivos ante la imposibilidad de locali-
zar un quiste hidatidico en el hospedador, pero pueden
resultar verdaderas infecciones por E. granulosus en
estado de oncosfera o de fase temprana de desarrollo
del metacestode.

La proporcion de quistes desarrollada fue directamente
proporcional a la dosis de huevos inoculados (hasta 16
quistes con dosis de 2000 huevos, hasta 196 quistes con
dosis de 4000 huevos y hasta 630 quistes con dosis de
20000 huevos), resultado que confirma experiencias pre-
vias'® que establecieron en animales experimentalmente
infectados que la edad no tenia significacion para el es-
tablecimiento de la infeccion, aunque si la dosis y la sus-
ceptibilidad individual.

Los quistes se transformaron en fértiles por presencia
de protoescdlices a los 300/360 dias posteriores a la ino-
culacion. En ovinos de Libia se encontraron quistes férti-
les recién a los 428/611 dias posteriores a la infecciéon??,
mientras que en Nueva Zelanda no identificaron fertili-
dad en quistes hidatidicos ovinos hasta los 2 afios poste-
riores a la infeccion®.

Estos hallazgos indican que la alimentacion de perros
con visceras crudas de animales jévenes puede generar
ciclos de infeccion con desarrollo de parasitos adultos en
el perro, contrariamente a lo supuesto hasta el momento.

La identificacion de oncosferas vivas en visceras a
los 300 y 500 dias posteriores a la inoculacion, y en pre-
sencia de quistes hidatidicos formados, es un hallazgo
no descrito hasta el presente. Su significado fisiopato-
I6gico deberia ser cuidadosamente evaluado.

La presencia de oncésferas latentes podria resultar
de un freno inmunitario generado por un metacestode
desarrollado. Se ha supuesto que esta situacion era ge-
nerada en condiciones naturales por la inmunidad ad-
quirida con posterioridad a la primer ingestion de hue-
vos, inhibiendo el desarrollo de oncosferas resultantes
de subsiguientes infecciones en un medio natural con
oferta permanente y elevada de huevos. Los hallazgos
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de la presente experiencia indican que esta inmunidad o
modulacion inmune limitante del crecimiento de on-
cosferas puede ser generada a partir de una sola infec-
Ciénlo, 12, 13.

Estos aspectos resultan relevantes para una mejor
comprensioén de las respuestas al tratamiento en el hom-
bre. En casos humanos tratados quirargicamente se han
sefialado tasas de reoperacion del 2% al 25% en progra-
mas de seguimiento longitudinal, atribuibles a una no
completa extirpacién del quiste o a la presencia de quis-
tes no detectables previamente o a reinfecciones. En
general, estas teorias no explican acabadamente el fe-
némeno de las reoperaciones, en tanto que en la actua-
lidad las técnicas quirdrgicas estan sumamente desarro-
lladas al igual que los métodos sensibles de diagndstico
por imagenes.

De acuerdo a lo observado en el presente trabajo, esta
situacion podria ser explicada por el crecimiento de
oncosferas latentes al desaparecer por la extirpacion del
quiste los procesos de modulacién de la respuesta inmu-
ne generados por el metacestode.

Se ha observado en programas de seguimiento
longitudinal que portadores de quistes hidatidicos trata-
dos con albendazol no desarrollaron nuevos quistes
hidatidicos. Esta situacién podria ser generada por el
sostenimiento de la modulacién inmune dado por la per-
manencia de un quiste hidatidico muerto por efecto de la
droga' o directamente por la accion parasiticida del
albendazol sobre las oncosferas.

Asi, la identificacién de oncdsferas vivas en tejido
hepatico a los 500 dias posteriores a la inoculacion per-
mite explicar razonablemente las respuestas observadas
en estudios longitudinales en el hombre como consecuen-
cia de los distintos tratamientos aplicados.
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His natural tendency was to use simple methods and few instruments. The use of
the compound microscope has much increased since his youth, and this at the
expense of the simple one. It strikes us nowadays as extraordinary that he should
have had no compound microscope when he went in his Beagle voyage; but in this
he followed the advice of Robert Brown, who was an authority in such matters. He
always had a great liking for the simple microscope, and maintained that nowadays
it was too much neglected, and that one ought always to see as much as possible
with the simple before taking to the compound microscope. In one of his letters he
speaks on this point, and remarks that he suspects the work of a man who never

uses the simple microscope.

Su tendencia natural [de Charles Darwin] era usar métodos simples y pocos
instrumentos. El uso del microscopio compuesto habia aumentado mucho desde
su juventud, a expensas del uso del simple. Nos sorprende hoy dia como extraordi-
nario que no hubiera tenido un microscopio compuesto en su viaje en el Beagle,
pero en esto siguio el consejo de Robert Brown, quien era una autoridad en la
materia. Siempre le gusté mucho el microscopio simple, y mantenia que hoy en dia
era negligencia no usarlo, y que uno debia siempre ver lo mas posible con el simple
antes de usar el microscopio compuesto. En una de sus cartas trata este tema y
subraya que sospecha del trabajo de un hombre que nunca usa el microscopio

simple.

Francis Darwin (1848-1925)

Reminiscences. In: Autobiography of Charles Darwin. Appendix I. London: Watts,
1929, p 121
[Nota: Francis Darwin era el tercero de los siete hijos de Charles Darwin y Emma
Wedgwood. Estudié medicina, que nunca practico, se dedico a la botanica].



