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Résumé.

Cinétique de la réponse sérologique dans I’hydatidose expérimentale primaire de
la Souris infestée par Echinococcus granulosus.

A Taide des réactions d’agglutination du latex, d’hémagglutination indirecte, de double
diffusion sur gel et d’immunoélectrophorése, la cinétique de la réponse sérologique d’un
groupe de souris CF-1, infectées par voie orale avec des embryophores d’Echinococcus
granulosus, a pu étre analysée.

Les anticorps humoraux ont atteint une concentration sérique détectable par immuno-
électrophorése entre le 48° et le 76° jour d’infection. Les réactions d’agglutination du latex,
de double diffusion et d’hémagglutination, sont devenues positives entre les jours 125 et 144.

Les premiers anticorps formés ont été ceux qui correspondent & Iantigéne 5, qu’on
avait considéré jusqu'a présent comme spécifique d’Echinococcus granulosus.

La corrélation des résultats sérologiques et des données anatomo-pathologiques suggére
que l'existence d’hydatides contenant du liquide est une condition préalable a la production
d’anticorps humoraux.

Summary.

Kinetics of the serological response in the experimental primary hydatid disease
of mice infected with Echinococcus granulosus embryophores.

A serological response kinetics study was carried out in CF-1 mice orally infected with
Echinococcus granulosus embryophores using immuno-electrophoresis, double diffusion, latex
agglutination and passive hemagglutination.
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Starting from the 76th day after the infection, serum antibodies reach the minimum
detectable level by immunoelectrophoresis test. Band number 5, now considered as specific
for E. granulosus, was proved to be the first precipitating system exhibited in this test.

Double diffusion, latex agglutination and passive hemagglutination tests developed posi-
tive results later (125-144 days after infection).

Correlation between serologic and anatomo-pathologic findings suggest that hydatid
cyst fluid presence in the cysts is necessary for circulating antibodies production.

Introduccion

Hasta la fecha solamente se conocen algunos datos aislados sobre la cinética
de la respuesta inmune en la hidatidosis experimental (1, 6). Médiante la hemaglu-
tinacion Orihara (5) réalizo el estudio de la évolucion serolOgica en el ratén después
de la infeccién primaria experimental con huevos embrionados de Echinococcus
multilocularis.

En un trabajo anterior (2), se demostré que los ratones albinos isogénicos de
la cepa « CF-1» eran sensibles a la infeccién primaria por via oral al emplear una
dosis de 1.000 o méis embrioféros de E. granulosus. La validez de este modelo experi-
mental hizo posible el estudio de la respuesta inmunolégica de estos animales frente a
antigenos de diferentes fases evolutivas de E. granulosus utilizando ténicas serold-
gicas estandarizadas.

Materiales y metodos

Infeccién experimental. Un lote de 116 ratones de la cepa « CF-1» fueron
infectados por via oral través de una sonda esofigica con 1.000 embriéforos de
E. granulosus. Los parasitos gravidos se obtuvieron por infeccién experimental en
perros.

Sueros. A partir del 16° dia de la infeccién y hasta el dia 376, se sacrificaron
grupos de 4 a 7 ratones a intervalos de 17 a 35 dias. Con cada grupo de animales se
prepar6 un pool de suero realizindose a continuacion la autopsia de cada raton
con el fin de determinar la presencia de quistes hidatidicos, su localizacién, niimero,
estado, diametro y presencia de protoescélex en su interior. Este procedimiento se
siguié con un total de 90 ratones.

Como controles se utilizaron: a) un pool de sueros obtenidos de 8 ratones
sanos y b) otro pool de suero de 12 ratones que a los 120 dias de ser infectados
seglin la metodologia descrita, al realizar la autopsia no se comrpobé la presencia de
ningtlin quiste hidatidico.
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También como control se empleé suero hiperinmune anti liquido hidatidico
preparado en ovino (3).

Antigenos. Se prepararon antigenos solubles a partir de liquido hidatidico
ovino total (LHOT); protoescolex ; embridforos y formas adultas no gravidas de
E. granulosus.

Los materiales usados para obtener estos antigenos se obtuvieron de quistes
hidatidicos procedentes de ovinos infectados naturalmente y de perros a los que
se alimentdé con 20.000 protoescOlices, recogiendose por autopsia los esquinococos
adultos (2).

Todos los antigenos fueron preparados en condiciones estandarizadas, segtin
recomendaciones del Centro Panamericano de Zoonosis (4, 9), conservandose por
liofilizacién y utilizandose a una concentracién de 200 mg/ml.

Técnicas inmunoldgicas. Se emplearon las pruebas de aglutinacion de latex (AL),
hemaglutinacién indirecta (HAI) y doble difusion en medio sélido (DD) con antigeno
de LHOT, e inmunoelectroforesis (IEF) con antigenos solubles de LHOT, escdlex,
embriéforos y formas adultas, no gravidas, de E. granulosus. Las pruebas se realiza-
ron de acuerdo a la metodologia recomendada por Guisantes y cols. (3), asi como por
el Centro Panamericano de Zoonosis (9).

Previamente al desarrollo de esta experiencia, las pruebas se valoraron con
los dos grupos de sueros controles. La reactividad fue nula para el grupo de ratones
sanos, mientras que el pool de suero de ratones infectados que no desarrollaron
hiditides origind una reaccion positiva exclusivamente en hémaglutinacion indirecta
alcanzando un titulo maximo de 1/16; todas las demdas pruebas fueron negativas.

En base a estos resultados se consideraron como positivos todos los pooles
de sueros cuyos titulos fueron superiores a 1/16 para la HAI y 1/2 para la AL,
asi como los que presentaron uno o més sistemas precipitantes en DD o IEF. En
esta Ultima prueba se tuvo especial cuidado en la identificacion del arco 5°, de
morfologia y disposicién caracteristica cuando se aplica la metodologia estanda-
rizada (3). En casos dudosos se buscd una reaccion de identidad con el suero control
de ovino anti-liquido hidatidico.

Resultados

La tabla I muestra la correlaciéon que existe entre el tiempo transcurrido desde
la infeccion y la respuesta seroldgica a los diferentes antigenos de E. granulosus.

Los primeros quistes hidatidicos visibles macroscépicamente se observaron en
los ratones sacrificados a los 48 dias de la infeccién. El diametro promedio de estos
quistes era de 3 mm.

El siguiente grupo sacrificado el dia 76 es el primero en que por IEF se
detectaron anticuerpos contra los antigenos de LHOT y escolex ; contra éste Ultimo
la reaccién fue mas intensa con 3 arcos de precipitacion.
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Por reaccion de identidad con el suero hiperinmune anti LHOT se confirmo
que el Unico sistema detectado en IEF correspondia al arco 5°, que fue observado
exclusivamente contra el antigeno de LHOT.

A partir del dia 76° todos los sueros mostraron en IEF sistemas precipitantes
contra LHOT ; solamente en dos de los pooles séricos no se observé el arco 5°
aunque si otros sistemas precipitantes no caracterizados.

Las pruebas de HAI y AL se positivizaron el dia 144 de la infeccién, encontran-
dose un titulo de 1/256 para la primera y de 1/16 para el litex. En la misma fecha
la doble difusion mostrd por primera vez 2 sistemas precipitantes contra LHOT, lo
que coincidié con un incremento neto del ntimero de arcos en la IEF.

A partir del dia 144 se aprecia un aumento progresivo del titulo de anticuerpos
para la HAI, que oscila entre 1/512 y 1/2.048, sin que se sobrepase este 1ltimo valor,
el que se observé al aparecer en el interior de los quistes las primeras cépsulas
proligeras.

Tabla 1. Cinetica de la respuesta serologica en la hidatidosis primaria del raton valorada
con antigenos de Echinococcus granulosus. Su correlacion con los hallazgos necropsicos.
Tecnicas empleadas : Inmunoelectroforesis, doble difusiéon (DD); latex y hemaglutinacién
indirecta (HAI).

GRUPO DE | N? DE TIEMPO DE HALLAZGOS INMUNOELECTROFORES IS " p.o." LATE H.A.l.’
RATONES |[ANIMALES | INFECCION (DIAS)| NECROPSICOS L.H!*| ESCOLEX | EMBRIOF.| E. gran. L.H. L.H. L.H.
1 7 16 - 0 o 0 o o 0 0
2 7 34 - o o o 0 o o o
QUISTES DE
3 4 48 3mm. diametro 0 o 0 o 0 0 o
4 7 76 < 115) 3 o 0 0 0 o
5 4 110 - 115) ) o 0 o o °
ALTA MORTALIDAD) E) 3
6 7 125 (15 ANIMALES) c.i. c.i. c.i. c.i. [ 0o o
7 7 14 4 - 451 3 o o 2 1716 1/258
8 7 16 1 - 315) 1 [+) c.i. 2 174 1512
PRESENCIA DE 5
9 6 195 PROTOESCOLEX 2 1 C.i. el 2 18 171024
'] 6 227 ~ C.i. c.i. c.i. C.i. o 0 1/1024
1 7 262 315) 4 1 c.i. 2 18 1/2048
12 5 285 - 5(5) 8 1 c.i. 2 1/8 111024
INFECTANTES
13 7 318 AL PERRO 315) 1 0 0 0 o 171024
14 7 348 > 318 5 o c.i. 2 1716 |12048
15 6 3786 - 2 ci o c.i. 2 18 1512
+ Presencia del arco 5° (Capron et al 1967) 1) Expresado en numero de sistemas precipitantes. 3)cC.i.=Cantidad insuficiente
4+ Liquido Hidatidico. 2)Expresado en titulo serolégico. de suero.

En la AL, los titulos variaron entre 1/4 y 1/16 (fig. 1). Dos pooles de suero
correspondientes a los dias 227 y 318, resultaron negativos para esta prueba y para
la doble difusién en tanto que ambos presentaron un titulo alto en la HAI y uno de
ellos (dia 318) también mostré en IEF sistemas precipitantes contra los antigenos
de escélex y LHOT, incluyendo el arco 5°.



483

SEROLOGIE AU COURS DE L’INFESTATION A E. GRANULOSUS

Lamentablemente la escasez de suero impidié que se valorara la respuesta
serologica a los antigenos preparados a partir de embridforos y formas adultas de
E. granulosus en todos los pooles séricos. Solamente 12 pooles se estudiaron en IEF

contra antigeno de embriéforo y unicamente 7 fueron enfrentados al antigeno de

E. granulosus adulto.
En este nimero limitado de pruebas solamente 2 de los pooles presentaron
larco (1) de précipitacion contra los embrioforos y ninguno mostré anticuerpos pre-

cipitantes para E. granulosus adulto.
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Fig. 1. Evolucién en el tiempo de los titulos de hemaglutinacion indirecta y aglutinacion
de latex con antigeno de liquido hidatidico, en la hidatidosis primaria experimental del ratén.

Discusion

El modelo experimental descrito ha permitido estudiar la cinética de la respuesta
inmune humoral en el ratén durante el curso de la hidatidois primaria, aproximan-

dose a los que sucede en el curso de la infeccién natural.
Debido al empleo de diversos antigenos hidatidicos y de varias pruebas serold-

gicas se plante6 la necesidad de recurrir a los « pooles » de suero por lo que no fue
posible estudiar la respuesta inmunoldgica individual ; por este motivo no se puede
descartar que en algunos animales aislados exista una respuesta seroldgica mas

precoz.
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Entre los dias 48 et 76 de la infeccién aparecen los primeros anticuerpos detec-
tables unicamente por IEF (dia 76). En contra de lo esperado las reacciones de
hemaglutinacién indirecta y de latex resultaron negativas hasta el dia 144 en que se
hallaron titulos seroldgicos elevados. La mayor sensibilidad de estas dos pruebas
frente a las de inmunoprecipitaciéon puede ser igualada o aun superada con el empleo
de sueros concentrados por liofilizzacién (1/3 del voliimen inicial), segiin la metodolo-
gia recomendada para la IEF.

Los primeros anticuerpos detectados no estaban dirigidos contra los antigenos
de embri6foro sino contra LHOT y el antigeno soluble de escélex. Esto podria
atribuirse a la menor capacidad inmunogénica de los embriéforos ; a favor de esta
hipétesis estd la difficultad que existe para obtener sueros hiperinmunes en
conejos contra este antigeno. Por otra parte la rapida evolucién hacia la vesiculizacion
impediria un estimulo antigénico persistente.

Por otra parte no se puede descartar que algunos ratones considerados individual-
mente produjeran anticuerpos contra los embriéforos, pero al prepararse el pool de
sueros, se produciria una dilucién importante del supuesto positivo.

El primer y tnico sistema precipitante contra LHOT, que se detecta a partir
del dia 76 corresponde al arco 5°, reconocible por sur morfologia caracteristica y por
una reaccién de identidad total con un suero anti liquido hidatidico de referencia ;
simultineamente también se observaron otros 3 arcos de precipitacién contra antigeno
de escolex.

Los primeros quistes hidatidicos macroscrépicamente visibles aparecen el dia
48 siendo no fértiles en su totalidad ya que hasta 3 meses més tarde no se aprecian
cépsulas proligeras ; esto sugiere que para que se desencadene la respuesta inmune
humoral es necesaria la formacién previa de la hidatide incluyendo su liquido
hidatidico. La reaccién contra el antigenode escolex se deberia a las comunidades
que existe entre ésta el liquido hidatidico comprobado en otros trabajos (1, 7).

El arco 5° descrito por Caprén y cols. (1) se produjo exclusivamente contra
liquido hidatidico, resultado que coincide con los obtenidos por Varela-Diaz y Tor-
res (7) quienes por métodos de inmunoprecipitacién no encontraron el arco 5° con
antigenos solubles de escélex, membrana germinativa y membrana laminar, pero si
contra liquido hidatidico de quistes ovinos tanto fertiles como estériles.

Trabajos posteriores (8, 11) demuestran que el antigeno responsable del arco 5°
(antigeno 5) es compartido por la membrana germinativa y el tegumento y parén-
quima de los protoescolex, asi como por E. multilocularis otros cestodes vecinos
como Taenia hydatigena (8).

Capron y cols (1) han sefalado la presencia del arco 5° en el hamster después
de la 4a semana de la inoculacién intraperitoneal de escOlex. La aparicion més
precoz de la respuesta seroldgica puede atribuirse al modelo experimental empleado,
en particular por el uso de escélex, antigénicamente mas activos que los embri6foros
con mayor rapidez evolutiva hacia la vesiculizacién que estos 1iltimos.

La negatividad hallada en la prueba de litex y doble difusién para los pooles
de los dias 227 y 318, seguramente es producto de un artefacto técnico, no pudiendose
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verificar estos resultados por la falta de suero suficiente. A favor de que se trate
de resultados falsos negativos estd el hecho de que ambos pooles fueron positivos
con las otras pruebas (IEF y HAI); asimismo las muestras inmediatamente ante-
riores y posteriores resultaron positivas tanto en AL como en DD.

La carencia de estudios sobre las relaciones antigénicas que existen entre los
diferentes estados evolutivos de E. granulosus, impide extraer conclusiones respecto
a la negatividad de los sueros emfrentados a los antigenos solubles del pariésito
adulto.

La brusca positivizacion de la DD, HAI y AL, con titulos elevados desde el
comienzo, se correlaciona con la rotura de quistes hidatidicos de localizacién hepatica
y pulmonar, producida unos 20 dias antes, y que ocasioné una elevada mortalidad
de ratones. La liberacién de antigenos hidatidicos al romperse los quistes déterminaria
una respuesta seroldgica secundaria, la que en IEF se tradujo por un claro incre-
mento del ntimero de sistemas precipitantes.

Conclusion

Mediente el empleo de técnicas estandarizadas de hemaglutinacién indirecta,
aglutinacion de latex, doble difusion e inmunoelectroforesis se analizd la cinética
de la respuesta serolOgica en el raton « CF-1 » infectado por via oral con embri6foros
de Echinococcus granulosus.

Los anticuerpos séricos alcanzan una concentracién detectable por inmuno-
electroforesis entre los dias 48 y 76 de la infeccién, correspondiendo al arco 5°
que hasta la fecha se habia considerado especifico de E. granulosus.

Las reacciones de hemaglutinacion, latex y doble difusién se positivizaron entre
los dias 125 y 144.

La respuesta serélogica se correlaciona con las observaciones anatomo-pato-
légicas procedentes de las necropsias de los ratones infectados. Los datos obtenidos
sugieren que la presencia de hidatides formadas, conteniendo liquido hidatidico, es
una condicién previa para la produccion de anticuerpos.
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