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leINTRODUCCIOM



1,- INTRODUCCION.Y JUSTIFICACION.

Aunque nos cueste admitirlo, tenemos que reconocer el atra
so que arrastra la Parasitologia comparado con el espectacular avan
ce sufrido, en los Gltimos afios, por las ramas cientificas, més en
vanguardia, de las Ciencias Bioldgicas. Si este avance ha podido -
ser tan amplio, hemos de pensar que, por una parte, ha sido gracias
al desarrollo tecnoldgico aplicado a estas ciencias, y, por otra par
te, gracias a la facilidad de mantenimiento, en el laboratorio, de
grandes cantidades de material bioldgico. No tenemos mds que ver al
~gunos ejemplos de los mismos: Drosophilla, Neurnospora, Saccharomi-
ces ,Eachenichia coldi, Fagox,etc.,y veremos como detriz de Loz =sTa-
dios hechos en cada uno de estos seres, se han construido mcdelos

bioldgicos de alta complejidad.

La Parasitologia reline una serie de circunstancidas en con-
tra de su répido desarrollo: dificultad experimental de los ciclos
biolégicos de la mayoria de los parédsitos (de muchos de ellos an no
se conocen); dificultad de su obtencidn en condiciones vitales &pti-
mas de los mismos, debido, entre otros motivos, a sus localizaciones,
a menudo vitales para el hospedador; dificultad de obtencidn de can-
tidades suficientes para una experimentacidén prolongada; carestia
en la reproduccidn, en el laboratorio, de las infestaciones natura-
les, y, sobre todo, a la gran dificultad de su cultivo, que no per-

mite conocer profundamente sus caracteristicas vitales.

Todo &sto ha hecho que las Ciencias Biolbgicas, en vanguar



dia, se "olviden" frecuentemente de unos seres con unas potenciali-

des bioldgicas enormes, como son los pardsitos; seres extremadamen-
te adaptados, no sbélo morfoldgica sino bioquimica e inmunologica-
mente, capaces de "engafiar" sistemas bioldgicos tan perfeccionados

como el inmunitario de los mamiferos.

En 1950, READ (83) decia: Parece claro que ef cuftivo
de helmintos pandsitos fuera del hospedadon nepresenta uno de Lo
problemas mds dificiles y desagiantes con que Los parasitélogos se
engrentan hoy dia.

A pesar de los 27 afios que han pasado desde estas pala
bras, pocos han sido los pardsitos que han logrado cultivarse. Aln
hoy dia, los investigadores, dedicados a este tema, tropiezan, dia
riamente, con enormes dificultades: Dificultad en la reproduccidn
in vitro de los habitat de los pardsitos, dado que la mayoria de
las veces poco o confusamente se conoce la bioquimica, biofisica e
incluso fisiologia de 6rganos complicados en que los pardsitos vi
ven (higado, cerebro, pincreas, etc). Por otra parte, el investiga
dor tropieza con "estirpes" de la misma especie de pardsito pero
con requerimientos fisioldgicos totalmente diferentes. Asi, J.D.
SMYTH (1974) (119), (1974) (120), (197u4) (121), (1974) (122),
(1974) (123), encuentra diferencias en el momento de cultivar
E. granulossus segln procedan los quistes, de caballos o de ovejas,
llegando a la conclusidn, posteriormente comprobada, de que exis-«

ten, al menos, dos cepas del anterior pardsito, epidemioldgicamente
hablando.

Por otra parte, tenemos que cada pardsito, alGn viviendo

dentro de un mismo 6rgano, ha llegado a adaptarse al mismo siguiendo



rutas evolutivas diferentes, por tanto, perdiendo algunos sistemas
de sintesis enzimdticas. Por otra parte, no podemos tampoco olvi-
dar el sistema existente entre hospedador y pardsito, intimamente
relacionados entre si. Bastante conocidos son, por ejemplo, los fe
ndmenos de interrelacidn hormonal en pardsitos como: Opalina (J.D.
SMY'TH (1960) (133)),Echinococcus patagondcus (SZIDAT (1959) (133)),
etc., en que el pardsito llega a depender de los ciclos sexuales
hormonales de su hospedador, para él, asimismo, entrar en reproduc-

.
circn.

Un ejemplo poco conocido, pero sumamente interesante, &n
que la relacidn hormonal no ha sido, en su fino proceso, demostrada,
pero que muestra cudn fntimamente ligados estdn el comportamiento
del pardsito y el comportamiento etoldgico de su hospedador, lo teng
mos en un Polistomatidae, pardsito de las vias urinarias de un sd-
po africano. Pues bien, este pardsito, sdlamente empleza a poner hug
vos en el momento en que su hospedador entre en el agua, fendmeno

que realiza una vez al ano por ser de costumbres terrestres (LEUZET,
1974 (31)).

Todo ésto hace diffcil el cultivo £n vitro de los pardsi-
tos, donde los medios de cultivo deben aproximarse, al maximo, al
medio ecoldgico en el que se desarrollaria 4n v{vo y a otras posi-

bles causas aGn desconocidas.

J. G. BAER (1971) (1) dice asi: EL cultivo, en un medLc
antificiak, de Los onganismos es difledl, y requienrne condiciones

muy cercanas a Las delf medio especializado en Las cuales pululan nor
malmente.



Por otra parte, afin dentro de las dificultades del cul-
tivo 4n vitrno, tenemos las dificultades propias de los cultivos
celulares o de drganos; validéz de los sueros (no todos los sue-
ros, ain del mismo donante, son vdlidos); necesidad de cultivos
prolongados, con lo que las posibilidades de contaminacidn, ain
con las mayores precauciones, entran dentro de lo posible; medios
sépticos de su habitat natural (helmintos intestinales) que obli-
gan a tratamientos previos con antisépticos o/y antibidticos, cu-
yos efectos sobre los pardsitos no siempre son conocidos; medios
muy complejos con dificultades de preparacidn, esterilizacidn,
estabilizacidn, etc.; necesidad, a veces, de empleo de productos
metabdlicos o extractos tisulares de composicidn parcialmente co-

nocida, y no todos de la misma efectividad.



TERMINOLOGIA.,

Numerosos nombres han sido empleados para designar las
A5 Farentes técnicas empleadas: Axénico del griego (a= ausencia;
Te¥os= extranjero) ausencia de cualquier otro organismo O ser vi-

VO.

Monoxénico = cuando, ademds del organismo en cultivo,

existe uno conocido.

Polixénico = cuando hay presente mis de una especie

ademés de la que se cultiva.

Agnobidtico = cuando existiendo especiles acompainantes,
Pl .
éstas son desconocidas.

Medios: Holidicos, Meridicos y 0Oliguidicos (DOUGHER-
TY, 1959, (28)), cuando los medios son totalmente definidos,
parcialmente definidos y poco definidos o indefinidos respecti-

vamente, segln su composicidn quimica.



CRITERIOS DE DESARROLLO.

Antes de nada, debemos considerar cuales son los cri-

terios de viabilidad o desarrollo,para asi diferenciar lo que

es simplementes mantenimiento o supervivencia y cultivo.

El término supervivencia no es fécil definirlo <oun

Q

completa precisidn. Para nosotros seria el consegulr Mmar= i
el metabolismo celular del pardsito, sdlamente para gque sus C&-
e . .. . s . s . ,
lulas vivan, sin crecimiento ni diferenciacidn, y sin, por su-
puesto, la continua produccibén de esperma Yy 6vulos en el caso

de vermes adultos.

El término cuftivo llevaria implicito el mantenimien-
to metabdlico a nivel normal, con crecimiento y diferenciacidn,
y, en el caso ideal, la produccidn continua de espermas, dvulos

y huevos ya fecundados y con capacidad infestante.

De acuerdo con GUEVARA P0ZO (1971) (42), existun,al

menos, cinco niveles de aproximacidn para el cultivo ideal:

A) Mantenimiento en supervivencia de ura de lz. 1:°%3
del pardsito por tiempo mids o menos prolongado, sin multipliia-

e o . . .
c16n ni crecimiento celular.

B) Mantenimiento de una fase del pardsito, consiguien

do la multiplicacidén celular a partir de las inicialmente pre-
sentes.



C) Transformacidn de una fase o estadio del parésito

en la fase o estadio subsiguiente én su ciclo vital.

D) Transformacidn de la primera etapa del ciclo bio-

16gico (huevo, larva) hasta la Gltima (adulto).

E) Cultivo prolongado, completando todas y cada una

de las fases del ciclo indefinidamente 4in vitro.

El primer nivel de aproximacidn seria el mantenimiento
o supervivencia, muy empleado en estudios bioquimicos, farmacold
gicos, etc., partiendo, generalmente, de adultos obtenidos tras

el sacrificio de sus hospedadores.

Los otros cuatro niveles de aproximacidn seria culti-
vos méds o menos "afortunados".

En nuestro caso siempre hemos pretendido conseguir los
niveles de aproximacidén C y D, consiguiéndose, como mis tarde

veremos en los dos pardsitos empleados, el nivel de aproximacidn
D.




FINALICADES DEL CULTIVO.,

Como ya deciamos anteriormente, el cultivo 4n vi{tro
de helmintos pardsitos no puede ni debe ser, en si mismo, un
fin o meta a alcanzar. Es, mas bien, la consecucidn de técni-
cas lo mids perfeccionadas posibles para ser, en su dia, ins-
trumento de trabajo al objeto de estudiar Fisiologia, Bioqui-
mica, Genftica, Inmunologia y Biologia Molecular de los pari-

sitos.

Una muestra bien clara de la importancia del cultivo
in vitro de los pardsitos la tenemos en el interés que ha des-
pertado, en los inmundlogos, los recientes trabajos de W. TRA-
GER y J.B. LEUSEN (1976) (141), cultivando, de una manera con
tinua, P. f§alciparum, en vias de obtener unas cepas avirulentas
con las que poder conseguir gran cantidad de inmundégeno. No hay
que olvidar que, sdlo en el continente africano, se cifran en
96 millones los casos de malaria con, aproximadamente, un milldén
de muertos anuales, 0.M.S. (1975) (72).

Otro aspecto sumamente interesante, bioldgicamente ha-
blando, lo tenemos en el estudio de las defensas del parésito
contra el sistema inmunitario del hospedador, siendo evidente el

papel que, en dichos estudios, puede Jjugar el cultivo 4n vithro.

En cuanto a la biclogia pura de los parésitos y sus
cambios morfogénicos, tenemos ejemplos en los que, ya, el culti-
vo 4n vLtro ha jugado un importante papel. BERNTZEN (1965) (7)
cultivando Talchinella espiralies, descubre que la larva enquis

tada es una cuarta larva, y no una tercera como se pensaba.
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SOMMERVILLE (1964-1966) (125) (126) observa que,
aumentando la concentracién de CO,, se induce en Haemonchus
contontus la muda (ecdisis).

J.D. SMYTH, en sus mltiples trabajos con cultivos,
Lien con Schistocephalus sofidus (1954) (105); Echdinococcus gra-
nulossus; Echinococcus multifoculanis; Taenia sendialis (= Mulii-
ceps senialis); Taenda crassiceps Y DipLostomum, (107) (139)
(110) (111) (112) (113) (116) (122), da cuenta de los cambios

morfoldgicos sufridos por las larvas en su desarrollo in vitro.

Ni que decir tiene la importancia que ju.gard el cul-
tivo 4n vitrno en estudios de Fisiologia, Bioquimica, Biologia
Molecular, Farmacologia, etc., del parasitismo. Todo esto es
lo que indujo a iniciarnos en este campo, que consideramos su-

mamente interesante, y al que aportamos nuestro pequefio esfuer-
Z20.

Concluimos esta introduccidn tomando las palabras del
Prof. GUEVARA POZO (1971) (42): Cada adqudisicibn en este campo,
por pequeiic que sea en su ndmero o cuafidad, tenemos que califi-
canfa de un Amportante hallazgo.



PATICR,

2.~ ANTECEDENTES fs0ii



2.1.- ANTECEDENTES SOBRE FASCTOLA HEPATICA.

t

PR
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2.1.1.- ANTECEDENTES SOBRE EL CICLO EXPERIMENTAL DE FASCIOLA
HEPATICA. :

Faciola hepdtica es un pardsito ampliamente distribuido
por la superficie del globo, encontrdndose, principalmente, en

las regiones templadas.

Las primeras referencias acerca del ciclo bioldgico de
Faseiola hepdtica, las expuso SCHAPER en 1889 (94), ya que las
anteriores ideas consideraban al pardsito como producto de de-
generacidn del propio higado, como se expone, por ejemplo, en
el libro de SCHEEPS HUSBANDRY 1837, al decir, que es causada
por la accidn de ciertos gases o miasmas durante la descomposi-

cidn de la materia vegetal, bajo la influencia de la humedad
y el aire',

Sin embargo, en 1698, el anatomista holandés G. BIDLOO
(8) escribe 64 padginas en una carta a LEEWENHOEK déndole cuen-
ta de los numerosos huevos que encuentra en el pardsito y le

sugiere la posibilidad de infestacidn por el agua de bebida.

Van LEEWENHOEK, también en algunas de sus cartas a la
Royal Society (1700 y 1704) (146), piensa que los gusanos en-
tran junto con la comida, pero no pudo explicar cémo no los

encuentra en muestras de suelo o agua en las zonas de pastoreo.

LINNEO expuso la idea de que se pudiera producir una me
tamorfosis en el hospedador.
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Hacia el final del siglo XVIII, se descubre que algunos

pardsitos completan su ciclo en varios hospedadores.

STEENSTRUP 1842 (129), desarrolla la idea de la alternan

cia de generaciones.

Los miracidios, redias y cercariasson descritos, como
formas independientes, por MEHLIS en 1831 (69), BOJANVS en 1818
(10) y MULLER en 1772 (70), respectivamente.

SIMONDS en 1852 [101) observd que los huevos de Fasciola

hepltica son indcuos para las ovejas.

WEINLAND (1875) (152), confirmd la presencia de redias
en los caracoles, especula sobre la posibilidad de que la cerca-

ria pudiera enquistarse en la hierba.

LEUCKART (1881) (1882) (62) (63) y THOMAS (1882 y 1883)
(136) (137) (138) (139) (140), respectivamente, en una serie de
trabajos completan el ciclo experimental viendo como hospedador
intermediario Limnea (Gafba) truncatula. E1 trabajo de estos
dos pioneros de la Parasitologia fue confirmado, mds tarde, en
1892 -1893, por LUTZ (66), el cual demuestra que la metacerca-

ria es la fase infestante para el hospedador vertebrado.

La relacidn o simple referencia de los trabajos poste-
riores encaminados a conseguir el mantenimiento del ciclo bio-
1l6gico de Fasciola hepdtica, seria excesivamente extensa, sa-
liéndose de los limites de espacio de esta TESIS.

T
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Nosotros hemos seguido, para el mantenimiento e infestacidn

de Limnea (Gafba) ztruncatula, el método que mis adelante se des
cribe segin técnica seguida por M. JIMENEZ y GUEVARA-POZO (co-
municacidén personal) (56), procedimiento que se sigue en el
Instituto "Ldpez-Neyra" desde el afio 1965.

2.1.2.- SOBRE TECNICAS DE ECLOSION EXPERIMENTAL DE LA METACER-
CARIAS DE FASCIOLA HEPATICA.

Los primeros trabajos acerca del desenquistamiento de
metacercariasde Fasciola hepdtica tuvieron lugar en 1914, en
que SINISTSIN (104) observd que se produce en animales experi-
mentalmente infestados, entre las dos y tres horas tras la in-
festacidn. |

En 1938, SCHUNMACHIER (895) observa que, en cobayos ex-
perimentalmente infestados, aparecen las metacercarias intac-
tas en el estbémago, liber&ndose éstas en el intestino a las 2
horas y 30 minutos de la infestacidn.

DAWES, en 1961 (22), las encuentra activas en el intes-
tino de ratones infestados, presentando la ventosa bucal pega-
da a la pared del quiste por la parte infezrior.

DAWES, en 1963 (23), observa que la ventosa ventral es
utilizada por la adolescaria para romper, de una forma mecéni-
ca, la parte inferior del quiste. Asimismo, DAWES y cols. en-
cuentra que, tras colocar las metacercarias enquistadas en la
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cavidad peritoneal de animales de experimentacidn, hay una 1li-
beracién de la adolescaria, llegando a la conclusidn de que no
es necesaria la presencia de enzimas digestivos, HUGHES (1959)
(50), (1963) (51); DAWES (1961) 22); DAWES y HUGHES (1964) (2u).

En 1961, DAWES (22), encuentra que las metacercarias de
Fasciofa hepdtica no necesitan una determinada bilis especifica
y ve que, por infestacidn oral, puede infestar y obtener fascio
las en dos pollos.

La primera experiencia 4{n vi{tro con un medio, primero
definido y despues parcialmente conocido (meridico), fue hecha
WRIGHT(1927)(159). Trata las metacercarias de Fasciola hepdti-
ca con liquido géstrico artificial y, posteriormente, con jugo
duodenal, obteniendo adolescarias, llegando a la conclusidn de
que el desenquistamiento tiene lugar en el duodeno y no en el
estdmago. ‘

SUSUKI, en 1931 (131), demuestra que el desenquistamien-
to tiene lugar cuando se tratan las metacercarias con pepsina
acidificada y en solucidn al 0,2% de bicarbonato, conteniendo
un 1% de pancreatina y un 5% a 7% de bilis de buey. Hace un con
trol de la viabilidad inoculando, las desenquistadas, intrape-
ritonealmente a conejos, cabras y cobayos jévenes.

VOGEL (1934) (147), ve que, despuds de un tratamiento con
jugo duodenal fresco de perro a 37°C, el desenquistamiento tie-
ne lugar en un 25% a la hora y cuarto y en un 65% a las dos ho-
ras y cuarto. Inocula las desenquistadas intﬁ%eritonealmente a
ratas y obtiene individuos adultos a los 41 dias.
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HUGHES, en 1959 (50), demuestra que el desenquistamien-
to se produce con fluido intestinal de conejo, bilis diluida o
solucidn de tripsina. Después de 17 horas obtiene unos porcen-

tajes de 8u4%, 4% y 14% respectivamente.

Buscando un medio rédpido para ver la viabilidad de las
metacercarias de Fasciola hepdtica, WIKERHAUSER, en 1960 (155),
trata los quistes con una solucidn de pepsina acidificada al
0,5%, durante dos o tres horas; agrega, posteriormente, un 1%
de bicarbonato sbédico y 0,4% de tripsina. Los resultados los
muestra en su trabajo sin detalle, pero indica que el 80% se
desenquistan después de la adicidn de la tripsina, a las 2 &

3 horas, pero algunos se desenquistan a los 15 minutos. Si la

bilis se excluye, afiade, el porcentaje es més bajo.

DAWES y HUGHES (1964) (24), muestran que en un medio
similar al de WIKERHAUSER (1960) (155), a las tres horas y me-
dia se desenquistan el 50%; a las cuatro horas y media el 55%

y a las cinco horas el 60%.

En 1964, DIXON, E.K. (26), concluye que las metacerca-
rias se desenquistan tras exposicidn a altas concentraciones de
CO2, agentes reductores, temperatura de 39°C y bilis, el proce-
so de desenquistamiento ocurre no por un simple proceso externo
de los enzimas, sino por un proceso activo dentro del quiste.
El admite que existen dos fases: una primera de activacidn y
otra de desenquistamiento.

DIXON, en 1966 (27), hace un trabajo muy completo acerca

del desenquistamiento y obtiene que la activacidn es favorecida



18

por las altas concentraciones de CO,, los agentes reductores

y temperatura de 39°C.

La accidn del agente reductor estimula las otras dos.
La accidn del CO, sdlo es necesaria durante cinco minutos, pe-
ro para la accidn del reductor es necesario unos treinta minu-

tos. E1 orden de estos procesos no altera el resultado.

Posteriormente, con la agregacidn de bilis, pasan de
los movimiento rotatorios de la activiacidn a la fase de peque-
fias y casi imperceptibles contracciones. Pasados veinte minu-
tos desde que se agrega la bilis, empiezan a escapar por el es

pacio abierto en la parte inferior del quiste.

El medio que utiliza DIXON es: 60% CO,; 0,02M de ditiona
to sbédico y 10% de bilis de oveja, con los siguientes resulta-
dos:

5' - 20',rotan activamente.
20" - 50',chocan contra las paredes del quiste imﬁercep—
tiblemente. ‘
50' - 90',emergen.

Obteniendo un 90% de desenquistamiento.

En 1969, M.M.H. SEWELL y G.M. PURVIS (100), emplean una
técnica en la que, primeramente, introducen las metacercarias
en solucidn A (con 1/20 N de ClH a 39°C), afiadiéndole, inmedia-
tamente, igual volumen de solucidn B (conteniendo 1% de CO;HNa,
0,8% de ClNa y 20% de bilis de vaca a 39°C). Obtienen estos
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autores entre el 70 y 80% de desenquistamiento. Cuando el medio
carece de bilis, se obtienen resultados variables, llegando a
un maximo de un 40%. Comprueban la validéz de diferentes bilis,

de vaca, cabra, cerdo, perro, obteniendo similares resultados.

Cuando emplean soluciones de 1,2% de taurocolato crudo o
purificado o taurocolato sintético, obtienen entre el 60-70% de

desenquistamiento.

Con glicocolato observan desenquistamiento, pero la ma-

yoria de ellas se desintegran a las dos horas.

El glicodesoxicolato no estimula la desenquistacién, y

las libres se desintegran a las dos horas.

Agentes como el Twen 80, colato y taurina no estimulan el
desenquistamiento.

En 1973, OSUNA; GUEVARA - POZO (73) (74), emplean, para
el posterior cultivo, el procedimiento de Dixon, en el que ha-
cen una modificacidén al objeto de obtener sdlo adolescarias, 1i

bres de metacercarias enquistadas y restos de las mismas.

R.E.B. HANNA; S.S. BAALAMY y W. JURA, en 1975 (43), em
plean una modificacidn del medio de M.M. SEWELLY PURVIS (1969),
para Fascila gigantica. Emplean las dos soluciones A y B, afa-
diéndole 2 mg./ml. de L. Cisteina hidroclorhidrica. En algunos
casos omiten la presencia de Cisteina, obteniendo, en este ca-
so, un 30%. Cuando cambian el 20% de bilis por un 10% de suero

bovino obtienen un 3%; y con el medio total en presencia de
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L-Cisteina y bilis un 90,8%.

R.E.B. HANNA, JURA, W. (1976) (44) hablan de la influen-
cia del CO, en el desenquistamiento para F. gigantica, favore-
ciendo las sales biliares la penetracidn del mismo al interior
del quiste. '

2.1,3.~ SOBRE MANTENIMIENTO Y CULTIVO IN VITRO DE FASCIOLA
HEPATICA.

Parece que el primer investigador que, de una manera sis
temdtica, se interesd acerca del cultivo 4n vitho de Fasciola
hepdtica fue STEPHENSON (1947) (130)., Utilizaba fasciolas pro-
cedentes del sacrificio de cabras; &stas eran transportadas al
laboratorio en bilis fria, manteniéndolas asi tras la obtencidn
y hasta la puesta en cultivo durante unas 6 horas.

El medio que empleaba era solucidn Ringer a PH 9,2, afia
diéndole 8,5 m M de Borax. E1l tiempo de supervivencia, en es-
tas condiciones, fue de 12 horas.

Probaba este investigador con diferentes soluciones de
azlicares encontrando efectos beneficiosos por este orden: Fruc
tosa, Glucosa, Galactosa, Maltosa o Lactosa. Sin embargo, con
los azﬁcares, debido a no ser las técnicas estériles, bajaba
el pH de los medios.
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En un estudio de los diferentes valores de pH, encuen-

tra que "el 6ptimo" es de 8,6, en el que viven unas 40 horas.

DAWES (1954) (21), introduce ya técnicas asépticas vy,
en solucidn de Hedon-Fleig, consigue una supervivencia de 17

dias.

CLEGG (16), en 1957), introduce las fasciolas en tubos
de celulosa, consiguiendo una supervivencia de 17 dias, y obser
va una espermatogénesis anormal sdlo a las pocas horas del man

tenimiento.

ROHRBACHER (1957) (85), usando un complemento de amino-
dcidos individualizados, mezclas de ellos, o productos como
plasma de pollo, suero de caballo, extracto de embridn bovino,
no consigue prolongar la vida de las fasciolas por mis de 72
horas. Sin embargo, empleando colesterol, logra una mayor su-
pervivencia de unos 10 dias. La adicién de extracto de higado
mantiene el color natural de los gusanos y la normalidad du-
rante 14 dias, y llegan a un miximo de motilidad de 21 dias.
Afiadiéndole al extracto de higado un extracto de higado comer-
cial, logra una apariencia normal de 21 dias y una superviven-
cia de 30. Confirma, asimismo, que las fasciolas tienen mayor
preferencia por los medios aerdbicos que por los anaerdbicos
(como ya seflalaba STEPHENSON). Y, asimismo, confirma ligando
la ventosa‘bucal de los pardsitos, que los azficares glucosa,
fructosa y el glicerol pasan a través de la cuticula, experien
cia realizada anteriormente por STEPHENSON,

Su criterio de viabilidad, como el de los anteriores
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autores, es el color y la motilidad.

NYMARK (1961) (71) confirma que las fasciolas viven me-

jor en solucidn Hedon-Fleig que en el medio de STEPHESON.

J. BENEX (1966) (4) logra una supervivencia de 40 a 50
dias en medio con solucidn de HANK m&s un 30% de glucosa, 20%

de suero fetal y el 0,05% de eritrocitos de carnero.

Los criterios de viabilidad seguidos, hasta este momen-
to, por la mayoria de los autores, como indic&bamos anterior-
mente, son.la movilidad, el color y la apariencia de las fascio
las.

CLEGG en 1957 (16) y GUEVARA-P0OZ0O en 1964 (41), obser-
van que los gusanos colocados en cultivo, rdpidamente vaciaban
su contenido de huevos en el Qtero, mostrando anormalidades

fisiolbgicas a las 3 horas.

En 1969, L.H. RACTLIFFE; D. GUEVARA-POZO y R. LOPEZ-
ROMAN (80), proponen, como criterio de viabilidad, la ovopo-
sicidn. Describen un complicado aparato y prueban diferentes
medios al objeto de intentar mantener una ovoposicidn constan-
te. El mejor medio empleado fue solucidn Earle, 10% de sangre
de ternera desfibrinada, 45% de suero de ternera, 1% de bilis
y 0,5% de un concentrado de higado y antibidticos, logrando

una ovoposicidn durante 5 dias y una supervivencia de 50 dias.

En todas las investigaciones antes citadas, los autores
partian de fasciolas adultas.
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" Los primeros investigadores que siguieron en sus inves-
tigaciones el auténtico criterio de cultivo 4n vitro, o sea,
partiendo de la fase infestante, la metacercaria, fueron WI-
KERHAUSER y SLAVKO CVETNIC en 1967 (156). Ambos cultivaron

las adolescarias en medios monoxénicos y axénicos.

EN CULTIVOS ASENICOS:

Hedon-Fleig ...... una supervivencia maxima de 2 dias.
Hedon-Fleig mas 0,1% de Agar ......ceevveves 2 dias.
Suero de caballo .ieieeieerertctrscontoanns 3 dias.

MEDIO A: Suero de caballo mids 0,5% de Lactoalblmina hidroliza-

da en solucidn de Hank .seeeeeeeornocoonss . 3 dias.

MEDIO B: 15% de suero de ternera inactivado mids 0,5% de Lacto-
alblmina hidrolizada .ceeveeeerennennsons 10 dias.

EN CULTIVOS MONOXENICOS:

Medio B, mds células testiculares de ternero . 10 dias.

Medio A, mas células de rifidn bovino ...... 14 dias.
Células de higado bovino mds medio B ...... 10 dias.
Rifibn embrionario de cerdo mas medio B ..... 3 dias.

Células de rifion de mono més medio C (2% de

suero de ternera en solucidn Earle) ..... 11 dias.

Posteriormente, WIKERHAUSER, S. CVETNIC y Z. BRUDNHAK,

en 1968 (157), consiguen unas supervivencias de 29 dias en el
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siguiente medio monoxénico: células testicualres de becerro mis
15% de suero de ternera inactivado més 0,5 de Lactoalbfimina hi-
drolizada; 22 dias en células de rifidn de cerdo mids medio com-
puesto de 10% de suero inactivado de ternera; 0,5% de Lactoal-
mGmina hidrolizada y 0,1% de extracto de levadura en solucidn
de Hank y 15 dias de células anmidticas humanas més 2,5 de sue-
ro de ternera inactivado, 0,5 LactoalblGmina hidrolizada en solu

cién de Hank.

En 1973-1974, A. OSUNA y GUEVARA-P0OZO (73) (74), dan
cuenta que en medio conteniendo exclusivamente suero equino
inactivado y glébulos rojos de carnero, consiguen un crecimien-
to de hasta 700 p, y una cierta evolucidn genital con una du-

racidn de 54 dias.

CAROLINE DAVIES (1975) (20) sefiala que el medio que me-
jor resultado les ha dado, . . NCTC 135 mids el 40% de suero de po
llo con gldébulos rojos de carnero, consiguiendo un crecimiento
de hasta 1,2 mm. Se desarrollan de este modo las ramas intes-
tinales, pero sin desarrollo de los rudimentos genitales. No
especifica la duracidn del cultivo.
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2.2.1.- SOBRE FACTORES QUE AFECTAN LA DESENVAGINACION IN VITRO
DE CIRTICERCUS TENUICOLLIS.

KUCHENMEISTER establece, en 1852 (60), la relacidn en-

tre cisticerco-tenia.

Diez anos después, BAILLET publicd sus experiencias con
Taenia hydatigena (Pallas 1766) (2), demostrando su ciclo bio-
1l6gico y migracidn de los cisticercos desde el higado a la ca-
vidad abdominal.

LEUCKART (1884-13900) (65), conforme con BRONN (1884-
1900) y RAILLIET (1891) ( ) averiguan el tiempo necesario
para la formacidn del cisticerco tras la infeccidn en el hos-

pedador intermediario, de esta misma especie.

Asimismo, LEUCKART (1884-1900) (65) observa que en el
cisticerco aparecen ventosas y rostello al mes de la infeccidn.
BRONN (1884-1900) (11), G.K. SWEATMAN y P.J.G. PLUMMMER (1957)
(132), estudian el ciclo bioldgico y la patologia del mismo.
cestode en animales domésticos, encontrando que para la apari-
cidn de ventosas y rostello, el tiempo oscila entre 34 y 53
.dias. Asimismo, basd&ndose como criterio de viabilidad en las
contracciones de la vesicula, estudian los efectos de la tem-
peratura en cisticercos libres de membranas, almacenados en
solucidn salina, encontrando que, a -21°C, sobreviven de 45
a 60 minutos, de 4°C y 7°C de 4 a 10 dias, de 29°C a 31°C de
5 a 8 dias y de 3u4°C a 36°C de 4 a 7 dias.
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D.W. FEATHERSTON (1969) (33), estudian 4m v{ve la evo-
lucidén del cestode en el hospedador definitivo, asi como los
periodos de emigracidn a lo largo del intestino delgado, mos-
trando en su trabajo, una foto de un cisticerco evaginado 4n
vitro, comparidndolo con cestodes mantenidos 3 dias en el in-
testino del perro tras la ingestidn de cisticercos; éstos Gl-

timos muestran la pérdida de la masa posterior al escolex.

D.W, FEATHERSTON (1969) (34), estudia, igualmente, =1
efecto de almacenaje de los cisticercos sobre la infestabilidad

en perros.

D.W.FEATHERSTON (1971) (35), hace un trabajo sobre los
efectos de la evaginacidn £n vitro en diferentes soluciones
enzimdticas, y compara con el establecimiento en el hospedador
definitivo: el perro. Como souciones enzimldticas emplea 10 di-
ferentes. Desde solucidn de Hank simple a Pancreatina (100 mg.),
Tripsina (100 mg.) y 5 ml. de bilis canina, disueltas todas
en 100 ml. de solucidn de Hank. La temperatura empleada es de
38°C y el pH usado varia de 6,8 a 7,5.

A. OSUNA y GUEVARA-POZO (1974) (75), dan cuenta de la de
semvaginacidén de los cisticercos 4n v{tro para su posterior

cultivo, cuya descripcidn se da mis adelante.

En cuanto a desenvaginacidn {n vitro de cisticercos pro-
cedentes de otros cestodes de la familia Taendidae, la primera
desenvaginacidn 4n v{tro fue realizada, en 1913, por SCOTT.

(96).P. BUTNING (1927) (12) hace un estudio de la desenvagina-
cidn de T. s0&ium,



28

En 1933 (67), MALKANI estudia un método rdpido para

la desenvaginacidn de escolex de cisticercos de T. pisiformis.

En 1934, De WAELE (149) estudia los factores que afec-
tan a la desenvaginacidn de Cd{stdicercus pisiformis, indicando
los efectos positivos de las sustancias con radicales cblicos

como estimulantes de la desenvaginacidn.

En 1941 (29), EDGAR, S.A. indica que no es necesaria
para la desenvaginacidn la presencia de la vesicula del cisti-
cerco de T. pLsiformis. Sin embargo WARDLE y MAcLEOD (1352)
(150) sugieren que la vesicula juega un importante papel en la

desenvaginacidn.

ROTHMAN (1959) (86), ve en Taenda taeniformis (= Hyda-
tigena taendiformis) que puede llegarse a la desenvaginacidn al
eliminarse la membrana periquistica, sin actuacidn de la bilis

o de agentes tensoactivos.

En 1960 (36), FUENTES y col. sugieren que la desenvagi-
nacidn de cisticercos de T. so0fium, es por causa de agentes
tensoactivos en general, sin tener en cuenta la naturaleza
quimica de los mismos. Asimismo, indican que la vesicula del

cisticerco no juega ningin papel en la desenvaginacién.

CAMPBELL W.C. y T. RICHARDSON (1960) (13), con T. p{s4i-
gormis, encuentran que la. evaginacidn es por causa de agentes

tenso-activos.



En 1963 (14) CAMPBELL W.C. observan que un 0,005% de un
tensoactivo comercial Nacconol (N.R.S.F.) es suficiente para
la desenvaginacidn: que es necesaria para T. pisiformis una
fuerza tensoactiva de 54 dinas/cm?, no interviniendo la natu-
raleza del agente tensoactivo, y que en este cestode no inter-

viene la vesiIcula para la desenvaginacidn.

De RICKE P.H. y GREMBERGEN G. Von (1965) (88), indican
que al almacenamiento de los protoescolex de E. ghranulossus por

debajo de 2°C pierden la capacidad de evaginacidn.

En 1966 (89), De RICKE P.H. y Von GREMBERGEN G., afir-
man la necesidad, para la desenvaginacidn de E. granufossus,

de Pancreatina y de Tripsina.

J.D. SMYTH y col. (1967) (113) encuentran que la desen-
vaginacidén de E. granufossus es acelerada por la bilis, y que
para lograr un mayor porcentaje de desenvaginacidn, es necesa-
ria la presencia de Tripsina, Pancreatina y bilis, tras una
digestidén pépsica; mostrando, asimismo, la necesidad de un me-

dio aerobio para la misma.

J.D. SMYTH (1969) (114), en su libro sobre "Fisiologia
de cestodes", indica los peligros de emplear sales biliares
comerciales en la desenvaginacidn. Pone, por ejemplo, que el
dcido desoxicdlico lisa rdpidamente las cuticulas de E. gra-
nulossus,

0.0.BARRIGA (1871) (3), estudia la supervivencia de
protoescolex de E. granulossus almacenados en solucidn salina
y liquido hidatidico a diferentes temperaturas.
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Tal disparidad de criterios sostenidos por los diferen-
tes autores que se han ocupado de este tema, nos indujo a rea-
lizar nuestras experiencias sobre desenvaginacidn de T. hyda-

tigena que mids adelante se exponen.




2.2,2.~ SOBRE CULTIVO IN VITRO - DE  TAENTA HYDATIGENA.
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2.2.2.- ANTECEDENTES SOBRE CULTIVO IN VITRO D T. HYDATIGENA.

En la amplia bibliografia consultada no hallamos ningu-
na referencia sobre el cutivo 4n v{tro de Tenia hydatigena, par
tiendo de cisticercos. Tan sblo OSUNA y GUEVARA-POZO (1974)
(75) hacen una comunicacidén al III Congreso Internacional de
Parasitologia, Munich, 1974 y A. OSUNA y GUEVARA-POZO0O (1976)
(76).

Trabajando, asimismo, en cultivo Ln v{tho con esta espe-
cie, pero con enfoque diferente, pues parte de oncosferas acti-
vadas, HEATH D.D. y SMYTH J.D. (1970) (45) intentan desarrollar
cisticercos en medios libres de células, alcanzando cierto gra-
do de desarrollo.

A pesar de la falta de bibliografia sobre el tema, exis-
ten publicaciones de algunos autores que, trabajando con otros
cestodes,nos han servido de base bibliogr&fica para iniciar el
presente estudio.

BERNTZEN (1960-1961) (5) (6) utilizando complicados apa-
ratos y sistemas de cultivo, afirma que, a‘partir de cisticer-

coides de Hymenolepis diminuta, consigue, en 15 dias, anillos
gravidos.

TAYLOR A.E.R., BALL, G.H. y VOGE M. (1960) (134) des-
criben un método de cultivo de Hymenolepis diminuta y Hymenole-
P44 nana, a partir de cisticercoides.
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TAYLOR A.E.R. (1961) (135) cultiva Hymenolepis diminuta
y Hymenolepis nana a partir de cisticercoides, aumentado el ta

tamfio de los vermes al doble del tamafio inicial.

SCHILLER (1965) (92) consigue cultivar y llega a obtener
oncosferas infestantes de Hymenolepis diminuta, partiendo de

cisticercoides, con diferentes método al descrito por BERNTZEN.

De RYCKE, P.H. y BERNTZEN A.K. (1967) (90) mantienen y

hacen crecer Hymenolepis microstoma Lin vitro.

SINHA-HOPKINS (1967) (102) cultivan Hymenolepis nana
desde cisticercoides a adultos con huevos maduros, empleando
extracto de levadura, suero y extracto de higado, en 12 dias.
Como fase gaseosa empled N2 95% CO2 5%, concluyendo que el
02, es necesario en el cultivo por la gran cantidad de mitocon-

drias que existen en el adulto.

TURTON J.A. (1968) (142) cultiva HymenolepdLs diminuta,

partiendo de cisticercoides hasta adultos fértiles.

EVANS W.S. (1970) (32) cultiva Hymenolepis microstoma,
desde cisticercoides hasta adultos fértiles. Cuando emplea

altas concentraciones de 0Ozse inhibe fuertemente el desarrollo.
PLATZER E.G. y ROBERT L.S. (9170) (79), ven la necesi-

dad de una absorcidn, de origen externo de vitamina Bg por par-
te de Hymenolepis diminuta.

J.S. SEIDEL (1871) (99), encuentra que la Hemina es un



33

requerimiento necesario para la segmentacidn 4n vitro de Hyme-
nolepis micrnosdtoma.

TURTON J.A. (1974) (a,b) (143) (1u4) observa el efecto
de los antibidticos sobre Hymenolepis diminuta, algunos de los

cuales inhiben el crecimiento, o lo retrasan.

Estos son los trabajos que hemos encontrado mas sobresa-
lientes respecto a cultivo de especies de Hymenolepdis.

Respecto a otros Ciclophyllodidea.

WEBSTER, G.A. y CAMERON T.W.M. (1953) (15) tras probar
46 diferentes medios, consiguen que Equdinococcus multiloculanis

llegue a segmentarse, a partir de protoexcolex.

ROBINSON, D.L.H.; SILVERMAN, P.H. y PEARCEAR (1963) (84)

cultivan Taenda crassiceps, sin alcanzar resultados ostensibles.

J.D. SMYTH y col. (1962-1966-1966b~-1967-1967-196%a-1969Db
-1969c-1971-1974a-1974b-1974c-1974d-1974d-1974e-1975) (107 a 124),
describen la metodologia y los problemas que existen para el
cultivo 4n v{tro de E. granufossus (origen: quistes de oveja)

y E. granulossus (origen: quistes de caballos).

SMYTH J.D. (1969) (116), consigue cultivar Taenia sendia-
48 (= Multiceps sernialis) con un medio similar al empleado pa-
ra E., granulossus.
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SMYTH J.D. (1973) (118) (comunicacidn personal) cultiva
Taendia crassiceps, cepa Toi, en el mismo medio que para E. gra
nulossus.

HEATH, D.D. (1974) (46) (comunicacidn personal) intenta
cultivar, sin mucho éxito, Taenia so0fium, a partir de cisticer-

cos.

ESCH, G.W.3; SMYTH J.D. (1976) (30), cultivan Taendia cras
s4iceps, en igual medio al comunicado personalmente por J.D.
SMYTH (1973) (118) indicando la necesidad de la fraccidn globu-
linica del suero bovino fetal en orden a la morfogénesis {n vi-
ino del cestode.

SINHA, D.P. (1976) (103) da cuenta que no todos los ex-
tractos de levadura son validos para el cultivo 4n vitro de ces
todes. Indicando que cuando son esterilizados en autoclave pier
den su efectividad, pensando por tanto en la necesaidad para

los cestodes de algln factor desnaturalizable por el calor.




3-MATERIAL Y METODOS.



3.1,- FASCIOLA HEPATICA.
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3,1,1,- PROCEDENCIA Y MANTENIMIENTO DE LIMNAEA (GALBA) TRUN_
CATULA®

Utilizamos en nuestras experiencias la cepa de Limnaea
Galba truncatula para la obtencidn de metacercarias de Fas-

ciola hepditica.

Esta cepa, con la que trabajamos, procede del Instituto
de Enfermeades Tropicales de Lisboa y se mantiene en nuestro
laboratorio desde 1965, en unos terrarios (praderas) alimentdn-

dose del alga 0Oscilatondia sp.

3.1,2.- SIEMBRA DE ALGA OSCILATORIA SP. "EN PRADERAS”.

Tierra procedente de un criadero natural de Limnaea de
Santa Fe (Granada), era traida al laboratorio en céntaras de
plastico, de unos 15 litros. Esta tierra, colocada en bandeijas
de vidrio o metdlicas recubiertas de porcelana, se extendia

formando una capa de unos 5 cm. de espesor, y se secaba y es-

* Hemos aceptado la nomenclatura de L. GERMAIN MOLLUSQUES te-
rrestres et fluviatiles. Faune de la France. 1969 (37).
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terilizaba en un horno Pasteur a 140°C, durante 12 horas.

Pasado este tiempo, la tierra se trituraba en un morte-

ro y se hacia pasar por un tamiz de 0,6 cm. de malla.

Agua procedente del mismo criadero era filtrada y, pos-
teriormente, esterilizada en autoclave a 2 At.,durante media
hora.

Una vez realizadas las fases anteriores, la tierra era
amasada, en un mortero grande, con solucidn de Heller, hasta
adquirir una consistencia pastosa. La tierra, asi preparada,
se extendia en cajas Petri (20 cm.) en un espesor aproximado
de 1 cm.. De un cultivo patrdn, se cortaba un trozo de unos
tres centimetros cuadrados del cultivo de alga, que se coloca-
ba cuidadosamente sobre el barro con la ayuda de un portaobje-
tos y un pincel.

Una vez sembradas, las praderas se mantenian bajo 1luz
ultravioleta a unos 75 cm. de distancia de dos lémparas conver
gentes (Phillips MLU300OW, 220-240 V 57265F-28, Ultravilet, Made
in Holand). Estas siembras se regaban perddicamente, para evi-

tar que se secaran, con agua del criadero natrual, previamente
esterilizada.

Cuando el alga 0Oscilatoria 4p. cubria totalmente la su-
perficie de las cajas Petri, éstas, humedecidas ligeramente
con agua, se mantenian, hasta su uso, en nevera a 4°C. El tiem-
Po requerido para su total crecimiento era una semana aproxima-
damente, a 23°C, en habitacidn termoregulada.
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3.1.3,- MANTENIMIENTO DE LA CEPA DE LIMNAEA EN LAS PRADERAS.

Se colocaban entre 15 y 50 Limnaeas por caja Petri, cam
biédndolas normalmente cuando adultas, cada tres dias y lavéndo
las diariamente con agua de Santa F&, con ayuda de un pincel,
al objeto de retirar los restos de alga y mucus que llevan adhe
ridos sobre la concha. Asimismo, con la ayuda de una pipeta, se

retiraban los restos fecales de los moluscos.

Si existian masas de huevos, eran aisladas con pinzas
blandas de Entomologia, y colocadas en vasos de precipitado pe-
quefios con agua del criadero natural, a 23°C, temperatura exis-
tente en la habitacidn termoregulada, los huevos eclosionaban

en 14 dias, pasé@ndose los pequefios moluscos a las "praderas".

3.1.4,~- PROCEDENCIA Y AISLAMIENTO DE HUEVOS DE FASCIOLA HEPATI-
CA.

Diariamente recibiamos en el laboratorio las vesiculas
biliares de los bdvidos sacrificados en el Matadero Municipal
de Granada. Inmediatamente eran abiertas y vaciado su conteni-
do en copas cdnicas de un litro de capacidad. Transcurrida una
hora, tomdbamos una gota del sedimento con una pipeta Pasteur
que, colocada en un pocillo de histologia, de los llamados ale
manes, era observada a la lupa binocular (40x), para determi-

nar la presencia de huevos de Fasciola hepdtica. Las copas que
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contenian huevos, se decantaban hasta la mitad, volviendo a
llenarse con agua del grifo, repitiéndose la operacidn cada
media hora hasta que el liquido estuviera totalmente trans-
parente. Después de ello, el contenido de las copas se fil-
traba a través de una malla de 0,6 mm. para eliminar las masas
de moco, muy frecuentes en las bilis de animales parasitados.
Estas mucosidades se lavaban con agua del grifo a una cierta
presidn encima de una copa cdnica para separar los huevos que
permanecen adheridos a las mismas. Los huevos de Fasc{iofa he-
pdtica, por su mayor densidad, caen al fondo de las copas y
pueden recogerse, en casi su totalidad, en el depdsito a la
media hora.

Tras esta Gltima operacidn, mediante sifonado con una

goma, se vaciaba el sobrenadante, con cuidado, volviendo a
llenar la copa con agua destilada estéril a un tercio de su
capacidad. Media hora despues, con una pipeta de 10 cc. insu-
flédbamos aire para remover el sedimento y los huevos adheridos
a las paredes, pasandose a continuacidn el contenido de las
copas a frascos de penicilina o pequefios matraces, pintados

de color negro y esterilizados. En ellos se conservaban los
huevos, asi obtenidos, a u°cC.

3.1,5.- INCUBACION DE HUEVOS DE FASCTOLA HEPATICA.

Cuando la planificacidn de las experiencias asi lo acon
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sejaba, los frascos conteniendo los huevos de F. hepdtica, se
sacaban de la nevera y se cubrian con papel de aluminio aguje
reado (seglin la técnica empleada por GOMES, VALVERDE y col.,
1973) (38), pasédndose a una caja mantenida en una camara ter-
moregulada a 23°C y en completa oscuridad. En estas condicio-
nes, cambiando diariamente el agua de los frascos para evitar
agrupaciones y proporcionar al agua una cierta aireacidn (RO-
WCLIFFE y OLLERENSHAW (1960)) se matenian los huevos durante
12 dias.

Pasado este tiempo, se observan los huevos al microsco-
pio (100x) para ver la evoucidn y motilidad del miracidio. A
pesar de mantener los huevos, a embrionados, una viabilidad
de unos 100 dias, segin indican GOMEZ y col. (1973) (38), uti-
liz&bamos en nuestras experiencias, para mayor seguridad, so-
lamente los huevos con un periodo de incubacidn no superior a
15 dias.

3,1.6.~ ACTIVACON DEL MIRACIDIO Y ECLOSION DE LOS HUEVOS DE
FASCIOLA HEPATICA.

Los frascos conteniendo los huevos de F. hepdtica, se
agitaban y vaciaban sobre un cristalizador situado a unos 40
cm. de distancia de una lémpara de 60 W. Transcurrida media
hora, se observaba a la lupa binocular (40%x) para comprobar
el nGmero de huevos eclosionados. Si &ste aun era bajo, se

observaba al microsocpio invertido para ver si, en los huevos
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embrionados, el miracidio ralizaba los movimientos que prece-
den a la eclosibn, dej&ndolos bajo la luz durante una hora,

'3,1,7.- RECUENTO DEL NUMERO DE MIRACIDIOS LIBRES.

Cuando, una vez observado el cristalizador bajo la lupz
binocular, se observaba que, pricticamente, todos los huevos
habian eclosionado, el contenido del cristalizador se vertfa
en una probeta de 100 cc., completando con agua destilada hag
ta una cantidad fija siempre superior a los 50 cc.

El contenido de la probeta se agitaba mediante un agi-
tador manual, construido a tal fin, y que consiste en una va-
rilla metdlica provista, en uno de sus extremos, de un disco
agujereado. Se tomaban tres muestras, una en la parte superior,
otra en la media y otra en la inferior, de 0,5 cc. Estas mues-
tras conteniendo los huevos y miracidios, se llevaban a seis
vidrios de reloj, en los que, previamente, se habian colocado
una gota de formalina al 10%. Los miracidios instant&neamente
morian, contdndose, bajo la lupa binocular, y calculédndose la
media, refiriéndose este dato al volumen total del liquido.
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3.1.8,- INFESTACION DE LIMNAEA TRUNCATULA CON MIRACIDIOS DE
' FASCIOLA HEPATICA.

Una vez conocido el nfimero de miracidios libres, cal-
culibamos el volumen que contenfia 5 miracidios. Se agitaba la
probeta con el agitador manual, y se tomaba el referido volu-
men, siendo llevado a frascos de 13 cc., en los que, previa-
mente, se habia colocado una Limnaea, previamente lavada, al
objeto de retirar los restos de mucosidad y algas que normal-
mente llevan adheridas a su concha, y que, segln nuestras ob-
servaciones, dificulta la infestaci6n por inmovilizacibn de
los miracidios en estos restos de moco del molusco. El volu-
men en que van los miracidios, se vertia sobre el molusco,
completindose el volumen hasta 7 cc., con solucibén "agua de
fuente"” estéril cuya composicién se describe en el apéndice
de soluciones. El conjunto de los frascos con las Limnaea
se exponfa a la luz natural de una ventana a temperatura in-
ferior a la que normalmente se encuentra, siendo mantenidos
asi, por espacio de 5 & 6 horas, tiempo suficiente para la

penetracibén de todos los miracidios.

Transcurrdas estas horas, las limnaeas se sacaban con
la ayuda de unas pinzas de latén blandas de Entomologia, trans
firiéndose a una nueva pradera, en la que, en la tapa superior,
se anotaba el dia de la infestacibn y la fecha prevista para
la emisibén de cercarias.
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3,1,9,- EMISION DE CERCARIAS Y RECOGIDA DE LAS METACERCARIAS.

Cuando habian pasado seis semanas desde el dia de la in
festacibn por los primitivos miracidios que penetraron el el
molusco, habian evolucionado hasta la fase de cercaria que iba
a abandonar el caracol tras un estimulo de descenso de tempe-
ratura y presencia de agua saliendo por su orificio respirato-
rio. Este era el momento de recoger estas cercarias, que pasa-
rian a metacercarias, fase infestante para el hospedador verte

brado y de la que partiamos para el cultivo.

Los caracoles, después de lavados, se introducian en
frascos de 13 cc., llendndose, hasta la mitad, con solucibn
"agua de fuente" estéril. Los moluscos, en estos frascos, se
colocaban en un cristalizador al objeto de taparlos, para evi-

tar su fuga, con una l&mina de vidrio.

Cerca de una ventana, y a temperatura inferior a la nor
mal, se mantenian por espacio de 24 horas.

Casi inmediatamente de introducirse los moluscos en so-
lucibn "agua de fuente", se observaba la emisién de cercarias,
agrupandose éstas cerca de la superficie del agua.

} A las 24 horas de ser emitidas, las cercarias habfan

perdido la cola por movimientos violentos, fen6meno observable
bajo la lupa binocular, y habian formado las tres capas con que
se protegian, formdndose las metacercarias enquistadas que se
fijaban en la superficie del vidrio y a nivel del agua. A este

tiempo, los caracoles se pasaban, de nuevo, a las "praderas" vy,
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los frascos, con las metacercarias adheridas, se almacenaban,
llenos de agua destilada, en nevera a 4°C hasta el momento de
su uso.

3,1,10,- PREPARACION PREVIA DE LAS METACERCARIAS,

Los frascos conteniendo las metacercarias eran sacados
de la nevera donde se mantenfan a 4°C, contédndose el nfimero
de ellas adheridas al vidrio a fin de seleccionar aquellas que
se ajustaran, en cuanto a n@mero, a la planificacién de la ex-
periencia. ‘

Una vez seleccionadas, era vaciada el agua destilada que
los llenaba y se procedia a separar las metacercarias enquista-
das de las paredes del frasco con la ayuda de una espdtula, la
vando el frasco, dejando resbalar por las paredes agua destila-
da a fin de arrastrar al fondo las que ya habfan sido despega-
das. Las que afin permanecian adheridas eran de nuevo despegadas
con la esp4tula.

El agua destilada, con las metacercarias en suspensifn,
era vaciada sobre un filtro Sartorius de 8u (SMII30I-8-47) ins
talado en un soporte de filtracibén Sartorius (SM I6307), donde
se realizaba una filtracibén por presibn negativa con la ayuda
de una bomba Milipore (XX 60 220 50). Las metacercarias enquis-

tadas quedaban en la superficie de filtro. El frasco contenedor
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de 13 cc., era repetidas veces lavado a fin de arrastrar las
metacercarias que aun quedasen, siendo posteriormente sumer-
gido en agua en ebullucibén a fin de evitar la posible conta-

minacibén accidental al personal del laboratorio.

El filtro sobre el que estaban las metacercarias, era
sacado del soporte de filtracién y colocado en una caja Petri

que se llevaba bajo la lupa binocular, donde se agrupaban.

3,1.11.- ESTERILIZACION DE LAS METACERCARIAS.

A pesar de haberse empleado durante todo el proceso,
material y soluciones estériles, era 1l6gico pensar que los ca-
racoles de donde provenian fuesen fuente de contaminacibn, ya
gue no eran cultivados axénicamente. Por tanto era necesario
emplear un procedimiento de esterilizacifn.

Las metacercarias enquistadas agrupadas, eran introdu-
cidas con el filtro en un frasco de pléstico estéril marca Ste-
riline, en el que habia una solucién de lejia comercial de hi-
poclorito sédico al 3,3%, (previamente filtrada con presién po
sitiva, en filtro Sartorius, 0,45u- 25 mm¢, en soporte de fil-
tracibén Sartorius SM I65I7). Con la ayuda de unas pinzas y es-
pdtula estériles eran separadas las metacercarias enquistadas

del filtro de 8y, tapdndose el frasco con un tapén a rosca y
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céntrifugando a 800 revoluciones por minuto, durante 10 minu-
tos,

Transcurrido el tiempo de centrifugacién, el sobrenadan
te era desechado por pipeteo con pPipeta Pasteur estéril y re-
llenado de nuevo el frasco con soluci6bn de lejia comercial al
3,3% (segGn técnica modificada de GUEVARA-POZO, (1953) (40)).
Manteniéndose las metacercarias enquistadas en esta solucién por
espacio de 1/2 hora en agitador circular a la temperatura del
laboratorio con una velocidad de 18 revoluciones por minuto,
al objeto de realizar un mejor lavado.

Tras este tiempo, el frasco era sacado del agitador y
mantenido en reposo por espacio de unos quince minutos, tiem-
PO en que la totalidad de las metacercarias habian sedimentado,

siendo decantado el sobrenadante con una pipeta estéril.

Las metacercarias enquistadas eran lavadas tres veces en
agua destilada estéril al objeto de retirar el exceso de hipo-
clorito, arrojando el agua de lavado con cierta fuerza para pro
vocar una agitacidén con la ayuda de una jeringa estéril, dejan
do sedimentar las metacercarias enquistadas 15 minutos en repo-
S0, retirando por pipeteo el dgua y repitiendo este proceso
tres veces. Eliminado el exceso de hipoclorito se procedfa a
lavar las metacercarias enquistadas con solucién BBS lavadora,
en la que previamente habiamos disuelto tetraciclina, 0,005733
g./ml, y micostatin, 1000 U.I./ml. La soluci6n con antibiéticos
era asimismo esterilizada por filtracién con presidn negativa,
a través de filtro Sartorius 0,45y (SMIII06-0,45), montado en
soporte de filtracién Sartorius (SM 16307).
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Mediante pipeta Pasteur estéril, se procedia a agregar
la anterior solucién al frasco donde estaban las metacercarias
enquistadas, manteniéndose esta primera solucibén en contacto
con ellas durante 15 minutos, procediéndose al vaciado y nue-
vo lavado con solucién BBS lavadora mis tetraciclina y micos-
tatin en las concentraciones antes sefialadas. Aqui eran mante-
nidas durante 2 horas a la temperatura del laboratorio y agi-

tacién de 18 revoluciones por minuto.

Tras este lavado, se dejaba sedimentar, y nuevamente
era decantado con pipeta Pasteur estéril y lavado durante 20
minutos cada vez (tres veces), con solucién BBS lavadora es-
téril, al objeto de arrastrar los antibi6ticos tetraciclina
y micostatin. Procediéndose posteriormente al desenquistamieg
to experimental in vitro.

3,1,12.,- DESENQUISTAMIENTO.,

En nuestras experiencias hemos probado las dos té&cnicas
fundamentales para la liberacidn de las adolescarias. Como va
indicé&bamos anteriormente, las m&s interesantes son por orden
cronolégico, la digestién de Wikerhauser (1960) (155) y la de
Dixon, (1964) (26).

La primera técnica la modificamos seglin nuestra experien
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cia, empleando las mismas concentraciones enzimiticas y tiem-
pos que en la digestibn de protoescolices de Echdinococcus gra-
nufosus utiliza J.D.SMYTH (comunicacifén personal (118)).

a.) Técnica de Digestibn.

Las metacercarias enquistadas, una vez lavadas en las
soluciones desinfectantes, eran centrifugadas, al objeto de
agruparlas, a 500 revoluciones por minuto durante 10 minutos.
La Gltima solucibén era retirada mediante pipeteo en el inte-
rior de la c8mara estéril de flujo laminar. A continuacién
se le agregaba una solucién de pepsina (1:10.000 merck), al
0,5% a pH 1,7 ajustado con ClH 0, 1N, previamente calentada a
38°C y esterilizada por filtracibn;en esta solucién y con
agitacibén constante de 90 impulsos por minuto en agitador
Koterman, colocado en el interior de una estufa de cultivo

Hermi termoregulada a 38°C, eran mantenidas durante 20 minutos.

Transcurrido este tiempo eran sacadas de la estufa y
retirada la solucibén enzimdtica. Después de dejarlas sedimen-
tar brevemente y, reemplazada aquella por solucién de Hank
estéril calentada a 38°C, esta solucibén se mantenfa con las
metacercarias enquistadas durante 10 minutos al objeto de

arrastrar el exceso de pepsina y &cido. Esta operacifén se re-
petia tres veces.

Tras el fGltimo lavado en solucién de Hank, se le ana-
dia una solucibn enzimitica compuesta de: pancreatina (BDH)
0,3%, taurocolato sb6dico (BDH) 0,01% y tripsina (BDH 0,5 Anso/
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gr.) 0,15%, disueltas en solucién BBS lavadora ajustada a un
pPH de 7,2 y previamente calentada a 38°C.

Asimismo, se empleb otro tipo de solucién en la que el
taurocolato s6dico se sustitufa por un 0,05% de bilis de vaca.

En estas soluciones se mantenfa por espacio de 18 a 20 horas.

Transcurrido este tiempo y tras observacibn al micros-
copio invertido al objeto de ver el nfimero de adolescarias li-~
bres, eran transferidas mediante una pipeta Pasteur estéril a
una caja Petri también estéril, colocada en la c&mara de flujo
laminar, donde se habfia situado una lupa binocular, Nikon

(45183) a la que se le habian lavado las superficies con alco-
hol de 70°¢

El producto resultante de la digestién era observado a
40x, transfiriéndose las metacercarias libres, con una pipeta
Pasteur, a los frascos Carrel (Pobel 13-3x1 Cm.) para un pos-
terior cultivo.

b.) Té€cnica de desenquistamiento segln Dixon.

Aunque los resultados obtenidos por la técnica anterior
eran buenos, (un 80% de metacercarias libres, como mds tarde
veremos), la técnica que casi desde el principio hemos emplea-
do por su rapidéz, facilidad de manejo y efectividad, ha sido
la técnica de Dixon, adaptada por nosotros.

Las metacercarias enquistadas, tras el Gltimo lavado en
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soluciones desinfectantes, eran centrifugadas en los mismos
frascos "Steriline" con tapbn a rosca a 500 revoluciones por
minuto, durante 10 minutos,ya agrupadas se transferian éstas,
mediante pipeta Pasteur, con la menor cantidad de liquido po-
sible, a un frasco Sorvivel 25, en el que previamente se ha-
bian colocado de 4 a 6 capas de gasa entrecruzada a modo de em
budo (todo ello esterilizado en autoclave), y en el que antes
de colocar las metacercarias se habia colocado solucién acti-
vadora (25,2 gr. de CO3HNa y 0,468 de cisteina en 100 cc. de
agua bidestilada), gaseada activamente con mezcla de CO, al 10%
Y N2 90% y calentado a 39°cC.

Una vez colocadas las metacercarias en el fondo del em-
budo formado con 1las gasas, era de nuevo gaseado con la misma
mezcla, y cerrado el frasco,incub&ndose durante 35 minutos a

39°C en bano de maria, marca selecta, con agitacibn forzada.

Después del anterior proceso, las metacercarias enquis-
tadas eran de nuevo gaseadas durante 5 minutos en la cé&mara
de flujo laminar con mezcla de CO, 10%, N, 90%, se dejaba sedi-
mentar unos minutos, Y, mediante pipeta Pasteur, se sustituia
la solucién activadora por solucibn desenquistante, compuesta
ésta (ltima de solucién de Hank y bilis de vaca al 10%. Se ga-
seaba de nuevo con CO, 10% Y N2 90% y se incubaba durante 18 &
20 horas en bano de marfa a 39°C, tiempo en que las metacerca-
rias salidas del quiste penetraban a través de las capas de ga-
sa, por sus activos movimientos, cayendo al fondo del frasco,

de donde eran recogidas para su posterior cultivo.
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Otra modificacibn de la técnica de Dixon consisti6 en un
tubo de ensayo estéril de 15 cc. que tenfa una abertura c6nica
en la parte inferior. La boca del tubo era cerrada con tap6n de
goma reversible, y en la parte inferior se le acoplaba, median-
te tubo de silicona, un tubito de ensayo de 0,5 cc. de capaci-
dad, preparado al efecto.

En el interior del tubo de 15 cc. se introducia el em-
budo de gasas, antes descrito, donde se colocaban las metacer-
carias enquistadas y donde se realizaba el tratamiento descri-
to anteriormente.

En la parte superior del ﬁubito se colocaba una pequefia
capa de suero equino y heparina s6dica (BDH) (Mucous 20.000 uni
dades/mg.), (5:1) coagulado a 80°C, 1/2 hora y batido con es-
pPitula estéril dindole asft una consistencia mucosa, llen&indose
el resto con solucibn de carboximetil celulosa al 4% en solu-
cibn BSS (segfin técnica modificada de GONZALEZ CASTRO y col.
(139)), mezcla (1:1) con suero equino (3:1), extracto de embrién
bovino (Difco). En el fondo del tubo se colocaban gl6bulos ro-
jos de carnero lavados en solucibn Alsever. A las 24 horas la
mayoria de las metacercarias desenquistadas (libres) se reco-
gian en el fondo junto con los gl6bulos rojos, tom&ndose con
Pipeta y pasddnose a los diferentes medios.
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METACERCARIA DE FEHEPATICA

"ﬂESENQUISTAMIENTﬂ Y SEPARACION DE

_METACERCARIAS, METODO DE DIXQN MODIFIGADU_,
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3.1.13.- MEDIOS DE CULTIVO,

Los componentes de los medios de cultivo que hemos emplea
do los podemos dividir en dos grandes grupos: oliguidicos y me
ridicos.

a.) TOTALMENTE INDEFINIDOS (OLIGUIDICOS)

1. Suero equino (SE) procedente de la casa Llorente.
El suero era adquirido en frascos de 100 ml., siendo inmediata-
mente inactivado a 56°C, 30 minutos en bafio de Maria, marca
Selecta.

Una vez inactivado, era filtrado a través del filtro
Sartorius 0,45y mediante presibn positiva, almacen&ndose en
amplollas de vidrio estériles cerradas al fuego. En cada ampo-
lla se almacenaban 5 ml. que se mantenian en nevera a -25°C,
para luego descongelar s6lo la cantidad necesaria y evitar asf
la congelacibn y descongelacibén repetidas con la pérdida de

actividad y desnaturalizacién posibles de los componentes del
suero.

2. Suero bovino fetal (SBF) (Gibco) en frasco de 20 ml.
liofilizado era mantenido en nevera a 4°C hasta su rehidrata-
cién. Para ello, tras lavar previamente con alcohol de 70° el
tap6n de goma del frasco, eran inyectados 20 ml. de agua bides
tilada estéril en cada frasco; completada la rehidratacién se
inactivaba a 56°C durante 30 minutos en bafio de Marfa marca Se

lecta. Se filtraba con presibén positiva a través del filtro
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Sartorius de 0,45y y almacenaba en amplollas como anteriormen-
te detallamos.

3. Extracto de placenta humana.

Placentas procedentes de partos normales, eran recogi-
das en el Hospital Clfnico San Cecilio, Universidad de Grana-
da. Se seleccionaban’exclusivamente las procedentes de partos
eén que nacian varones. Asimismo, antes de ser llevadas al labo
ratorio, en el mismo paritorio, eran desechadas aguellas que
pudieran estar contaminadas de Meconio, excepto en determinados
casos que luego se indican en Resultados, teni&ndose también
eén cuenta el historial clinico de la madre y las incidencias
del parto.

Transportadas ré&pidamente en bolsas de plastico, se pro-
cedfa inmediatamente a pesarlas y trocearlas al objeto de
preparar un extracto de las mismas a un 50% P/V seglin técnica

de Weinstein y Jones (1956) (153), para extracto de embrién de
pollo.

Los trozos de placenta son triturados en frio en homoge-
neizador CEKA, a unas 2.000 revoluciones por minuto durante un
minuto, con solucién de Hank estéril mantenida a 4°C. Una vez
triturados eran transferidos a un matriz Elermeyer estéril de un
litro de capacidad y tap6n rosca, bajo el cual se habfa colocado
un cristalizador con hielo picado a fin de que el homogeneizado
no se calentase mientras duraba todo el proceso.

Una vez homogenizada la totalidad de la placenta, é&sta
era almacenada a 4°C en nevera durante toda 1la noche, siendo

a la mafana siguiente centrifugada a 1.000 g.durante 20 minutos
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a 0°C en centrifuga refrigerada Jouan Paris K63 F. Recogido el
sobrenadante, era inmediatamente filtrado a través de dos ca-
pas de papel de filtro y ultrafiltrado en torre de filtracién
empezando por un prefiliro preparatorio: 8u-3u-1,2u-0,45u-0,22y,
filtros Sartorius separados entre si por separadores de nylén
al objeto de facilitar la filtraci6én. Una vez ultrafiltrado,

se procedia a la preparacién definitiva del medio en el inte-

rior de la cémara de flujo laminar.
4. Medio con extracto de placenta humana.

Suero Bovino Fetal (SBF)estéril... 100 cc.
Extracto de Placenta (EPH) ....... 50 cc.

El conjunto era agitado durante unos minutos en un agi-
tador magnético G-INVESTER, en el interior de un matrdz estéril
con tap6n a rosca (Sorvivel 3) de 250 cc. con agitacibn magné-
tica. Tras unos minutos de agitacién se dejaba en la nevera a
4°C hasta que la espuma producida por la agitacién habfa des-
aparecido.

El producto obtenido se introducia en amplollas de vidrio
mediante una jeringa, siendo luego cerradas a fuego (todo ello

en condiciones estériles), y almacenadas a -25°C hasta su uso.

El resto del extracto placentario (EPH) era almacenado a
-25°C en frascos de 150 cc. de capacidad, estériles, cerrados
con tapén de caucho y cédpsulas de aluminio para tapones de goma
perforables, y almacenados hasta su uso.
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En una ocasibén se preparS6 el antes citado medio, pero
con la placenta contaminada por meconio. Las consecuencias
de ello se expondra&n m&s adelante.

5. Extracto de higado.

El extracto de higado (EH -50) se obtenfa a partir de
higados de ratén o de feto de cabra, de igual forma a la an-
teriormente descrita para las placentas humanas. Se almacenaba,
asimismo, tras la filtracibén en ampollas de vidrio cerrado a
fuego y congelaba a -25°C hasta su uso.

6. Extracto de Embridén Bovino.

El extracto de Embrién Bovino (EEB 100) procedfa de la
casa Difco en frascos liofilizados. Para su rehidratacién y

preparacibn se siguieron los consejos dados por la casa comer-
cial.

7. Plasma de Bovino.
El Plasma de Bovino (PB), fué adquirido liofilizado de

la casa Difco siguiéndose asimismo, las indicaciones dadas por
la casa para su rehidratacién y preparacién.
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b.) PARCIALMENTE DEFINIDOS (MERIDICOS)

MPH 1
Fase liquida.
Tc 858 (DifCO) ® ¢ e 000 0000000000000 100 ml.
Plasma bovino (DifcoO) ....oveevuennn.. 40 ml.
Suero Equino (Llorente) ........... 25 ml.

Amino&cidos minimos

Medio Eagle ettt s et s acreestcnnees 1 ml.

Vitaminas mfinimas.
Medio Eagle .....iiiitiiinnnnnnnnn. 1 ml.

Extracto levadura (Difco) 5% cecans 1l ml.

En ocasiones se suplementa con sangre humana procedente
de donadores del laboratorio.

Fases s6lidas.
Agar no nutritivo/Plasma bovino ... 5%
Agar Panmede (Paynes & Birne) ..... 2%
Agar higado de buey ............... 2%,

HFH 2

Fase liquida.
EEB Difco R 10 ml.
Suero humano I T 40 ml.
Gl6bulos rojos humanos ............ 10 ml.



59

NCTC 135 (Gibco) 100
‘Extracto Levadura 5% (Difco) 2 40 ml.
Glucosa 30% ' 1

Fase s6lida.
Agar—sangre ® & © ¢ & & ¢ o ¢ ¢ O O 0 o P00 5%.

MFH 3

Fase liquida

TC 858 (DifcO) t.eevcvcercncencnns 100 ml.
Extrécto de higado Fetal 50 de ca-

bra en solucién de Hank : ...... 5 ml.
Suero Equino (Llorente) ......... 10 ml.
Vitaminas y amino&cidos esenciales 1 ml.
Medio Eagle .v.iieeeececcccoccons . 1 ml.
Glucosa 30% ..cevecececcnnn cesscan 2,2 ml.
Glutamina 200 MM ....veeeoocconses ' 0,1 ml.

Fase s6lida.
Agar - Sangre

TC 199 (Gibco) ...... teseececesssss 100 ml.
Suero Equino (Llorente) ....cececce.. 10. ml.
Glucosa 30% ..... cecsecasns ceconaas 1 ml.
Bilis de vaca ....cv00c.. tecscecaen 1 mi,
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Vitaminas esenciales:
- Medio Eagle ..eeccecencsonscccncans 0,1 ml.
Medio m&s gl6bulos rojos humanos .. 5%.

MFH 5
TC 199 (GibCO) v.vveceveecccoans cee 60 ml.
Extracto de higado de ratén en Sol.
Hank” @ ... eeeeencens csssscsans .o 10 ml.
Suero Equino (Llorente) ........... 30 ml.
Glucosa 30% & & 0 & 0 0 8 0 0 s O " O 0 S e e e s [ ] B 1ml.
Bilis de vaca .teeceeecceccnnanss .o 1 ml.
MFH 6
_ NCTC 135 (GibcO) .vecvveccenannneas 50 ml.
‘ Suero Bovino Fetal SBF (Gibco) .... 40 ml.
GlucoSa 30% ceieeceeccecncnncnns o 1 ml.
Extracto Levadura 5% (Difco) ...... 1 ml.
Extracto hfgado ratén en Sol. Hank : 10 ml.
Bilis de vaca ...... cessscenns e 1 ml.
MFH 7

NCTC 135 (Gibco) ® ¢ o 2 0 000 0 00 00 000000 1000 ml.
Vitamina Bl . .oo‘o ) 0..0.0.‘... . o; 0,002 gro
Vitamina B2 e e 00 s 0000000 ® 00600 0o 0,0027 gr.
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Acido Nicotinico .....ceceeveevee.s 0,160 gr.
Vitamina B ccceceeescsccecceccesss 0,009 gr.
Biotina ...ccccecccccccccccesecesss 0,001 gr.
Acido AscOrbico ......cveveeeveee.. 0,260 gr.

Pantotenato Ca .....cc0c00cee. .... 0,006 gr.
Colesterol .....ieereecncnccocnnsns 0,260 gr.
Acido Retinoico ....veeeen eeessesass 0,006 gr.
L. Tocoferol ....ccceccveans eeseees 0,001 gr.

AlbGmina bovina ...cccececevesssss 0,05 gr.
GlUCOSA .iveeescocensccasanssansses 1,9 gr,
Gluchgeno .eecececccccceacacncaeesss 1,6 gr.
SE (Llorente) ...cceeessesccesasss 150 ml.
Extracto placenta humana 50% ...... 150 ml.

Bilis bovina .......¢c0.0.. cessesess 10 ml.

Etanol ..ieeeeecencesoconcaoancanas 2 ml. (como agente
solubilizan
te).

El medio NCTC 135 fue modificado de acuerdo con los va-
lores medios de vitaminas existentes en hfgado segfin las Ta-
blas Geygi. Las vitaminas hidrosclubles fueron disueltas en

200 cc. del agua empleada en disolver el medio liofilizado.

Las vitaminas liposolubles y el colesterol se disolvie-
ron en alcohol y el colesterol y L. tocoferol se suspendieron
con las bilis y 10 cc. de medio mediante equipo de ultrasonidos
(MSE-30155) con bafo de hielo picado.

Este medio fue suplementado con glébulos rojos de carne-
ro lavados en solucibén Alsever (Llorente).
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NCTC 135 (Gibco) modificado segfin hemos expuesto an-

teriormente como solubilizante de L. Tocoferol y Acetato de Reti

nol 0,2 ml. de Etanol ....cccccececccns ee. 100 ml.
Glucbgeno (BDH) ...vveeecesnnons 1 gr.
Suero Equino cseeensas cessssss 25 ml.
EPH ..ceeeieencecannnes caeeeenan 5 ml.

Asimismo fue suplementado con gl6bulos rojos de carne-

ro lavados en solucibén Alserver (Llorente) 0,05 ml,/ml.

Medio MFH 8 + Glucosa 1 por mil.

MFH 10

NCTC 135 (Gibco) modificado, segflin
hemos expuesto anteriormente ... 100 ml.

Glchgeno (BDH) ® ® 0 6 0 0 060 9 0098800 o 1 4 6 gr .
SE (Llorente) ...cecececcesesecesss 30 ml.
. EEB (100) (DifCO) ® o ®» 000 06000000000 5 mlo

Suplemento con gl&bulos rojos
(Llorente) .....veveeeceenencees 0,05 ml./ml.



63

MFH 11
NCT (modificado) ........ * ® & & 6 & 0 00 100 ml'
Gluc6geno (BDH) ...eeeeecns cecoses 1 gr.
SE (Llorente) ® @ o & o 0 & 0 ° & 9 ® ® & 5 0 o 0 30 ml ®
EEB X 100 (Difco) a0 0 0 0 00 ® o0 0 00 0 o0 5 mli

Gl6bulos rojos de carnero ........ 0,05 ml./ml.

MFH 12

NCTC 135 (Gibco) modificado ...... 100 ml.
SBF (GibCO) seveeecscscscssconsas 20 ml.
EPH 50 sveveececesssassvesossansnns 10 ml.
Gluc6geno (BDH) .evevecccccacsane . 1 ml.
G1l6bulos rojOS eeceseccsceossseass 0,05 ml./ml.

MFH 13
NCTC 135 .civiveneecncscnosncnns e 100 ml.
SBF ® S 0 0 2 0" 0 PG O 000 SO EL PSR PROONOLE 30 ml. 4 partes .
Glucosa 30% ® ® 0 00 0000000008500 0 0000 1 ml .
SBF ® 0000000 ® 8 0000000000000 0000o0 20 ml ]

EPH I I e S 10 ml.}G partes'
Gl6bulos rojos de carnero (Llorente) 0,05 ml./ml.
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35.1.14,- INCUBACION, CAMBIOS DE MEDIO DE CULTIVO Y OBSERVACION
DE CRECIMIENTO,

En los frascos Carrel, una vez sembradas las fasciolas
en el medio de cultivo, era anotado con l4piz graso el nfimero
del protocolo de la experiencia y metacercarias de fasciola
colocadas, éstas eran de 20 a 40 por cada frasco (estos datos
eran anotados, asimismo, en impresos al efecto). Siendo, se-
guidamente, gaseados con la ayuda de pipeta Pasteur estéril,
con la mezcla antes citada de CO, 10%, O, 5% y N, 85% (SEO.
S.A.) y cerrados los frascos con un tapén a rosca e incubados
en estufa Hermi termoregulada a 38°C sin agitacién.

Los frascos eran observados cada 24 horas en microsco-
Pio invertido NIKON y medidos con micrémetro ocular, previa-
mente calibrado, siempre que la transparencia o movilidad lo
permitiesen. Para lo cual se tomaban, mientras los ejemplares
estaban en reposo, tres medidas: la longitud total y la que
existia entre ventosa bucal y ventosa ventral Yy ventosa ventral-
poro excretor, al objeto de calcular el fndice de relacién

existente entre la longitud ventosa ventral-poro excretor y ven
tosa bucal-ventosa ventral.

El nGmero de fasciolas medidas en cada caso fue de 10
ejemplares tomados al azar calculéndose y anot&ndose en el pro-
tocolo la media de dichos ejemplares.

El cambio de medio se realizaba cada tres dias, para
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lo cual eran tomados los frascos y con sumo cuidado, a fin de
no agitar los gl6bulos rojos que quedaban sedimentados en la
base, eran colocados en el interior de la clmara de flujo la-
minar, donde asimismo, se colocaba una lupa binocular NIKON.
Con la ayuda de ésta y una jeringa de pl&stico estéril Sterli-
ne de 10 cc. se tomaba el medio, guarddndose para una poste-
rior observacibén por si alglin ejemplar, debido a las turbulen
cias, habifa sido arrastrado.

Los ejemplares que, por error, eran arrastrados de los
medios de cultivo, eran fijados en formol al 10% y tefidos con
Carmin Bor&cico para su estudio microscépico, anot&ndose, asi-
mismo, en el protocolo(en alguna ocasibn se empleo la orceina
acética), el nGmero, tamafio y desarrollo.

Reemplazdndose acto seguido con la ayuda de una pipeta

Pasteur la misma cantidad de medio previamente calentado a
38°cC.

Los gl6bulos rojos eran sacados de la nevera a 4°C don-
de se almacenaban, y, una vez lavado con alcohol de 70°C el
tapbn de goma del frasco, era sacada la cantidad necesariaqtras
agitacibn,con jeringa de plistico est&ril Sterline de 1 cc.,
anadiéndose seguidamente al frasco Carrel, gasedndose de nuevo

con la mezcla antes citada, cerrindose el frasco e incub&ndose
de nuevo.
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3,2,.1.- FACTORES QUE AFECTAN LA DESENVAGINACION IN VITRO pE
CISTICERCUS TENUICOLLIS.

3.2,1.1.- PROCEDENCIA,

Los cisticercos eran recogidos en el Matadero Municipal
de Granada,procedentes Ge la cavidad abdominal de ovinos y ca-
prinos, sacrificados para el consumo c&rnico. Recogidos conjun
tamente y/o separadamente, segfin las experiencias, en bolsas
de pldstico. Anotdndose datos de interés, tales como localidad
de procedencia, zonas de pastoreo, presencia de perros en la
zona, edad, sexo, etc. de los hospedadores. Datos que, en su

dia, serén recogidos para posteriores investigaciones epidemio
1l6gicas.

Los cisticercos, una vez almacenados en sus bolsas de
plastico, eran transportados al laboratorio, a la temperatura
ambiente, transcurriendo, desde su obtencién hasta la llegada
al mismo, de media a una hora como m&ximo.

El material, una vez en el laboratorio, era sacado in-
mediatamente y almacenado en cristalizadores mantenidos a 4°C.
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3,2,1.1.- DESINFECCION DE LOS CISTICERCOS.

Los cisticercos, una vez almacenados en nevera a 4°C.,
se mantenian por el espacio de dos horas, tras lo cual eran
sacados de los cristalizadores y tomados, con unas pinzas,
uno a uno. Eran sumergidos y agitados, repetidas veces, en
una solucién (1:5000) de Armil (solucibn concentrada 10 gr.
de cloruro de benzaolconio/100 cc. vehiculo acuoso), en solu
cibn salina estéril (8,3 0/00) durante 45 segundos, tras lo

cual eran depositados en un cristalizador estéril.

Una vez lavados todos los cisticercos con la solucién
anterior, eran, de nuevo, lavados en alcochol de 70° por el mis
mo procedimiento durante dos minutos, siendo transferidos a

un nuevo cristalizador estéril.

Todas estas operaciones, junto con la diseccibn, se rea

lizaban en el interior de la cémara estéril de flujo laminar.

3.2.1.3, DISECCION DE LOS CISTICERCOS,

Una vez los cisticercos lavados en las dos soluciones,
eran tomados y supendidos, con unas pinzas estériles, por la
membrana periquistica. Con la ayuda de unas tijeras estériles,
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era cortada la membrana periquistica, y con unas pinzas curvas,
introducidas por la abertura, era tomada la vesfcula del cisti-
cerco y sacada a través de ella, cortidndose inmediatamente al
objeto de hacer salir el lfgquido que contenfa, siendo separado
el cisticerco e introducido en solucifn de Hank estéril (calen
tada a 38°C) al objeto de lavarlo de los posibles restos de
liquido que arrastrase.

3.2.1.4,- TRATAMIENTO PARA DESENVAGINACIGN.

Los cisticercos eran sometidos a la accibn de diferen-

tes soluciones, seglin la experiencia de que se tratase, indi-
cdndose en cada una de ellas.

3.2,1.5,- DIGESTION PEPSICA.

Los cisticercos, una vez lavados en solucién de Hank
estéril, eran pasados, mediante pipeta Pasteur estéril, a un
frasco Esterline con solucién de Pepsina Merck (1:10.000) al
0,5% en solucién de Hank Y ClH a un pH de 1,7 (también calen-
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tada previamente a 38°C). Una vez los cisticercos en esta so-
lucibén, el frasco era cerrado con un tapbn a rosca e incubado
con agitacibén (agitador Kottérman), durante una hora y 10 mi-
nutos a 38°C y 90 impulsos/minuto.

Cada 30 minutos los frascos eran sacados y agitados brus
camente con la mano.

3,2.1.6.- SOLUCION DESENVAGINANTE,

Transcurridos los 30 minutos la soluci6n aparecfa tur-
bia y los cisticercos libres de cualquier resto de membranas,
siendo nuevamente pasados, mediante pipeta estéril, a solucién
de Hank (previamente calentada a 38°C), donde se mantenian
algunos minutos. Esta operacién se repetfa tres veces al obje-

to de eliminar los posibles restos de &4cido Y pepsina.

Después eran pasados a 15 cc. de la solucibén desenva~
ginante almacenada en frasco Sterline Yy compuesta de:

Bilis vesicular de perro inactivada a 56°C

durante 30 minutos ........... cessesnseanes 0,05 ml.
Tripsina BDH (0,5 Anson/gr.) ceececcsssnsecesss 0,15 gr.
Pancreatina BDH ......... cesecctcccscscase.. 0,3 gr.

en 100 cc. de solucién BSS lavadora, ajustada a los diferentes
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valores de pH con Cl1H 0,1 N y con NaOH 0,1 N y esterilizado
mediante filtracibén a través de filtro 0,45y Sartorius (11
116-25) en soporte de filtracién (16517) mediante presién
positiva.

Los diferentes valores de pH estudiados han sido:

pH 3 pPH 5 PH 6 pH 7,2

Se emplearon también otras disoluciones desenvaginantes
que en cada caso particular se expondré&n.

3.2.1.7.- TEMPERATURA DE ALMACENAJE,

Los cisticercos, una vez llegados al laboratorio, eran

almacenados, durante dos horas, a diferentes temperaturas.

~25°C. En arcon congelador K.AC. 250 Kelvinator. Transcurridas

las dos horas, se dejaba descongelar lentamente a tempe
ratura del laboratorio. En otra experiencia se descon-
~gelaron instantdneamente sumergiéndolos en solucidn sa-
lina 8,3 por mil calentada a 38°C.

—-10°C. Se colocaban en congelador de nevera Corbero FD 400 pre-
viamente calibrada a esta temperatura + 2°C. Asimismo
se descongelaron lenta y rdpidamente por idénticos proce
dimientos a los anteriormente descritos. B
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0°C. Se introducian dentro de un vaso de precipitado entre
hielo en fusién.

4°C. En nevera Corber6 FD 400 A. + 1°C

22°C. En habitacibn termorregulada + 3°C.

40°C. Se colocaban en un matré&z con tapén a rosca Pobel con
solucién salina calentada a esta temperatura e introdu-
ciendo en bano de Maria Selecta a esta temperatura. Se

realizaba asi al objeto de evitar la desecacién.
53°C. Se empleb el mismo sistema descrito anteriormente.

Una vez almacenados los cisticercos a las temperaturas
dichas, en cada caso, se procedié a la digestibn descrita para
la experiencia anterior, ajustando la solucién desenvaginante
a pH 7,2.

En todos los casos, junto con los cisticercos, se intro-
dujo un Termémetro "Din" de mixima y minima, para controlar los
limites extremos de 1la temperatura a la que los cisticercos es-
taban sometidos.
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(e}
3.2,1.8.- TIEMPO DE ALMACENAMIENTO A 4°C,

Los cisticercos fueron almacenados a 4°C en nevera, du-
rante los tiempos siguientes: 2 horas, 1 dfa, 7 dias, y un 11~
mite maximo de 15 dias.

5:2,1.9,- TensI16N DE 0, DISUELTO EN LA SOLUCION DESENVAGINANTE.

6'l PPM.- Los cisticercos, tras la digestién pépsica y lavados en
solucibén Hank, fueron colocados en solucién desenvagi-
nante a pH 7,2, calentada a 38°C, en la que se hizo bur
bujear aire estéril mediante una pipeta Pasteur estéril.
El aire procedfa de una bomba Siroco, haciéndole burbu-
jear en agua tridestilada estéril y de aqul ya se pasaba

a través del algodén graso que cerraba la pipeta Pasteur.

Se hizo burbujear aire por espacio de 20 minutos,
tomdndose una muestra de 1la solucibén (17 ml.), midiéndose
en un oximetro YSI (modelo 57) dando un valor de 6,1 par
tes por millén (P.P.M.).

3 PPM.- Se prepar6 para ello un frasco de boca ancha y cierre
hermético en cuyo interior se habia colocado un frasco
Pequeno abierto de 13 ml. En este Gltimo, se colocaba la
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solucibn desenvaginante pH 7,2 y en el frasco exterior
25ml de Solucibn de Pirogalato sédico. La solucién desen
vaginante se coloc6 junto a la de Pirogalato s6dico por
espacio de una hora antes de colocar los cisticercos
para la desenvaginacién. Una experiencia en blanco ante-
rior nos mostré en el Oximetro una concentracién de O,
de 3 PPM. A pesar de este dato, en el momento de intro-
ducir los cisticercos tomamos una muestra del lfquido
dandonos una tensién de 0O, de 2,9-3 PPM.

0,2 PPM.~ Dejamos la soluci6én desenvaginante junto a la de Pi-
rogalato durante 24 horas a 38°C y agitacién constante
de 90 impulsos por minuto en un agitador Kotterman. La
tensi6n de 0,, al cabo de este tiempo era de 0,2PPM.

3.2,1.10,- PRUEBAS DE DESENVAGINACION CON DIFERENTES SOLUCIO-
NES TRAS EL TRATAMIENTO PEPSICO PREVIO,

Tras el tratamiento pépsico y posteriores lavados en so-

lucibn de Hank, los cisticercos se pasaron a diferentes solucio
nes:

Solucidn A)

Solucibén de Hank.
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Solucién B)
Pancreatina (BDH)
Soluci6én Hank.

Solucién C)

Tripsina (BDH 0,5 Anson/gr.)

Solucibn BSS (Lavadora)
Soluciébn D)
Bilis canina inactivada

Solucidébn Hank

Solucién E)

Tripsina (BDH 0,5 Anson/gr.)

Pancreatina (BDH)
Solucidén BSS(Lavadora)

Solucién F)
Pancreatina (BDH)
Bilis canina inactivada
Solucibn BSS (Lavadora)

Solucibén G)
Tripsina (BDH,
Bilis canina inactivada
Solucibén BSS (Lavadora)

Solucibén H)

® ® 6 08 00 06000000000

e e e 0 0 00 0

® ¢ 5 000000000000

LI I I I I Y Y

® e 0 0 0 200000008 o0

0,5 Anson/gr.) ...

® ® 6o 0 0 a0 o

Tripsina (BDH, 0,5 Anson/gr.) ...

Pancreatina (BDH)
Bilis canina inactivada
Solucién BSS(Lavadora)

® & 90 00000000000

® e e s 00000

0,3 gr.
100 ml.

0,15 gr.
100 ml.

0,05 ml.
100 ml.

0,15 gr.
0,3 gr.
100 ml.

0,3 gr.
0,05 ml.
100 ml.

0,15 gr.
0,05 ml.
100 ml.

0,15 gr.
0,3 gr.
0,05 ml.
100 ml.
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3.2.1,11.,- PRUEBAS DE DESENVAGINACION CON DIFERENTES SOLUCIO-
NES SIN TRATAMIENTO PEPSICO PREVIO.

Los cisticercos una vez lavados tras la diseccién, fue-
ron introducidos en diferentes soluciones, ajustadas todas a
pPH 7,2.

Las soluciones empleadas, fueron las mismas de la expe-
riencia anterior.

3.2,1,12,- NUMERO DE CISTICERCOS EMPLEADOS EN CADA EXPERIENCIA.,

Para cada experiencia de las aqui planteadas se parti6
de un nGmero minimo de doce cisticercos.

Se tom6 este nmero por ser el m&ximo que normalmente
enviaban al laboratorio y evitar asf su almacenamiento de unos

dias para otros, con diferentes tiempos de almacenamiento.

Asimismo, se colocaron de tres a cuatro cisticercos por

frasco durante el tratamiento con la solucién desenvaginante.

Cada experiencia se repiti6 tres veces.
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Todas las soluciones empleadas fueron esterilizadas por
filtracibn a través de filtros Sartorius de 0,45yu. .
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3,2.2,1.- PROCEDENCIA.

Los cisticercos eran recogidos en el Matadero Municipal
de Granada, procedente de la cavidad peritoneal de caprinos y
ovinos sacrificados para el consumo c&rnico.

Recogidos conjunta y separadamente, segln las experien-
cias, en bolsas de plistico, anotdndose el sexo y especie de
que procedian.

Los cisticercos eran transportados al laboratorio, a la
temperatura ambiente, transcurriendo, desde su obtencién hasta

la llegada al mismo, de media a una hora como m&ximo.

El material parasitario, una vez en el laboratorio, era
sacado de las bolsas de pl&stico y almacenado en cristalizadores

a 4°C, durante un tiempo variable, siendo de dos horas el mini-
mo de almacenaje.

3|2..2|20— DESINFECCIONI

Los cisticercos, una vez almacenados en nevera, se pro-
cedia a su desinfeccién, para lo cual eran tomados con pinzas
estériles y sumergidos, uno a uno, en una solucién de Armil
1:5000 (solucibébn concentrada = 10 gr. de cloruro de Benzalco-

nio/100 cc. excipiente acuoso) diluida en solucién salina 8,3%
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durante 45 segundos.

Una vez lavados en la anterior solucibén, los cisticercos,
siempre dentro de la cdmara estéril del flujo laminar, eran
colocados en cristalizador estéril, tras lo cual se procedfa
al sequndo lavado en alcohol de 70°, para lo cual eran sumer-
gido en el mismo durante dos minutos, tomados con pinzas esté-

riles y colocados en nuevo cristalizador estéril.

3.2.2.3,- DISECCION.

Los cisticercos, una vez lavados en las dos soluciones,
eran tomados y suspendidos, con pinzas estériles, por la mem-
brana periquistica, procediéndose, mediante tijeras estériles,
a cortarla por la parte superior, e introduciendo por la aber-
tura creada unas pinzas curvas estériles se sacaba la vesfcula
del cisticerco. Esta era suspendida Yy cortada de nuevo, con ti
jeras estériles, al objeto de vaciarla del liguido que contiene
Separando, posteriormente, las membranas del cisticerco propia-
mente dicho. Coloc&ndose éste en un frasco Sterline de 30 cc.
con solucién de Hank estéril a pH 7,2 Y, previamente, calentada
a 38,9°C, al objeto de lavarlo de los posibles restos de liqui-
do del cisticerco que pudiera arrastrar.



i
Foto n°2.- Corte de la membrana periquistica del

cisticerco.



Foto n°3. Extrac016n del 01st1cerco, contenldo en
1la membrana perlquistlca.

w R T
P

Foto n°4. Cisticérgo_cgp‘ngIcu;aagis;§dg.
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Foto n°6. Separacién de las membfanasrde la vesicula del cis

ticerco.
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3,2.2.4,- TRATAMIENTO,

a.) Digestibén pépsica.

Hemos probado, en nuestras experiencias, diferentes con-
centraciones de pepsina Merck (1:10.000), 0,1%; 1%; y 0,5%, di-
suelta en solucién de Hank y ajustada a pH 1,5 - 1,7 - 1,9,
con tiempos de tratamiento que variaban de 30 minutos a una ho
ra 10 minutos.

Tras el lavado en solucidén de Hank, los cisticercos eran
transferidos, mediante pipeta Pasteur estéril, a la solucibn
de Pepsina, previamente calentada a 38,9°C, en el interior de un
frasco Steriline y colocado éste, el tiempo que durase la pro-
gramacién de la experiencia, en el interior de una estufa Hermi,
con un agitador horizontal Kottermann, a 90 impulsos por minu-
to y termorregulada a 38,9°C.

Ccada 30 minutos era agitado el frasco activamente con

la mano, al objeto de disolver los restos de membrana ya dige-
ridos.

En algunas experiencias se ha realizado la digestién pép
sica tras el tratamiento del cisticerco y sus membranas en bati
dora comercial Turmix, durante 20 segundos. Realiz&ndose &sta en
la propia solucién pépsica.
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b.) Lavado.

. Transcurrido el tiempo de la digestibn, los cisticercos
eran tomados con pipeta y transferidos a soluci6n de Hank es-
téril, a pH 7,2, calentada a 38,9°C, donde se les mantenia por
espacio de alglin tiempo al objeto de arrastrar el exceso de

pepsina y &cido. Esta operacidn se repetia tres veces.

c.) Desenvaginacibn.

Aunque anteriormente se han descrito con clierta exten-
sién las experiencias llevadas a cabo para la desenvaginacidﬁ
in vitro de cisticercos de T. hydatigena,aquellas experien-
cias estaban encaminadas a determinar, dentro de lo posible,
las circunstancias y condiciones extrinsecas que facilitaré&n
el proceso de desenvaginacifn.

En el presente apartado, describimos las técnicas de
desenvaginacifn que hemos seguido para obtener cisticercos via-
bles para su cultivo 4n v{tno . Algunas de las soluciones aquf
empleadas fueron ya expuestas antes; pero, otras, han sido ex-

clusivamente empleadas para el posterior cultivo in vithro.

Una vez lavados los cisticercos, éstos eran transferidos

a la solucién desenvaginante. Hemos probado diferentes solucio-
nes;

1.)
Solucién de Tripsina (BDH) (0,5 Anson/gr.) 0,15% P/V
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Pancreatina (BDH) ....coveeees 0,3% P/V
Taurocolato s6dico (BDH) ..... 0,01% P/V

Disuelto todo en solucién BSS lavadora, ajustada a pH

7,2 y ultrafiltrada.

b.)
Solucibén BSS Lavadora.
Tripsina
Pancreatina.

Disueltas en concentraciones similares a la anterior so-
lucién, Gnicamente que, en lugar de Taurocolato s6dico, se em-
ple6 bilis canina, previamente inactivada a 56°C 30 minutos
0,05% V/V. Todo ello, esterilizado, por filtracibén a través
de filtro Sartorius 0,45u y ajustado a pH 7,2.

c,)

Solucién desenvaginante compuesta de:

Tripsina (BDH) (0,5 Anson/gr.). 0,15% P/V
Pancreatina (BDH) .....cccecen . 0,3% P/V
Taurocolato sédico (BDH) ...... 0,01% P/V

Disueltos en solucién BSS Lavadora, esteirlizado por fil
tracién y ajustado a pH 7,2 - 30 ml. mds 10 ml. de medio de cul
tivo NCTC 135 (Gibco) modificado, como mis tarde describimos,
también ajustado a pH 7,2 y esterilizado por filtracibn.

d.)
Jugo duodenal de perro, suministrado por el Departa-=
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mento de Fisiologfia Animal, inactivado a 56°C durante
30 minutos y ultrafiltrado a través de filtro Sarto-
rius 0,45u. E1l pH del mismo fue de 4,65.

Estas soluciones eran almacenadas, ya estériles, en fras
cos Steriline (30 ml.) Yy calentadas, antes de colocar en ellas

a los cisticercos, a 38,9°C.

Una vez los cisticercos en la solucién desenvaginante,
eran mantenidos en ella por espacio de 18 a 20 horas, en estufa
Hermi, termorregulada a 38,9°C, con agitinacién constante (60

impulsos/minuto) mediante un agitador horizontal Kottermann.

Al cabo de este tiempo, los cisticercos, ya desenvagina-
dos, eran transferidos, mediante pipeteo estéril, a un nuevo
frasco que mis tarde detallaremos.

3,2.2.5.- SEPARACION DE LAS "MASAS"” DE LOS CISTICERCOS,

En las repetidas experiencias que hemos realizado, en
un p:incipio colocibamos los cestodes desenvaginados directa-
mente en los frascos gue servian de cultivo, observando una
migracién de los escolex en la fase s6lida que permitia la ro-

tura y eliminacién de la parte posterior del cuello del cisti-
cerco ("masa").
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Esto nos indujo a pensar en la posibilidad de emplear

este dispositivo como fase previa al cultivo.
Hemos probado a este fin diferentes fases s6lidas:

Huevo total; clara de huevo;j suero equino; suero bovi-
no; agar suero; Suero equino EEB (1:1), todos ellos, menos los

que llevan agar, coagulados por el calor.

como fase liguido hemos empleado: medios de cultivo que
mais tarde describiremos; soluciones desenvaginantes, que antes
hemos citado; y mezcla 1:1 de solucibn desenvaginante b.) mas

medio de cultivo.

como fase gaseosa hemos empleado: mezcla de gases (SEO)
Co, 10%; N, 84,8%; O 5,20%; y CO, 10,20% y N2 89,80%.

cuando los escolex estaban libres del resto de la "masa"
del cisticerco, eran tomados los escolex, generalmente en la
fase s6lida, con pipetas Pasteur estéril y transferidos a los
medios de cultivo.

-%,2,2.6.- T1PO DE FRASCOS.

Los frascos empleados para los medios de rotura Yy cultivo
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han sido de vidrio: Sorvivel n° 30-25 y 18, y de pldstico; Fal-
con de 25 cm? de superficie. En dos casos se empleS equipo de
filtracibén Milipore XXII-0,47 00 modificado al efecto, como

mas tarde describiremos.

A estos frascos se les anadfa 5 ml. de la fase a solifi-

ficar que se coagulaba por el calor seco.

3.2.2.7.- PREPARACION Y COMPOSICION DE LAS FASES SOLIDAS.

a.) Clara de huevo: Huevos de gallina procedentes de estableci-

mientos comerciales, eran pincelados tres veces, dentro de la
c4dmara estéril, con tintura de Iodo, esperando de pincelacibn
a pincelacién que la tintura se secase sobre la superficie.
Cuando la dltima pincelacién estaba seca, se procedia a la ro-
tura de la cascara a través de la cémara de aire, con tijeras
de punta fina, estériles. Una vez cascada, era retirada, con
pinzas estériles, la porcibn de cdscara que bordea la cémara
de aire; procediéndose a abrir, con pinzas estériles, la mem-
\brana, e introducir, por ella, una pipeta Pasteur estéril, con
la que se tomaba la clara, transfiriéndose ésta a un Elermeyer
estéril con tapén a rosca y bolas de vidrio estériles, con las
que se batfa. Una vez batida, se tomaban 5 ml. que se introdu-

cfan en los frascos para su coagulacién a 80°C, en horno Pasteur
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marca Tarma K. Este procedimiento es seguido por D.W. KANANGA-
RA y J.D. SMYTH (1974) (58).

b.) Clara de huevo mds extracto de embrién de pollo: Este Glti-

mo producto fue adquirido en la casa (Difco), siguiéndose para
su preparacién los consejos dados por la casa. Se mezclé con
la clara en la proporcién 1:1, fué coagulado a 80°C durante 90

minutos.

c.) Clara de huevo mids sangre: Sangre de perro, procedente de

la casa Gibco, fue mezclada en proporcién 1:1 con la clara de

huevo, coaguldndose a 80°C durante 90 minutos.

d.) Clara de huevo mis suero equino: El suero equino procedia

de la casa Llorente. Se procedi6 igual que en el apartado an-
terior.

e.) Clara de huevo més EEP mis Testosterona: Para la prepara-

cién de la testosterona se siguil el método de M.M. A. RAYNAND
y C. PICAN (1973) (82), consistente en disolver 100 mg. de tes-
tosterona (Sigma) en 2 ml. de etanol; 0,1 ml. de esta solucibn
se disolvié en 5 ml. de la mezcla clara de huevo- EEP, mientras
coagulaba y su estado era ain pastoso ., precipitando la testos
terona en microcristales, termindndose la coagulacibén como en

el resto de las anteriores fases s6lidas.
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f.) Huevo total: El procedimiento fue el mismo que en Clara de

huevo, salvo que en el momento en que la camara de aire estaba
abierﬁa, se introducia una pipeta de 10 cc. de punta ancha, con
la que se mezclaba todo el contenido del huevo, paséndose a
Elermeyer con bolas de vidrio, para homogenizar y posteriormen-

te coagular en los frascos de cultivo.

g.) Suero equino: Fue adquirido en Llorente, en frascos de 100cc.

antes de su colocacibén en los frascos para la coagulacién, fue
filtrado a través de 0,45u en filtros y soportes de filtracibn

Sartorius mediante presién positiva.

Fue coagulado a 75 - 80°C en horno Pasteur (Tarma K),

tarddndose para ello de 60 - 90 minutos.

h.) Suero equino mis extracto de embrién bovino: El suero equi-

no procedfa de la casa Llorente. Era inactivado a 56°C durante
30 minutos y esterilizado por filtracibn.

El extracto de embrién bovino era adquirido en la casa
Difco, y se siguib el procedimiento que recomienda la casa pa-

ra su preparacidn.

El extracto de embrién y el suero equino fueron mezcla-
dos en la proporcién 1:1 y, distribuidos en los frascos y coa-
gulados a 75 - 80°C, durante 60 a 90 minutos.
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i.) Suero bovino: El suero bovino empleado en algunas de nues-

tras experiencias fue adquirido en la casa oxoid, liofilizado,
rehidrat&ndose segfin recomienda la casa y, posteriormente,

ultrafiltrado. Fue coagulado en los frascos a 75 - 80°C, duran
te 60 - 90 minutos, previamente distribuidos en ellos los 5 ml.

del suero.

En otras ocasiones hemos empleado suero bovino proceden
te del Matadero Municipal de Granada. Este era ultrafiltrado
comprobdndose, sobre nuestros propios cultivos de cé&lulas, Hela,
su efectividad. Siendo posteriormente distribuido y coagulado

segln indic&bamos anteriormente.

J.) Suero bovino m4s lisado de hematies: Sangre de conejo obte-

nida asépticamente por canulacién de la vena marginal de la ore
ja, fue recogida en un frasco Vacutanner BD Francia tipo Q, con
EDTA di Sodico y centrifugada a 1.500 r.p.m., durante 10 minu-
tos. Deshechado el plasma, se recogieron 1los gl6bulos rojos
tras lavado con solucién Alsever Y centrifugado de los mismos

a 1.500 r.p.m., 10 minutos en solucién de Hank; procediéndose

a la congelacién del bot6n formado a -20°C, durante 24 horas,
tras lo cual eran sacados del congelador y dejados a tempera-

tura ambiente, con lo que se favorecfa la lisis de 1lo0s mismoOS.

Una vez lisados, eran diluidos 1:2 V/V en suero bovino
y filtrados a través de filtro Sartorius 0,45y, tras lo que era
distribuido y coagulado a 70 - 80°C de 60 - 90 minutos.
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k.) Suero de rata: Procedente de la casa Gibco, fue distribuido

en los frascos y coagulado a 70 - 80°C, durante unos 70 minutos.

1.) Agar mis suero: Se fundié agar duro y, cuando estaba a unos

45°C, se les afadia 1 ml. de suero equino inactivado y estéril
por cada 10 ml. de agar. Se agitaba fuertemente y se distribuia
en frascos a raz6n de 5 ml. en cada uno, dej&ndose verticales

hasta solidificar.

En alguna ocasifn se prepar6 a la concentracién 1:1.

m.) Agar mis sangre: Se fundia agar duro y cuando estaba a unos

45°C, se les anadfa 1 ml. de sangre de cordero estéril por ca-
da 10 ml. de agar, se agitaba fuertmente y se distribuia en
frascos a razén de 5 ml. en cada uno, dejéndose solidificar
verticalmente.

n.) Se prepard una base sblida coagulada compuesta de:

Suero eqUiNnO ...ceccocccsces ceeee 5 ml.
Sangre de pPerro ........ ceenssane 0,1 ml,
Solucién de desenvaginante a.) .. 1 ml.

Todo ello coagulado por calor seco a 80°C, 60 - 90 minu-
tos.

o.) Fase s6lida sobre prefiltro.y filtro Sartorius S M 13400 y
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S M 11106-0,45, respectivamente.

Sobre equipo de filtracién Milipore XXII-04700 se monta-
ron, una vez estériles, los filtros antes citados, colocdndose
sobre el prefiltro.

Extracto de embrién de pollo (Gibco) ..eeveene 1 ml.,
como medio rehidratante se ha colocado 0,1 ml. de Secratina

(Calbiochem) grado A diluida en solucibén de Hank.

Pancreocimina (Calbiochem 10 UI/ml.), diluida en solucibn
de Hank, 0,1 ml.
Prolina (Sigma) (0,1 g./ml.), diluida en solucién de
Hank, 0,1 ml.
Conjunto de amino&cidos-vitaminas, 0,1 ml.; compuesto
de aminodcidos esenciales del medio Earle lml. y vitaminas esen
ciales Medio Earle (Difco), 1 ml.
Plasma de pollo (Gibco), 1 ml., en el que, como rehidra-
tante, se colocé:
0,1 ml. de lisado de gl6bulos rojos, tal como se
describe anteriormente, en solucidén de Hank.
0,1 ml. de Emulsibén "JD-GRL" y
0,1 ml. de Histamina (Lefa) al 10%.

El conjunto del EEP y plasma de pollo sobre el filtro,
se embebfa en el filtro incubdndose tres horas a 38°C al objeto

de formar, en el interior de las fibras de celulosa, el coagulo.

Una vez incubado, se recubria de una capa compuesta de

suero bovino coagulado, que contenfa 10.000 UI/ml. de Heparina
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(BDH) coagulado a 70°C, durante 45 minutos, y agitado, con es-
pétula, activamenté hasta adquirir consistencia mucosa.

3.2.2.8,- PREPARACION DE LAS FASES SOLIDAS ANTES DE LA SIEMBRA.

Una vez codgulas las fases sflidas, siempre dentro de la
cé&mara de flujo laminar, era agujereada la superficie con una
pipeta capilar al objeto de permitir o facilitar la sujecibn
y penetracibén de los escolex.

3.2.2.9,- EXTRACTOS Y FLUIDOS EMPLEADOS COMO SUPLEMENTO DE LOS
MEDIOS DE CULTIVO., -

a.) Extracto hepético.

Se siguib, para su preparacibn, la técnica descrita en el
apartado de Material y Métodos para Fasciola hepdtica.

b.) Extracto de placenta humana 50

Se siguié, para su preparacién, la técnica descrita en
Material y Métodos para Fasciofa hepdtica.
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c.) Jugo duodenal con emulsién de grasa l&ctea (JD-GL).

Las siglas corresponden a una mezcla de jugo duodenal

de perro-grasa lactea emulsionada.

5 ml. de jugo duodenal canino fueron diluidos en 25 ml.
de solucién de Hank, en la que iban disueltos 12,5 mg./l. de
Twen 80; anadiéndose al conjunto 0,1 gr. de grasa l&ctea fun-
dia; el conjunto se sometidé a sonificacién, bajo equipo de
ultrasonidos MSE, durante 5 minutos. Bajo el conjunto se colo-

c6 hielo picado al objeto de evitar sobrecalentamientos.

Los extractos empleados eran almacenados, una vez dilui-

‘dos, en frascos estériles a -20°C.

Todos los fluidos biolégicos empleados fueron inactiva-
dos a 56°C, 30 minutos, y almacenados, como los sueros, segln
se describe en el Material y Mé&todos para Fasciofa hepdtica.

32.2.1Q- MEDIOS DE CULTIVO.

Los medios empleados fueron, en todo momento, medios par
ciamentevdefinidos o meridicos. Se siguieron siehpre como pa-
trén los medios empleados por J.D. SMYTH, para el cultivo de
E. granufossus (1974) (119)por ser T. hydatigena y E. granulo-
s4us pardsitos que tienen el mismo medio ecol6gico en su fase
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adulta.

Los médios devcultivo se cambiaban cadaitreS"dias.

3,2.2.10.- Mepios DE cuLTivo (MTH),

MTH- 10
I’) TC 199 .'o.oonUvoo.oo_.c-oooolouq 100mltv
Glucosa 10% .ll...»-occa...;,!.,v 2'ml.
Extracto Levadura 2% (difco) ... 5 ml.
Suero Equipo (Llorent€) ........ 10 ml.
SBF (GibCO) .tieveeesceccccsnscnse 1 ml,
MTH - 2
A TC 199 2uveueeerenrucsncneenenes 60 ml.
1, ' Extracto hepdtico ...cveeeeencnn 10 ml.
: Suero Equino (Llorente) ........ 30 ml.
Bilis canina ...cceceeoccccccane 1 ml,

Medio modificado de Evans (1970) (32).

MTH - 3

NCTC 135 ....cceeenn cecsovnns oo 100 ml.
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SBF  eeveecrncnnansacncnns e 20 ml.
Glucosa 30% e 6 s a0 e 0 o o0 v s e 000 e 2’2 ml.
‘Extracto Levadura 5% (Difco) ... 12,5 ml.
ClK 2% ® 8 ®» ® ® s ¢ & 0 ° & 0o 0 '.......". 0’5 ml.
Penicilina ...ceccescscccosoane 100 UI/ml.
Streptomicina ........00. ceeenss 100 mg/ml.
MTH - 4
NCTC 135 veveceoceceees Ceeeesaes 100 ml.
SBF I........‘Q'..'l....'. ..... . 25 ml'
Extracto Levadura 5% (Difco) ... 12,5%
ClK 2% ...;..,';......‘...7.‘..."‘. sml.
GlUCOSA 30% evevecccaccnossnnosns 22 ml.
MTH - 5
NCTC 135 ceeceeoscocsacnns ceesena 100 ml.
SBF ----- ® @ ® 2 9 9 6 5 6 0 0 8 % 6 ° o0 9 e e o0 10 mlo

Ligquido de cisticerco procedente de

=3 ‘ quistes de oveja ..cicecscccccnn 10 ml.
' CLK 2% tueevnevcnaccasocccasanans 0,5 ml.
Extracto Levadura 5% (Difco) ... 12,5 ml.
Glucosa 30% ...ceveccscccccasans 2,2 ml.

El 1fquido del cisticerco fue inactivado a 56°C, duran
te 30 minutos.
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MTH - 6
NCTC 135 vvuvvenecceoconennnns 100 ml.
SBF ‘.........""...‘I."..l. 10ml'
Extracto de Placenta Humana 50 10 ml.
ClK 2% OI.......‘QDI..'.O..--.' 0,5 ml.
Extracto Levadura 5% (Difco) . 12,5 ml.
Glucosa 30% .eceeccccrcccocsns 2,2 ml,
MTH - 7
MTH - 4 .,....;.,....;........ 57 ml.,
Solucién desenvaginante a.) .. 43 ml,
MTH - 8
TC 858 (Difco) ......... ceeean 100 ml.
SBF (G1ibCO) civevncencnooass . 25 ml,
ClK 2% ...eeeeecss cessvenseans 0,5 ml.
Extracto Levadura 5% (Difco) . 12,5 ml.
Glucosa 30% .cevecceonnns ceeee 2,2 ml.

En este medio el Extracto de Levadura, el Cloruro poté-
sico y la Glucosa se disolvieron en solucién BSS de Hank, y no

como en los anteriores medios en agua tridestilada.
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MTH - 9
CMRL 1066 (Difco) ........ ceee 100 ml.
SBF (Gibco) .....cceecen ceeenn 25 ml.
ClK 2% ..ccevencenns ceceenne ceees 0,5 ml.
Extracto LevaduralS% (Difco) .. 12,5 ml.
Glucosa 30% ..ceveeoene ceeecsann 2,2 ml.
Jugo Duodenal de perro ........ 25 ml.

El Jugo Duodenal fue inactivado a 56°C, 30 minutos
y ultrafiltrado a través de filtro Sartorius 0,45u.

MTH - 10
NCTC 135 (GibCO) evvvevncnnnnn . 100 ml.
SBF (GiDCO) ceveecacocsscnnsnses 25 ml.
Extracto Levadura 5% (Difco) .. 12,5 ml.
ClK 2% ® ® © % ® % 0 O ¢ & 0 6 S @ s e s s a0 e 0'5 ml.
o Glucosa 30% .eeeecccsccnsnccssns 2,2 ml.
R JD MES GL/HANK veveevennenaennn 12,5 ml.
MTH - 11
CMRL 1066 (GibCO) .cveeeeeeoens 100 ml.
SBEF (GibCO) .ciceeeececccnosncnsns 25 ml.
Extracto Levadura (Oxoid) 5% .. 12,5 ml.
ClK 2% vvvecceconns cececseneses 0,5 ml.
Glucosa 30% ..ecececcens cecen o 2,2 ml.

En los restantes medios que se describen el Extracto de

Levadura,en todo momento, fue de la casa Oxoid.
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MTH - 12

Igual al MTH - 4, con la Gnica variante de emplear ex-

tracto de Levadura "Oxoid".

MTH - 13
TC 199 (GibCO) .t.vvvernenenss 100 ml.
SBF ® & & & 0 & ¢ 5 ¢ 0 6 v L O S S O 0 e »o * o 9 0 25 ml.
Extracto Levadura 5% (Oxoid) . 12,5 ml.
Glucosa 30% .............;.,.. 2,2 ml.

ClK 2% ...iveveevnniineennnense 0,5 mls
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4,1.,- EXPERIENCIAS DE CULTIVO IN VITRO pg FASCIOLA HEPATICA.

Hemos decidido incluir también experiencias con poco
o ninglin éxito, al objeto de mostrar el camino de tanteos pro
gresivos, a que este tipo de investigacién obliga; aunque en
las publicaciones, otros autores, habitualmente s&lo consig-
nan las experiencias con mejores resultados. Creemos que ello
puede ayudar a otros investigadores dispens&ndolos de hacer ex-
periencias supérfluas.

Primera Experiencia.

Las metacercarias libres fueron obtenidas siguiendo el

procedimiento de digestibén de las metacercarias enquistadas.

Se realizaron tres réplicas a veinte ejemplares en
cada una de ellas, con un tamano medio de 175y

El medio de cultivo fue NCTC 135 (Gibco), sin ningfin ti

po de suplemento,ajustado a pH 7,2 y gaseado con mezcla gaseosa:
COz 10%, N, 85% Y O, 5%.

Se obtuvo una supervivencia m&xima de 4 dias, al cabo

de los cuales los individuos aparecian flotando e inactivos.

Segunda Experiencia.

Las metacercarias libres se obtuvieron asimismo por
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digestién. Igualmente, como en el resto de las experiencias,
se realizaron tres réplicas, en este caso de 25 ejemplares ca

da una.

El medio de cultivo fue TC 199 (Gibco) gaseado con la
mezcla: CO, 10%, N, 85% y O, 5%.

El tamaho medio inicial fue de 170u, con una supervi-

vencia m&dxima de tres dias.

Tercera Experiencia.

El medio de cultivo empleado fue NCTC 135 con un 30%
de SBF inactivado (Gibco), gaseado con mezcla CO2 10%, N, 85%
Yy Oz 5%. El tamafio medio inicial fue de 170u y la superviven-
cia de 8 dias.

Cuarta Experiencia.

Las metacercarias libres, obtenidas por digestibn, te-
nian un tamafio medio de 175u.

El medio de cultivo empleado fue TC 199 (Gibco) m&s
un 30% de SBF inactivado (Gibco) gaseado con mezcla CO, 10%,

N, B85% Yy O, 5%.

Se logré una supervivencia de 7 dias.
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Quinta Experiencia.

Medio de cultivo MFH - 1, gaseado con la mezcla ante-
riormente sefialada de CO2, N, y O,. El tamafio inicial de los
vermes, obtenidos por digestién, fue de 170u. Se colocaron 20
individuos por réplica. Se emplearon diferentes bases sélidas,

con los resultados que se indican.

a-Agar-Plasma al 5%: supervivencia de 4 dias.

b-Agar-Panmede al 2%: supervivencia de 5 dias.

c-Agar-Higado de buey al 2% mas un 5% de sandgre humana:
la supervivencia fue de 8 dias. Al segunda dia, apa-
rece fase s6lida en el intestino de las adolescarias.

Sexta Experiencia.

Medio de cultivo MFH - 1. Fase sélida de Agar-Sangre
al 20%. Las metacercarias libres con 175u de media fueron obte
nidas por digestién. Se logr6 una supervivencia de 8 dias, en-
contrdndose a partir del tercer dfa fase s6lida en el interior
del intestino. Las adolescarias alcanzaron al fin de la expe-
riencia un tamafio medio de 220yu.

Séptima Experiencia.

Medio de cultivo MFH - 2. Fase s6lida Agar-Sangre
humana 5%. Las metacercarias libres, con una medida en las tres
réplicas de 180u, fueron obtenidas por el procedlmlento modifi-
cado de Dixon, antes mencionado.
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Sobrevivieron durante 13 dias, llegando a un tamafo
medio de 210u. A partir del décimo dia el medio aparecia tur
bio contaminado por bacterias. En este medio se emplearon
glbébulos rojos humanos lavados en solucifn Alsever. La conta-

minacién procedfa de estos gl6bulos rojos.

Octava Experiencia.

Medio de cultivo MFH - 2. La fase s6lida fue la em-
pleada en la Experiencia Séptima. Las metacercarias libres de
180y de media, se obtuvieron por el procedimiento modificado
de Dixon.

Al tercer dfa aparecif una contaminacién, detectada
en la sangre, por las levaduras, comprobada en medio Sabou-
reaud. Se agregaron 100 UI/ml. de Micsotatin. Al cuarto dia

murieron, encontrindose con desflecamiento de la cutfcula y
deformadas.

Novena Experiencia.

Medio de cultivo MFH - 3. Fase s6lida Agar-Sangre al
20%. Las metacercarias libres de 175y iniciales (30 por frasco

en cada réplica), se obtuvieron por el procedimiento modifica-
do de Dixon.

Al cuarto dfa aparecieron precipitaciones mucosas en
los tres frascos, por 1lo que répidamente cambiamos el medio.
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Al séptimo dia sacrificamos los cultivos, apareciendo
las adolescarias bien formadas, con un tamano medio de 250u y

la mayoria dentro de la fase s6lida.

Décima Experiencia.

Medio de cultivo MFH - 3, Fase s6lida Agar-Sangre al
20%. Las metacercarias libres, obtenidas por el procedimiento
modificado de Dixon, tenifian un tamafio medio de 175u. Los me-
dios se renovaron cada dos dias, logrdndose una supervivencia

de 8 dias con un tamafio medio de 250u.

Undecima Experiencia.

Medio de cultivo MFH ~ 3 y suero equino en igual pro-
porcibén. Fase s6lida de Agar-Sangre al 20%. Las metacercarias
libres de 160u se obtuvieron por el procedimiento modificado
de Dixon. Los medios se cambiaban en las tres réplicas cada
dos dias logré4ndose un mantenimiento de 10 dias Y un tamafio me
dio de 260u.

i

Duodécima Experiencia.

Medio de cultivo MFH - 4, con glébulos rojos humanos
lavados en solucidn Alsever.

Se parti6 de 70 metacercarias liberadas, distribuidas
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en tres frascos, obtenidas por procedimiento de Dixon modifica-
do y de un tamafo medio de 170p. E1 medio, como era costumbre,
se cambiaba cada 3 dias.

Se obtuvo una supervivencia de 13 dias con un tamano
medio de 260y.

El dia 12°, se observé contaminacién bacteriana con-
firmada por siembra en agar nutritivo, comprob&indose posterior-
mente que provenia de los gl6bulos rojos. Se lavé con Penicili-
na G.S6dica-100.000 U.I./litro Yy Sulfato de Estreptomicina
100 mg./litro a pesar de lo cual las adolescarias murieron.

Décimo tercera Experiencia.

Medio de cultivo MFH - 5. Se realizaron dos series de
experiencias con tres frascos cada uno Y un total de 75 meta-
cercarias libres con un tamafio medio de 175u.

En el primer lote agregamos 0,05 cc. por frasco Carrel
de gl6bulos rojos de carnero lavados en solucién Alsever, pro-
cedente de la casa Llorente.

En el segundo lote no se agreg8 nada.

En el primer lote la supervivencia fué de 4 dias. Al
segundo dia comenzaron a observarse precipitaciones floculosas
en el fondo del frasco.
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En el segundo lote sobrevivieron tan sélo un dia,

apareciendo el mismo tipo de precipitaciones.

Décimo cuarta Experiencia.

El medio de cultivo empleado fue:

Suero equino (Llorente) inactivado.
Gl6bulos rojos de carnero lavados en solucidén Alse-
ver (Llorente) (0,05 ml./ml.).

Las metacercarias libres con un tamano medio de 170y,
se obtuvieron por la técnica de Dixon modificada. Se logré
una supervivencia de 103 dias.

Al cuarto dia el tamafio medio era de 230u, con un va-
lor minimo de 200u, y m&ximo de 258u. A partir de este dfa si-
guieron midiéndose las adolescarias con regularidad, y en el
siguiente cuadro representamos los valores obtenidos durante
el tiempo que duraron los cultivos.
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Cuadro nfimero 1.

Longitud de las adolescarias de Fasciola hepdtica en

cultivo {n vitno.

Experiencia n° 14).

Edad del cultivo L. media L. ma3xima L. minima

(dias) (micras)

4 : 230 258 200
14 365 440 320
20 392's 470 360
27 407 500 360
29 416'25 550 ﬂ 360
32 442's 610 370
35 457 620 380
40 474 630 400
42 480 650 460
54 540 700 490
69 590 720 530
74 612 750 550
85 630 790 550
94 o 645 800 560

100 . 662 810 : 570

103 662 810 570
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El dia 100, se observd una cierta turbidéz, encontrén
dose el dia 103 una lisis total de los gl&bulos rojos y abun-
dantes micelios, comprob&ndose que la contaminaci®n procedia
de los gl6bulos rojos.

La evolucibn de las adolescarias a lo largo del tiem-
PO que duraron los cultivos queda patente en su aumento de ta-
mano y es corroborada por los siguientes datos:

A partir del dia 3° se observ6 la presencia de abun-
dantisimos glébulos rojos en las ramas intestinales.

El dia 12, engrosamientos en las paredes de las cru-
ras intestinales. Hacia el dia 15 aparecen ya ramificaciones
intestinales.

El dia 34 se encontraron en un ejemplar sacado al azar
y tefiido con Orcefna Acética dos masas bien patentes que inter-
pretamos como testiculares. Situadas posteriormente a la vento
sa ventral, y otra masa celular situada por la parte anterior

a esta ventosa que corresponderfa probablemente a los primor-
dios de la bolsa del cirro.

A partir de los 54 dias de cultivo, se observaron in-
dicios de terceras ramas intestinales y agregados celulares en
los bordes del animal.

En las fasciolas tefiidas al término del cultivo, el
103° dfa, muchas de las cuales estaban degeneradas a causa de

la contaminacién, no se observé mayor evolucidén de la observada
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el dia 54.

Décimo quinta Experiencia.

El medio de cultivo empleado fue el mismo que en la
experiencia anterior, utilizando tres frascos Carrel. Se logré
una supervivencia de 96 dias, partiendo de metacercarias 1li-
bres, obtenidas como de costumbre por la técnica de Dixon mo-
dificada, de un tamafio medio de 180p. Las adolescarias se mi-
dieron regularmente durante el curso de la experiencia deta-
lléndose en el siguiente cuadro los valores obtenidos en dife-
rentes fechas.

Cuadro nfimero 2.

Longitud (micras) de las adolescarias de Fasciola he-
pdtica en cultivo 4An vitro.

(Experiencia n°15),

Edad del cultivo L. media L. mi8xima L. minima.

(dias) - R

7 277 300 250

13 280 320 250

200 343 400 320

24 390 410 350

26 392 420 360
31 407 450 380
- 34 o 427 500 391

45 463 550 410

.oo-.o..-o// ............
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Continuacién del Cuadro n°2.

Edad de cultivo L. media L. mixima L. minima
(dias)
54 481 600 . 453
60 489 650 453
74 520 700 500
96 570 790 550

El dia 96, lo mismo que en el cultivo anterior, apa-
recieron contaminaciones por hongos. Los glébulos rojos emplea
dos procedian del mismo frasco. La evolucién de las adolesca-
rias siguib los pasos sefialados en la anterior experiencia.

Décimo sexta Experiencia.

El medio de cultivo empleado fue asimismo suero equi-
no inactivado mds gl6bulos rojos de carnero lavados en solucidén
Alsever. El tamafio medio inicial fue de 170u, logr&ndose una
supervivencia de 79 dias. Las adolescarias presentaron durante
el curso de los cultivos los tamafios qﬁe se indican en el si-
guiente cuadro.
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Cuadro nfimero 3

Longitud (micras) de las adolescarias de Fasciola hepdtica en
cultivo 4n vitro.

(Experiencia n° 16).

Edad del cultivo L. media L. midxima L. minima
(dias)

8 205 230 190
15 260 290 230
19 299 330 210
21 305 330 290
26 320 350 300
29 329 360 300
34 355 400 320
40 - 384 460 350
54 410 500 390
65 420 520 400
79 ‘ 450 580 400

El dia 79 aparecieron contaminaciones por hongos, ya
que, aunque los sueros empleados procedfan de frascos diferen-
tes en las tres experiencias (14, 15 Yy 16), no ocurrfa igual
con los gl6bulos rojos de carnero que tenian el mismo origen.

Las adolescarias en esta experiencia mostraron una
evolucibn paralela a la de las experiencias anteriores.
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Décimo séptima y décimo octava Experiencias.

El medio de cultivo empleado fue sangre total de pe-
rro no inactivada. Se utilizaron tres frasco con tres réplicas

cada uno.

Las metacercarias libres habian muerto a las 24 horas.

Décimo novena Experiencia.

El medio de cultivo empleado fue sangre heparinizada

de conejo mantenida en la nevera a 4°C durante 21 dias.

Las metacercarias libres crecieron y sobrevivieron
durante 8 dias. A los 6 dias el tamafio medio era de 275u, y de
3154 a los 8 dias.

El séptimo dia la sangre vieja almacenada en la neve-
ra que se empleaba para el cultivo fue sustituida por sangre
reciente al cambiar el medio,muriendo las adolescarias al dfa
siguiente.

Vigesima Experiencia.

Empleamos 9 frascos, con tres diferentes medios:
MFH - 7; MFH - 8; MFH - 9, Utilizamos también gl6bulos rojos
de carnero lavados en solucién Alsever. En cada frasco se sem
braron 20 metacercarias libres obtenidas por la té&cnica de
Dixon modificada, con un tamafio medio de 170yu.
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En esta experiencia se intentd simular {n vitro la

emigracibén que sufren las adolescarias en su ciclo biolégico.

Durante los tres primeros dias se mantuvieron en suero equino

inactivado m&s glébulos rojos; en este tiempo crecieron hasta

1754 de media. Tras ello se les cambib el medio primitivo en

su totalidad sustituyéndolo en los distintos tubos por los an

teriores citados. Los resultados tras ello fueron los siguien-

tes:

MFH - 7. El primer dia de cultivo les gl6bulos rojos aparecen

lisados y las adolescarias muertas flotando en el medio.

MFH - 8. Sobreviven 18 dias alcanzando las siguientes longitu-

des medias,
dia
dia
dia
dia
dia

6° -276'6u
8° -320u
10° =325y
15° =333y
18° -340y

El dia 17 presentan poca vitalidad por lo que se afa-
de medio MFH - 9, muriendo al dfa siguiente.

MFH - 9. Murieron al primer dfa de estar en este medio.

Vigesimo primera Experiencia.

Se prueban en ella los medios MFH - 8 y MFH - 10.
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Las metacercarias libres de 170y de tamafo medio, obte
nidas por el método de Dixon modificado, se mantienen 3 dfas
en suero equino mis glébulos rojos, pasindose posteriormente
a los frascos de cultivo conteniendo MFH ~ 8 m&s glébulos ro-
jos y MFH - 10 m&s gl6bulos rojos, obteniéndose los siguientes
resultados:

MFH - 8. Viven 12 dias, contaminindose el onceno por levadu-
ras presentes en los gl6bulos rojos. Presentan los valores de
tamafio que se indican:

dia 4° =202y
dia 5° =213y
dfa 12° =330y

MFH ~ 10. Ademds de los gl6bulos rojos, este medio fue adicio-
nado con suero equino (MFH - 10, 2 ml. -suero equino - 4 ml.).

Las adolescarias sobrevivieron 14 dias, contamindndo-
se el medio en esta fecha por contaminacifén presente en los
hematies. Los tamafios fueron:

dia 4° =204y
dfa 6° =225u
dia 13° =5504,con un miximo de 630 y minimo de 530u.

El dia décimo tercero aparecian inicios de ramas in-
testinales y separacifn de masas testiculares.
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En los dos medios utilizados en esta experiencia, des-
de el séxto dia, era patente una gran lisis de gl&bulos rojos,
lo que obliga a cambiar el medio cada dos difas afadiendo medio

fresco.

Vigesimo segunda Experiencia.

El medio de cultivo empleado fue el siguiente:

Extracto de placenta humana en solucién de Hank al

50% P/V tiitireveeonntaceeeanenoanana. 50 ml.
SBF inactivado (GibcoO) ....vveeveveweoo.. 100 ml.
GlSbulos rojos de carnero (Llorente en solucidn Al-
SEVEY tevteveessonssoososnccncencnnas . 0,05 ml./10ml.
de medio.

Se emplean 66 metacercarias libres, obtenidas por el
procedimiento de Dixon modificado, de 175u de longitud media.

Durante dos dias se mantienen en SBF m&s gl6ébulos ro-
jos. Transcurrido este tiempo, se transfieren a tres frascos
Carrel (13-Pobel), como se indicaba en apartados anteriores,
conteniendo el medio de cultivo.

Se consiguieron 83 de supervivencia, muriendo tras un
corte de fluido eléctrico.

El siguiente cuadro muestra el crecimiento de las ado-
lescarias durante el tiempo que duraron los cultivos:
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Cuadro nGmero 4.

Longitud (micras) de las adolescarias de Fasciola he-

pdtica en cultivo Ain vitro.

(Experiencia n° 22).

Edad del cultivo L. media L. mixima L. minima

(dias) ' .

3 | 260 310 190

5 320 390 250

6 328 400 - 270
11 479 590 390
13 537'5 530 470
15 633'3 820 570
18 858 1.000 750
21 1.060 1.280 870
26 1.270 1.400 900
27 1.315 1.800 900
29 1.350 1.900 950
33 1.375 1,920 1.000
40 , 1.700 2.150 1.300

A partir del dia 40, debido a las dimensiones alcan-
zadas por los vermes y su movilidad, se hizo préctlcamente im
posible determinar su tamafio,ya que en el mlcroscoplo inverti
do a 100x se salian por completo del campo.
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Sobrevivieron, como ya hemos indicado, hasta el dia

83, en el que permanecieron mis de 12 horas a temperatura am-

biente por falta de fluido elé&ctrico. Por otros procedimien-

tos no fue posible lograr la temperatura adecuada.

Las jovenes fasciolas, se sacaron del medio de cultivo

y tifieron con Carmin bor&cido, arrojando una media de 2.600yp

con un tamano m&ximo de 3.600py y minimo de 1.500y.

La evolucidn durante el tiempo que durd el cultivo

fue la siguiente:

2°dia.
6°dia.

l11°dia.

20°dia.
30°dia.
40°d1ia.

83°dia.

Mostraban el intestino repleto de glébulos
rojos.

Aparicibn de ramas intestinales primarias.
Apreciables engrosamientos repletos de gl&bulos
rojos, a modo de muhones, en las ramas intesti-
nales primarias.

Ramas intestinales terceras.

Ramas intestinales perfectamente formadas.
Ramas intestinales perfectamente formadas, por
los bordes, acimulos de cé&lulas; se aprecia en
individuos vivos una masa que pudiera ser la
bolsa del cirro.

Estadio 5-6 de Dawes para el desarrollo de Fas-
ciola hepdtica 4n vivo en el ratén (1963) (23).

El estudio de la relacibn de medidas de longitud: ven-

tosa ventral-poro excretor/ventosa bucal-ventosa ventral, did

los siguientes resultados:
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Foto n°7.adolescaria cultivada {n vitto, 83 dias.
Experiencia n°® 22. Fotomicrograffa parcial. .
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los 2 dias

A 1
A los 15 dias 1'8
A los 21 dias 2
A los 33 dias 3'9
A los 37 dias 4'1l
A los 40 dias 4'3

Al finalizar la experiencia, es decir, a los 83 dias
de iniciado el cultivo, se encontr6 una relacién de 4'4 y 4'6

en las de mé&ximo tamafo.

Vigesimo tercera Experiencia.

El medio de cultivo fue SBF inactivado de la casa
Gibco, y gl6bulos rojos de carnero de la casa Llorente.

Partimos de 96 metacercarias libres, obtenidas por
la técnica de Dixon modificada, con un tamafo medio de 175u.

A los tres dias de iniciado el cultivo, el intestino
de las fasciolas j6venes aparece lleno de glébulos rojos. Los
individuos se midieron durante el curso de la experiencia, ob-
teniendo los valores representados a continuacién:
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Edad del cultivo Longitud media.

(dias) (micras)
3 260
5 321
s . 375
13 . 388
5 422
26 433
34 e - 45817
4 - 476
46  go1'2
54 R | 515
62 537'5

70 o 560

El dia 70 aparecieron muertas, y, el medio, altamen-
te contaminado ddndose por finalizada la experiencia. La con-
taminacién se detecto en los glébulos rojos.

Vigesimo cuarta Experiencia.

El medio de cultivo en esta experiencia fue el siguien
te:

Suero equino inactivado .......: 10 ml., =
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Extracto embridén bovino ....... 10 ml.

Gl6bulos rojos de carnero .... 0,05 ml./10 ml. de
medio.

Las metacercarias libres de 180u de longitud media,
fueron obtenidas por el método de Dixon modificado,utilizé&n-
dose 35 vermes por frasco. Se logrd una sobrevivencia de 14

dias, y la evolucién en cuanto al tamano fue la siguiente:

Edad del cultivo L. media L, madxima L. minima
(dias)
275 - -~
280 350 250
12 296'2 375 270
14 298 380 275

El dia 14 murieron por contaminacién detectada en el

EEB, ya que éste era agregado independientemente al cambiar
el medio.

Vigesimo quinta Experiencia.

En esta experiencia se utilizan los medios semidefi-
nidos MFH - 2 y MFH -~ 12, con y sin adicién de insulina a los
mismos. La insulina posee accién contradictoria para Fasciola
hepatica (PANTELOURIS (1964) (77), ISSEROFF y READ (1968) (52)).
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Se prepararon 12 frascos Carrel con 25 metacercarias
libres cada uno, de 175y de longitud media obtenidas por el pro
cedimiento modificado de Dixon y distribuidas de la siguiente

forma:

3 frascos MFH - 11.

3 frascos MFH - 11 mas 0,4 UI/ml. de insulina (Leo)-
- MFH - 2 (I).

3 frascos MFH - 12.

3 frascos MFH - 12 mé&s 0,4 UI/mo. de insulina (Leo) -
- MFH - 12 (I)

Las metacercarias libres se mantuvieron por espacio
de 3 dias en suero equino con gl6bulos rojos para los medios
MFH - 2 y MFH - 2 (I) y en suero bovino fetal (SBF) mds glé&-
bulos rojos para los medios MFH - 12 y MFH - 12 (I).

Los resultados obtenidos en estos 4 medios fueron los
siguientes:

MFH - 11. Sobrevivieron 10 dias. El medio a partir del 4°dfa

presentaba lisis de gl6bulos rojos. Al décimo dfa sesacrificé
el cultivo.

Al 5°dfa presentaban un tamafo medio de 250u.

MEH -~ 11 (I). Las adolescarias vivieron durante 10 dias, sacri-
ficdndose el medio en esta fecha. La evolucién en el tamafio fué
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la siguiente:

5°dia-x = 252yu.
7°dia-x = 317yu.
l0°dfia-x = 330yu.

MFH - 12. Sobrevivieron durante 22 dias. A partir del 9° dfa
se observaron abultamientos en las ramas intestinales, como

un inicio de ramas intestinales secundarias.

Los tamanos medios durante el tiempo que duraron los
cultivos fueron: ’

5°dia -=320yu.
9°dfa -365y.
12°dfa =370q.
14°dfa =-375u.
l16°dia =473y,
20°dia =-476yu.
22°dia -480y.

MFH - 12 (I). Sobrevivieron durante 22 dias. A partir del no-
veno dia aparecieron ramas intestinales. Los tamafos medios
durante el tiempo que duraron los cultivos fueron los siguien-
tes: '

5°dia =~316u.
9°dia -320u.
12°dfa -346yu.
l4°dfa -360u.
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16°dia -385y.
20°dia ~436yu.
22°dia -445y.

Vigesimo sexta Experiencia.

El medio de cultivo fué el MFH - 13.

Empleamos 60 metacercarias libres obtenidas por el
procedimiento de Dixon modificado con un tamafio medio de 175yu.
Los tres primeros dias se mantuvieron en SBF mis glébulos ro-
jos. Sobrevivieron 38 dias. Al tercer dfa, antes de pasarlas
al medio MFH - 13, dieron un tamafio medio de 253u.

Al 38 dia se las ve contaminadas por abundante mice-
lios de hongos, sacrificindose los cultivos, dando un tamaRo
medio de 720u, con miximo de 820y y minimo de 650u. La conta-
minacién provenfa de los gl&bulos rojos empleados.

Vigésimo séptima, vig&simo octava Yy vigésimo novena Experiencias.

En estas experiencias se emplearon extractos placenta-
rios contaminados por meconio.

Se emplearon metacercarias libres de 175y de longitud
media, obtenidas por los procedimientos habituales.

Se mantuvieron, durante 3 dias, en SBF m&s glébulos
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rojos, dando un tamafio de 250u de longitud media. Fueron pesa-

das a medio de cultivo compuesto de:

EpH ....c00cn. 50 ml.
SBF ...ce¢00... 100 ml.

Al dia siguiente aparecieron muertas.

En la experiencia 28, se empled medio MFH - 13 con
placentas contaminadas por meconio.

Al dia siguiente de la siembra murieron, apareciendo
flotando sobre el medio.

En la experiencia 29, se emplearon metacercarias li-
bres obtenidas por el mismo procedimiento de las experiencias
anterior y con igual tamafio medio de 175y.

El medio fue MFH - 14 con placenta contaminada por
meconio.

Al dia siguiente de la siembra en este medio, tras
estar en suero bovino fetal, murieron, apareciendo flotando
en el medio.
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4,2.- ResuLTADOS SOBRE LAS CONDICIONES DE LA DESENVAGINACION
DEL CISTICERCUS TENUICOLLIS 1IN VITRO.

4,2.1.- EFECTO DE LA TEMPERATURA DE ALMACENAJE.

En esta experiencia se ha estudiado la influencia de

la temperatura en el almacenaje previo de los cisticercos, vVién
dose la viabilidad de los mismos, calculindose &sta por el nime
ro de cisticercos gque, tras la digestidn pépsica y en la solu-
cibn desenvaginante H ajustada a PH 7,2, llegan a desenvaginar-
se, efecto que no consideramos pasivo, por el contrario, activo,
debido a los movimientos violentos gue preceden a la desenvagina
cién.

=-25°C. Descongelacién lenta.

No se desenvagina ninguno a las 25 horas. Aparecen al
cabo de este tiempo completamente digeridos en la solucién de

senvaginante.

-10°C. Descongelacibén lenta.

No se desenvagina ninguno a las 24 horas.

Algunos quedan digeridos.
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-25°C. Descongelacidn ripida.

A la media hora y a la primera hora el 8,3%
A las 2 horas el 83,3%
A la tercera hora el 100%.

A partir de este tiempo, el estado de los cisticer-

cos permanecid estacionario hasta las 24 horas.

-10°C. Descongelacibn répida.

En la primera media hora se desenvaginaron el 16,6%.
A la primera hora el 58,3%. A la segunda hora el 83,3%. A la
tercera hora el 100%, permaneciendo estacionario este valor
hasta las 24 horas.

la primera media horas, el 25%
la hora, el 25%

las 2 horas, el 25%.

las 3 horas, el 25%.

las 16 horas, el 75%.

las 18 horas, el 75%.

las 20 horas, el 100%.

las 24 horas, el 100%., -

L B
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4°C.

A la media hora se desenvaginé el 100%.

A la media hora se desenvaginé el 83,3%.
A la primera hora se desenvaginé el 100%.

la primera media hora se desenvagina el 58,3%.
la hora primera, el 58,3%.
la segunda hora permanece el mismo valor.

L A

la tercera hora sigue permaneciendo estacionario
el mismo valor.

>

las 16 horas aumenta el nimero de desenvaginadas
; ~a un 75%, permeneciendo estacionario este porcen
) taje hasta las 24 horas.

53°C.

" A las 24 horas no se desenvaglna nlnguno, apareciendo
'utodas digerldas. ' . e
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4,2,2.- EFECTO DEL TIEMPO DE ALMACENAMIENTO,

En esta experiencia se estudia la pérdida de viabili-
dad que sufren los cisticercos, medida en el porcentaje de
desenvaginaciones, en relacién con el tiempo de almacenamiento
a 4°C. Se utiliz6 la solucidn desenvaginante H, con pH inicial
de 7,2, a 38,9°C, con agitacién de 90 impulsos por minuto.

2 horas a 4°C + 1°C

A la media hora aparecen desenvaglnadas el 100% de
los cisticercos.

1 dfa a 4°C + 1°cC,

A la primera media hora aparecen desenvaginados el 75%
A la hora, el 83,3%.

A las 2 horas, el 91,66%.

A las 2 horas y media, el 100%.

4 dias a 4°C + 1°C

A la medla hora se desenvaginan el 58, 33%

A las 2 horas, 66,66%.

A las 16 horas aparecen desenvaginadas el 100%, perma
neciendo invariable hasta las 24 horas.
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7 dias a 4°C.

A la media hora, 0%.

A la primera hora, 0%.

A las 2 horas, 0%.

A las 3 horas, 66,66%, permaneciendo invariable este
porcentaje a las 24 horas.

15 dias a 4°C

A las 24 horas no hay desenvaginacién, mostrindose
todas digeridas. K ' ’

4,2.3.- EFecTo DEL PH EN LA DESENVAGINACION,

Se ha estudiado en esta experiencia la influencia de
diferentes valores de PH en la desenvaginacién del cisticerco
de T. hydatigena,

Utilizamos para ello un mfnimo de doce cisticercos,
para cada valor de pH, distribuidos en frascos Steriline de
tres en tres. '
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PH inicial 3.

Este valor de pH fue estudiado por ser el existente a
la salida del esfinter pil6rico (segfin G.B. JERZY GLASS (197))
(55)).

Los cisticercos a las 18 horas aparecen desenvaginados
un 16,6% llegando y permaneciendo estacionario a las 20 horas

con un 25%.

Hay que hacer notar que el pH del medio subid al final
de la experiencia a 4,25; quiz&s debido a la neutralizacidn
cuasada por los corpfisculos calcireos libres tras la digestidn
y/0 a la eliminacién de CO, de la fase liquida durante 1la incu
bacibn a 39°C en agitacién. Esta variacién del pH fue notada
a las 17 horas permaneciendo invariable hasta las 24 horas.

pPH inicial 5.

PH considerado como el existente en el fluido intesti-
nal eh la primera parte del duodeno (JERZY GLASS) (197) (55).

% En la prlmera media hora los c1st1cercos se desenvagi
naron en un 25%, manteniéndose este porcentaje hasta la segunda
hora, en que asciende a un 41,66%. A las 16 horas asciende a un
91,66%, y é las 24 horas fue siempre del 100%.

Estas soluciones viraron su PH a 6 a las 16 horas, tam
bién posiblemente debido a la nuetralizacibn por los corpfiscu-
los calcéreos.
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pH inicial 6

PH considerado como el existente en el duodeno a las
6 horas de la ingesta,con comida normal no grasa, en el jugo
duodenal de perros con ffstula duodenal (SANCHEZ CAMPOS) (co-

municacibén personal).
En la primera hora de desenvaginacién es del 66,6%
aumentando a un 83,33% a las dos horas lleg&ndose al 100% a

las 16 horas.

A las 16 horas las soluciones viraron su PH a 6,8 po-
siblemente por los corpfisculos calcireos del cestode.

PH inicial 7,2.

En este pH la desenvaginacién es pr&cticamente instan-
t&nea para algunos cisticercos, completindose el 100% a la me-
dia hora,

El pH a las 17 horas permanecidé invariable.

4.2,4,- INFLUENCIA DEL OX{GENO EN LA SOLUCION DESENVAGINANTE,

Se utiliz6 solucién desenvaginante, H, con pH inicial
de 7,2 a 38°C, en agitaci6n de 90 impulsos por minuto y un tiem
po de almacenaje previo de 2 horas a 4°C.

6,10 PPM

A la media hora nos di6 el 100% de individuos decenyva-



140

ginados, permaneciendo invariable a lo largo de las 24 horas.

3,00 PPM.

A la media hora encontramos un 91,66% de desenvagina-
cidén, llegando al 100% a las 4 horas.
0,20 PPM.

A la media hora no encontramos desenvaginacién. Igual
ocurre a la primera hora.

A segunda hora un 16,66%.

A la tercera un 33,33%, manteniéndose constante este
resultado hasta las 24 horas.

4.2.5.- EFECTO DE LAS DIFERENTES ENZIMAS PRESENTES EN LA SOLU-
CION DESENVAGINANTE,

Las experiencias se llevaron a cabo después de la pre-
via accifn de la pepsina. Almacenamiento previo de 2 horas a
4°C; a 38,9°C, en agitacién de 90 impulsos por minuto.



141

Solucibn A (de Hank).

Obteniéndose a la media hora 0% de desenvaginacién

1 " 16,6% . "
2 " 25% "
3 " 25% "
16 " 50% "
18 " 66,6% "
20 " 66,6% "
24 " 75% ’ "

(En realidad, en ningfin caso hubo desenvaginacién total. Los
tantos por ciento que se sefialan corresponden a desenvaginacio
nes parciales, pues tanto los escolex como el cuello y la masa
posterior aparecen unidos todavia).

Solucibén B (Pancreatina en solucién Hank) .

A la media hora 0% de desenvaginacién.

1 " 8,33% "
2 " 25% "
3 " 50% "
16 " 66,6% "
18 " 75% "

" 75% "
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Solucibn C (Tripsina en solucibn BSS lavadora) .

A la media hora no se obtiene desenvaginacién.

1 v " oon " "
2 " " n " [[]
3 " se obtiene el 25%.

le " " " " 58,33%.

8 " " " " 58,33%.

20 " " " " 58,33%.

24 ¢ " " " 75%,

Solucidn D (Bilis de perro en solucién de Hank) .

‘A la media hora no se obtiene desenvaginacién.

1o o " "
2 v now " "
3 " " obtiene el 25%.
16 " " " 41,668,
18 v v " " 41,66%.
20 " v " " 753,
24 v v " " 758,

Solucién E (Tripsina + Pancreatina en BSS lavadora).

A la media hora se obtiene el 83,33%.

1" o " " 83,333,

2 v " w 83,333,

3 " " " 83,33%.
16 v " " 100%.
18 v " " 100%.
20 " " " 100%.

24 " " n " 100%.
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' Solucién F (Pancreatina + Bilis de perro en solucién de Hank) .

A la media hora se obtiene el 25%.

1 " w " " 58,33%, -
2 " " " ) " 58,33%.
3 ] " " " 58,33%.

16 " " " " 100%.

18 " " " " 100%.

20 " " " " 100%.

24 [} 1" " " 100%.

Solucibn G (Tripsina + Bilis de perro en soluci6n BSS lavadora) .

A la media horavno se obtiene desenvaginaci6n.

1 » T " "
2 " ”" ' n " , "
3 se obtiene el 16,6%.
le " " " " 83,33%.
i " " " " 83,33%.
20 " " " " 100%.
24 " " " " 100%.

Solucifén H. Desenvaginante completa. (Tripsina + Pancreatina +

+ Bilis en sol. BSS lavado
ra).

A la media hora se'obtiene-el 100% de desenvaginacién.
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4,2.6.- RESULTADOS SIN TRATAMIENTO PREVIO CON PEPSINA,

Para comprobar la influencia del tratamiento previo
con pepsina realizamos experiencias con las mismas soluciones
desenvaginantes anteriores, pero sin dicho tratamiento pépsi-

co-clorhidrico.

Solucibn A.- No aparece desenvaginacién a las 24 horas.

Solucién B.~- No aparece desenvaginacién a las 24 horas.

Solucién C.- No aparece desenvaginacién a las 24 horas.

Solucibén D.- No aparece desenvaginacién a las 24 horas.

. Solucibn E.- A la media hora, 0

1 " 0

2 " 0

3 " 8,3s.
16 " 58,3%.
18 "  66,6%.
20 '™ 66,6%.

24 " 66,6%.

Solucién F.- A la media ﬁbra, 0
EVEE R
3" 41,66%.
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Continuacidén Solucibn F.

A las 16 horas, 66,6%.

18 " 66,6%.
20 " 66,6%.

24 " 66,6%.

Solucidén G.- A la media hora, 0

1 " 0
2 " 0
3" 44,4%.
16 " 58,33"
18 " 63,88%.
20 "  66,66%.
24 " 66,66%.
Solucién H.~ A la media hora, 0
o 1 " 0
2 " 0
2,5 " 16,6%.
3 " 41,66%.
16 "  66,66%.
18 " 66,66%.
20 "  66,66%.

24 " 66,66%.
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Foto n°8. Gré&fica del efecto de la temperatura de almacenaje
en la desenvagmacn.én m w,f)w de Cu/tcae/ncu,é te-
mucaww ‘ ; :

Foto n® 9.Gr&fica del efecto del tiempo de almacenaje en la
desenvaginacién {n vitho de Cisticercus tenuwico-

Leis.
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Foto n°10.Gré&fica del efecto del pH en’ la desmvagmacﬁn SR
. in vitho de CM»CLQQ/LCM temuaouw

LT

Foto n°l1.Grafica del efecto del 0, disuelto en la solucién
desenvaginante scbre la desenvagmacz.én in uu“/w
de Cisticercus Lenulcollis.
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Foto n°12.Gréfica del efecto de las dlférentes enzimas presentes.
en la solucibén desenvaginante sobre la desenvaglnac16n
in vitho de Cuuce)uzuA tenwcco&&w

Foto n°13.Gréfica del efecto en la desenvaginacibn in vitro de Cis-
tlecercus tenuwicolli, sin previo tratamiento pépsico.
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4,3,- RESULTADOS SOBRE EL CULTIVO IN VITRO DE T. HYDATIGENA.

Experiencia n° 1

El origen de los cisticercos fue la cavidad peritoneal
de caprinos.

Pretratamiento consistente en:

Lavado con alcohol de 70° 2 minutos.

Lavado en solucifn de Hank.

Q o

Digesti6tn 1% pepsina (pepsina 1:10.000 Merck)
PH = 27 1 hora.

Lavados en soluci6n de Hank.

O o
L]

Solucibén desenvaginante (tripsina 0,1; pancreatina
0,3{ taurocolato s6dico 0,01% en solucién BSS lava
dora) . . '

Medio de cultivo: MTH, 1 a pH 7,4 inicial.

Fase s6lida: Agar mds suero (1:1)

Fase gaseosa: CO, 10%; N, 90%.

Esta experiencia se repiti6 cuatro veces con un total

de 20 ejemplares. Se emplearon frascos Sorvivel 18,

Sobrevivieron 37 dias, solamente un ejemplar despren-
di6 la masa del cisticerco, no mostrando signos de evolucién.
Se observaron zonas oscuras en la fase s6lida, por los sitios
donde permanecianfq'hab§an permanecido los escolex.
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Experiencia n°® 2

El origen-de los cisticercos fue idéntico a la expe-

riencia anterior.

Pretratamiento, también el mismo.

Medio de cultivo: MTH - 2; pH 7,2 inicial.
Fase s6lida: suero equino coagulado.
Fase gaseosa: CO,; 10%; N, 90%.

Se emplearon 25 ejemplares, repitiéndose cinco veces

la experiencia. Se emplearon frascos Sorvivel 18.

La masa del cisticerco se desprendif en un 30% de
los casos, a las 48 horas de cultivo. En aquellos ejemplares
en los que se desprendié la masa, la regibén del escolex mostr§,
a los once dias, la aparicién de canales excretores. El tamafo
mé&ximo logrado fue de 4 mm., a los 19 dias.

Experiencia n° 3

El origen‘de los cisticercos fue la cavidad peritoneal
de ovinos. Se emplearon cisticeréos almacenados en nevera 5
dias, a 4°C, al objeto de emplear para el cultivo aguellos que
lograron evaginar por considerarlos con mayor grado de viabili-
dad. S ‘

a.) El1 preﬁratamiento empleado fue: lavado en alcohol



151

de 70° durante 2 minutos.

b.) Diseccién.

c.) Digestién pépsica (Pepsina 1:10.000 Merck) 1%
a pH 1,9 durante 1 hora.

d.) Lavados.

e.) Desenvaginacién: Tripsina 0,1%; Pancreatina 0,3%;
Taurocolato 0,01% en solucién lavadora, a pH 7,2 inicial.

f.) Medio de cultivo: MTH - 3, a pH 6,8 inicial.

g.) Fase sblida: suero equino coagulado 80°C - 50 minu
tos.

h.) Fase gaseosa: CO, 10%; N, 90% (SEO).

A las 18 horas en solucién desenvaginante y base sbéli-
da, los cisticercos pierden la masa posterior del cisticerco
en un 32%. Se emplearon 25 ciéticercos en cinco experiencias.
En cada frasco, Sorvivel 18, se pusieron 2 cestodes y en uno
de ellos s6lo uno. ’

A las 48 horas, aparecen vesiIculas en la regién del
escolex. Estas vesfculas se mantuvieron hasta el dfa 12° en
que aparecieron muertos los escolex con infinidad de ellas en
el interior y en la cuticula.

Experiencia n° 4

Los cisticercos.fuexon obtenidos de.la cavidad perito
neal de ovinos. i i b0 '

El pretratamientofy"ei medio de cultivo fueron idénti-
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cos a los de la anterior experiencia.

En este caso, una vez alargado el cuello del cisticer
co, fue cortado a nivel de 2 mm. del escolex, a las 48 horas
de puestos en solucibn desenvaginante; coloc&ndose, inmediata-
mente, en medio de cultivo.

A los 4 dias aparecen muy activas. Tras 6 dias de
cultivo muestran unas zonas, como flecos, que salen de la re-
gidén del corte. A los 11 dias aparecen muertas y con abundan-
tisimos flecos; no muestran evolucién.

Experiencia n°5

Cisticercos procedentes de la cavidad peritoneal de

cabras fueron tratados de igual manera que en la experiencia
anterior. "

Como fase lIquida de medio de cultivo se emple6 el
MTH - 3, a pH 6,8 inicial.

Como fase s6lida se empleS:
Suero equino (Llorente) ........ 5/ml.
Sangre de perro (Gibco) ........ 0,1/ml.
- Solucifn desenvaginante (Tripsina-Pancreatina-Tauro-

colato s6dico en BSS lavadora).

Todo ello coagulado a 80°C durante 90 minutos.
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Como fase gaseosa se emple6: CO, 10%; N, 90%.

A las 18 horas aparece el 40% que han perdido la masa
posterior al cuello.

A las 36 horas aparecen todas muertas.

Experiencia n° 6

Los cisticercos fueron obtenidos de la cavidad peri-
toneal de ovinos, siendo almacenados en nevera a 4°C, durante

3 dias.

Se realizaron cinco experlen01as, con un total de 30
ejemplares.

El pretratamiento consistié en lavado en alcohol de
70° durante 2 minutos, tras ello la diseccién y el lavado en
Hank a un pH de 7,2.

Digestién pép51ca (Pepsina 0,1% 1:10.000 Merck), a pH
1,4, durante 45 minutos.

Lavado en solucién de Hank a pH 7,2.
Soluc16n desenvaglnante' Tripsina 0,1% P/V. Pancreati-

na 0,3% P/V. Taurocolato sddico 0 01% P/V, en solucibn BSS la-
vadora a pH 7,2 durante 18 horas.
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El mediO'de cultivo fue: MTH - 4, como fase liquida.

Como fase s6lida se emple6: suero equino (Llorente)

coagulado.
Fase gaseosa: CO, 10%; N, 90%.
" Un 12% perdieron la masa del cisticerco.
Sobrevivieron 40 dias, en ninglin caso mostraron evo-

luciébn.

Experiencia n°® 7

Los cisticercos, procedentes de la cavidad abdominal
de cabras, fueron mantenidos un dia a 4°C antes de su prepara-

ciébn.

Tras el lavado en alcohol de 70° (2 minutos), fueron

disectados lavindose posteriormente en solucién de Hank a pH
7,2. L

La digestibn pépsica se realizd con solucién de Pep-
sina 0,1% P/V (1:10.000 Merck), pH 1,4, una hora 35 minutos,
lavado en Hank, pasindose a la solucién desenvaginante A, donde

seé mantuvieron por espacién de 18 horas.

Medio de cultivo: MTH - 4, pH 7,1.
Fase s6lida: Huevo total coagulado.

Fase gaseosa: CO, 10%; N, 90%.



155

A los dos dias en medio liquido y fase s6lida, apare-
cen sin la masa del cisticerco el 70%; se retiraron las masas,
dejando, finicamente, los excolex en el medio.

Al 6°dia aparecen muertas por contaminacién.

Se emplearon en esta experiencia un total de 10 cisti-

cercos.

Experiencia n° 8

Repetimos exactamente la experiencia con 20 cisticer-
cos del mismo origen, procediéndose para su pretratamiento exac
tamente a la experiencia anterior.

El medio de cultivo y la fase s6lida fueron idénticas
a la experiencia anterior.

A los 3 dias aparece el 80% libres de la masa del
cisticerco.

f
S

L

Tras 8 dias de cultivo crecen visiblemente, con tama-
fnos que oscilan entre 4 - 6 mm.

[N

A los 13 dias, aparecen algunas con bandeado acusado.

‘A los 14 dias, empiezan la mayoria a mostrar signos
de degeneracibn con el escolex "hinchado".
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A los 24 dias, siguen vivas, con escolex anormales
y bandeado acusado.

A los 30 dias, empiezan a aparecer burbujas en la cu
ticula.

A los 47 dias, degeneran y mueren.

Experiencia n°® 9

Los cisticercos procedian de la cavidad peritoneal

de caprinos. Fueron almacenados durante 2 dias a 4°C.

El pretratamiento fue idéntico al de la experiencia
anterior, solémente se cambié el tiempo de la digestién pépsi-
ca, que fue 1 hora.

El medio de cultivo fue el MTH - 4.
Fase s6lida: huevo total coagulado (90°C - 90 minutos)
Fase gaseosa: CO, 10%; N 90%.

A los dos dias de colocados los 18 cisticercos en el
medio de cultivo, separaron de su masa un 50%. El resto, y las

masas ya eliminadas, fueron desechadas.

Los escolex, en ninglin momento, se introdujeron en la

base s6lida. A los 34 dias no mostraban evolucibén, por lo que
el cultivo se desech6.
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Experiencia n°® 10

Se repitié la experiencia anterior exactamente, salvo
en la fase sb6lida que fue preparada con huevo total coagulado
a SObC, durante unos 60 minutos.

Los 12 cisticercos, a las 48 horas de colocados, se
liberan de la masa del cisticerco el 41,66%, colocdndose las
masas libres de los escolex,junto con los no separados, en

otros frascos en idénticas condiciones.

A los 10 dias de cultivo aparecifa, en la zona del cue
1lo de una de las masas de los cisticercos, sin escolex, una

zona aplanada, quizé& foli&cea.

A los 20 dias aparece bandeo en la zona folidcea de la
masa antedicha.

Dia 20 de cultivo. Aparece bandeo en el cuello de dos
de los escolex aislados.

Dias 30,%aparecen burbujas en las cuticulas.

Dia 40 de cultivo, las burbujas ocupan, précticamente

la totalidad de los escolex aislados.

A los 43 dias, aparecen muertos los escolex ailslados.
Las masas de cisticercos con zona fili&cea, las sacrificamos

para tenirlas. No se aprecia mds evoluci6én que bandeo.
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ia n°® 11

toneal de

bituales.

Merck), a

solucidn

MTH - 4,

Sorvivel

A) Medio

Los cisticercos fueron obtenidos de la cavidad peri-

caprinos.

Fueron lavados y disectados segln procedimientos ha-

La diseccibn pépsica se realiz6 con pepsina (1:10.000

1 1% a pH 2, durante media hora.

Tras la digestifn pépsica se lavaron y colocaron en

desenvaginante A, como en las anteriores experiencias.

Se han comparado paralelamente los medios liquidos
y MTH - 5.

Como fase sb6lida se empled huevo total, coagulado.
Fase gaseosa: CO, 10%; N, 90%.

Se emplearon 20 cisticercos distribuidos en frascos
18. | |

MTH - 4

[N

A los 4 dias sueltan la masa del cisticerco.

A los 12 dias se les aprecia crecimiento.

A los 14 dias aparece, en dos de ellas, bandeo.

A los 17 dias se les aprecia burbujas y escolex anor
males, muy hinchados.
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A los 19 dias se sacrifican por poseer abundantisi-

mas burbujas cuticulares.

B) Medio MTH - 5.

A los 3-4 dias sueltan la masa del cisticerco.

A los 12 dias se aprecia en ellas bandeo.

"A los 24 dias se les aprecia crecimiento abundante
unos 4-6 mm.

A los 30 dias las sacrificamos y tenimos, no mostran-
dos méds evolucidén que el bandeo, aunque, quiz&, éste muy inten

SO.

Experiencia n° 12

Los cisticercos empleados procedian de la cavidad pe
ritoneal de cabras, manteniéndose en nevera a 4°C un dia antes

de su preparacién.

Tras la desinfeccidn, disecciébn y lavados habituales,
los cisticercos fugyon tratados con solucién de pepsina
(1:10.000 Merck) al 1% a pH 1,9, durante 30 minutos. A continua
cibn, fueron lavados como en las anteriores experiencias y trans

feridos a solucién desenvaginante A, donde se mantuvieron por es
pacio de 18 horas.

Medios de cultivo: MTH - 4 y MTH - 5.
Bases s6lidas se emplearon: suero equino coagulado

80°C, 70 minutos. Huevo total coagulado 80°C,
80 minutos.
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Fase gaseosa: CO, 10%; N, 85%; 0O, 5%.

Se emplearon un total de 30 cisticercos.

MTH - 4 més huevo coagulado.

Al 3°dia, todas aparecen sueltas de la masa del
cisticerco.

Al 7°dia no se aprecia evolucibn.

Al 10°dia muertas.

MTH - 5 méds huevo coagulado.

Al 4°dia aparecen todos libres de la masa del cisti-
cerco.

Al 10°dia aparece, en el cuello de la masa, libre del
escolex, una zona aplanada folidcea.

Al 19°dia en los escolex libres se aprecia crecimien-
- to, unos 5 mm.

Al 35°dia se sacrifica el cultivo, miden unos 6 mm. ,
no se aprecia evolucién.

K
v

MTH - 4 mds suero coagulado.

Al 5°dia~5e aprecian los escolex libres de la masa.

Al 12°dia se aprecia crecimiento, miden unos 6 mm.

Al 30°dfa se sacrifican los cultivos, no se aprecia
mis que un.ligero bandeo. '
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MTH - 5 mds suero coagulado.

Al 5°dfia se observan los escolex libres de la masa del
cisticerco.

Al 12°dfia miden unos 6 mm., hay ligerisimos inicios
de bandeo.

Al 30°dfia, se sacrifican los cultivos para tincibn;

aparece la misma evolucién del dia 12°¢

Experiencia n° 13

Veinte cisticercos procedentes de la cavidad peritoneal
de ovinos, fueron mantenidos durante un dia a 4°C en nevera.

Fueron tratados en todo el proceso como en la experien
cia anterior.

El medio de cultivo empleado fue MTH - 5.

Como fases s6lidas se utilizaron:

5 ml. clara de huevo coagulada (80°C - 60 minutos).

5 ml. clara de huevo - 0,1 ml. de sangre de perro,
coagulado todo ello a 80°C - 60 minutos.

3 ml. clara de huevo - 2ml. suero equino coagulado

Fase gaseosa: CO, 10%; N, 85%; O, 5%.
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Clara de huevo mas suero (como fase s6lida)

A los 3 dias se desprenden los escolex de la masa del
cisticerco. Se eliminan las masas, dejidndose en el frasco Gni-
camente los escolex.

A los 32 dias no se aprecia evolucibn, sacrificéndose
al cultivo. Miden unos 6 mm.

Clara de huevo (como fase sblida)

A los 3 dias se desprenden los escolex de sus respec-
tivas masas.

A los 17 dias miden algunas de ellas cerca de los 7 mm.

A los 19 dias se visualizan, cerca del escolex, los ca
nales excretores.

A los 20 dias se aprecia ligero bandeo. Los canales
excretores se aprecian mejor y mds largos.

A los 32 dias sacrificamos el cultivo. No se aprecia
mayor evolucibén de la observada el dia 20.

Clara de huevo mas sangre (como fase s6lida)

Al 4°dia se separan las masas de los escolex.

Al 17°dia se aprecian, cerca del escolex, los cana-
les excretores laéerales.

Al 27°dia se sacrifican para tincién; aparece bandeo.
Miden, como m&ximo, 15 mm. Algunas se hallan fraccionados en
dos y tres trozos con los escolex degenerados.
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Experiencia n° 14

Cisticercos procedentes de la cavidad abdominal de ca-
bras fueron mantenidos durante un dia en nevera a 4°C, proce-

diéndose para su lavado, diseccibn, etc., como es habitual.

La digestién pépsica se realizb en solucién de pepsina
(1:10.000 Merck) al 1%, pH 1,5, durante 45 minutos.

Tras la digestibén pépsica, se lavaron y sumergieron

en solucién desenvaginante A.

El medio de cultivo empleado fue el MTH - 5, ajustado
a pH 7,1.

Como fase s6lida se empled clara de huevo - E.E. Pollo
Fase gaseosa: CO; 10%; N, 90%.
El nGmero de cisticercos empleados fue de 20.

Al 2°dial§e separa el 85% de las masas de los escolex.
Los escolex se pasan a nuevo frasco.

Al 8°dfa se observa crecimiento, midiendo la mayoria
entre 4 y 5 mm. .

Al 10°dia se aprecian los canales excretores.

Al 11°dfa aparece bandeado.

Al 25°dia se sacrifican, apareciendo grandemente de-
formados. No se aprecia en la tincién m&s que bandeado y miden
16 mm.
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Experiencia n° 15

Cisticercos procedentes de la cavidad peritoneal de

cabra fueron tratados de igual manera a la experiencia anterior.

El medio de cultivo empleado fue el MTH - 6.

Como fase sb6lida se emple6 clara de huevo mas E.E.P.

Fase gaseosa: CO; 10%; N, 90%.

Se emplearon 13 cisticercos. El segundo dia de la
siembra se separa la masa del escolex en el 84,6%, elimindn-
dose las masas libres de los escolex Yy aquellos otros que no
habian llegado a separarse. ‘

El dia 25°se sacrificaron los cultivos para tincién,

encontrdndose ejemplares de 12 mm. muy deformados y con pseu-
dosegmentacidn.

Experiencia n° 16

L)

Los cisticercos empleados procedian dela cavidad ab-
dominal de ovinos, empledndose un total de 20 cisticercos, que

se mantuvieron en nevera a 4°C por espacio de 24 horas.

Para el lavado, diseccibn, etc, se procedié de forma
habitual, emple&ndose para la digestién pépsica, Pepsina
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(1:10.000 Merck) al 1% a pH 1,7, durante 60 minutos. Lavéndose
en Hank para arrastrar el &cido y pepsina. A continuacidn,
se sumergieron los cisticercos en solucibn desenvaginante A,

en donde permanecieron 18 horas.

De los 20 cisticercos se desenvaginaron, a las 18 ho-
ras, 13 (65%), y de éstos, 8 aparecieron con abundantes burbu-

jas en la cuticula.

Los medios empleados fueron: MTH - 5 y MTH - 6, ajus-
tado a pH 7,2.

Como fase s6lida se empled: clara de huevo E.E.P., -

Testosterona.
Como fase gaseosa: CO, 10%; N, 85%; O, 5%.

Medio MTH - 5

Al 3°dia se separaron las masas de los cisticercos en
los 6 cisticercos de este lote.

Al 7°did;§g les aprecia crecimiento, miden entre 4 -
5 mm.

Al 10°dia se aprecia, en dos de ellas, bandeo.

Al l6°diq sacrificamos el cultivo por tener indicios
de contaminacidn, se aprecia considerable crecimiento, con

maximo de 17 mm, En dos de ellas se aprecia bandeado.

Medio MTH - 6

Al 3°dia aparecen separadas las masas del cisticerco
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en los 7 ejemplares de este lote.

Al 6°dia miden unos 6 mm.

Al 8°dia se aprecia aplanada la regién del cuello y
canales excretores. Los corplisculos calcdreos se pierden en
parte. En la regibén terminal se aprecia una formacién a'modo
de munén.

Al 12°dia miden entre 9 y 12 mm.; aparece el bandeo.

Al 13°dia miden entre 10 y 14 mm. Se aprecia un cre-
cimiento andrquico.

Al 16°dia se sacrifican los cultivos por mostrar indi-
cios de contaminacién. Se aprecia comienzos de segmentacibn

andrquica.

Experiencia n° 17

Los cisticercos empleados procedian de la cavidad

abdominal de cabras, manteniéndose durante 24 horas a 4°C.
El nGmero empleado en total fue de 20 cisticercos.

. El1 pretnagamiento consistibé en desinfeccibén en alcohol

de 70°, durante 2 minutos.

Disecciép: una vez sacada la vesicula del cisticerco
de 10 cisticercos de la pared periquistica, se procedi6 a va-
ciarla e introducirla en una batidora marca "Turmix", en la
que, en su interior, existfan 50 ml. de pepsina (1:10.000)

0,5%, pH 1,8 a 38°C, donde se batieron por espacio de 5 segun-
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dos, mantenié&ndose el conjunto por espacio de una hora 10 mi-
nutos en agitacién y a 38,9°C.

Con los otros restantes se siguid la técnica habitual
con una digestidbn pépsica, sin trituracién, pero con la misma

concentracién, pH y tiempo antes expresado.

Después del lavado en solucién de Hank, se introduje-
ron los dos lotes por separado en solucibén desenvaginante C,
donde se mantuvieron 18 horas. Una vez desenvaginados, se trans
firieron a frascos Sorvivel 22, donde, previamente, se habia
coagulado suero bovino. Como fase liquida se empleb la solucibn

desenvaginante C.

A las 24 horas aparecen separadas las masas de los
escolex en el 70% de los ejemplares.

A las 48 horas se completa el 100%.

La experiencia qued6 interrumpida aqui, al comprobar-

se contaminacibén en siembra de Agar-Sangre.

ExXperiencia n° 1§

0

Los cisticercos empleados en esta experiencia proce-
dian de 1la cavidag abdominal de ovinos, almacendndose durante
24 horas a 4°C.

El pretratamiento fue idéntico a la experiencia ante-
rior. El nfimero de cisticercos empleado fue de 10.
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El medio de cultivo empleado fue: MTH - 4. E1 pH del
medio fue 7,3.

Fase gaseosa: CO, 10%; N, 90%.
Fase s6lida: suero bovino coagulado.

Al 3°dia, se separan de las masas.

Al 7°dia aparece bandeado.

Al 8°dia miden entre 4 y 6 mm.

Al 12°dia, bandeado intenso, inicios de segmentacidn.

Al 15°dfa, sacrificamos el cultivo. Se observa que no
pasan del anterior estadio.

Experiencia n° 19

Los cisticercos empleados fueron 20, procedentes de
la cavidad abdominal de ovinos.

El pretratamiento fue idéntico a la anterior experien
cla. 4“

El medio de cultivo empleado fue el MTH - 4, ajustado
a pH variable: 5,8 -6 -6,7 - 7,3; cambiando el medio cada
tres dias y asimismo el pH. El objeto fue imitar, hasta cierto
punto, las variaciones del pH que, seglnfEATHERSTON (1969) (33)
sufren los escolex en su traslado a lo largo del tracto intes-
tinal del perro 4Lmn vivo.
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Como fase s6lida se empleb6 suero bovino coagulado.
Fase gaseosa: CO, 10%; N, 90%.

Al 3°dia se cambian los escolex a nuevos frascos. To-
dos estén libres de sus respectivas "masas".

Al 6°dia aparecen 5 de ellas muy rigidas.

Al 10°dia se encuentran los escolex muy hinchados y
vesiculosos.

Al 12°dia mueren. No se aprecia mayor evolucibn.

Experiencia n° 20

Los 10 cisticercos empleados en esta experiencia pro-
cedian de la cavidad peritoneal de ovinos. Fueron mantenidos
durante dos horas a 4°C.

El pretratamiento y digestién pépsica fue idéntico a
la experiencia anterior.

Como soquién desenvaginante se empleé jugo duodenal
canino, previamente centrifugado a 2000 g. durante 10 minutos
y ultrafiltrado. Cuatro partes de este ultrafiltrado mezclado
con una parte de pedio MTH - 8 y a pH igual a 6,2.

A las 20'horas estaban todas desenvaginadas, pero no
habian completado la fase de alargamiento del cuello.

El medio de cultivo empleado fue el MTH - 8, con con-
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centraciones variables de jugo duodenal, 4:1; 4:2; 4:3; 4:4,

cambiindosele, sucesivamente y en este orden, cada tres dias.

Fase s6lida: se empled, en frascos Sorvive1‘20, una
base casi horizontal de suero bovino coagulado a 80°C durante
60 minutos, sobre el cual se coloc6 papel de celofdn estéril
y perforado con dimuntos orificios, segfin técnica de HSU y
KELOGG (1960) (48), para explantes de piel.

La fase gaseosa fue: CO, 10%; N, 85%; O 5%.
La observacidén se hizo dificil. A partir del 21°dia
se dejé de cambiar el medio. Se observé al dia 56 un bandeo

acusado. El dia 66°se sacrificé, viéndose sblamente inicio de
segmentacién, y una longitud de 10 - 11 mm.

Experiencia n° 21

Los 17 cisticercos empleados procedian de la cavidad
abdominal de ovinos. Se mantuvieron 2 horas a 4°C antes de
su preparacién.

El pretratamiento consisti6 en lavado, diseccibn etc.,
en la forma habitual. La digestibn pépsica se realiz6 con pep-
sina 0,5% (1:10.000 Merck), pH 1,9, una hora y 10 minutos. Tras
la digestibn pépsiéa,fueron lavados en Hank y tratados con so-

lucibén desenvaginante C, donde se mantuvieron durante 18 horas.

Para la fase de separacibén de las "masas" se procedib
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con solucibén desenvaginante C y suero bovino coagulado, obte-

niéndose a los 3 dias 94,11% de separacibn de las "masas".

Como medio de cultivo se emple6 MTH - 7 a pH igual a

Fase s6lida: suero bovino coagulado mids Hematies lisa-

dos.
Fase gaseosa: CO, 10%; N, 85%; O, 5%.

Al 4°dfia aparecen burbujas en las cuticulas, mostréan-

dose vesiculariformes. No se prosigue el cultivo.

Experiencia n°® 22

Los cisticercos empleados procedian de la cavidad ab-
dominal de ovinos, siendo mantenidos, los 10 ejemplares utiliza
dos, durante 3 horas a 4°C.

El sistema de lavado y diseccién fue el habitual. Si-
guiéndose para la digestidn pépsica el tratamiento, durantc
una hora y 10 minutos, con pepsina 0,5% (1:10.000 Merck), a
pH de 1,9. Tras la digestidn fueron lavados con Hank a pil de
7,2, con objeto de arrastrar el exceso de &cido, tras lo cual

fueron transferidos a la solucibén desenvaginante B.

Una vez desenvaginados, fueron transferidos a frascos

Sorvivel con suero bovino coagulado, y, como fase ligquida, so-



172

lucién desenvaginante B - (3 partes) mds medio de cultivo

(1 parte).
El medio de cultivo empleado fue el MTH - 9.

Fase s6lida: suero bovino mis lisado de Hematies, coa

gulado a 80°C,durante 60 minutos.
Fase gaseosa: CO, 10%; N, 85%; 0O, 5%.

Al 3°dia del tratamiento enzimético, se pasaron los
escolex libres al medio de cultivo.

Al 7°dia aparece bandeado.

Al 11°dfa sacrificamos el cultivo, no apreciéndose

mayor evolucidén de la aparecida al 7°dia.

Experiencia n°® 23

Los cisticercos enpgleados procedian de la cavidad ab-
dominal de ovinos. Fueron mantenidos, durante dos horas, a 4°C
Como pretratamiento s¢ siguid el mismo de la experiencia ante-

rior.

Una vez separados, espontdneamente, de sus respectivas
"masas", los escolex fueron pasados al equipo de filtracién
Milipore XXII-04700, acondicionado al efecto, tal como se des-
cribe en Material y Métodos.

En &l se colocd medio MTH - 9. Durante el cultivo se
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hacia burbujear constamente CO2 10%; N2 90%, mientras que,
por la parte inferior del aparato, se hacia pasar una corrien-
te continua de CO, 10%; N, 85% y O, 5%.

Al tercer dia de colocarlas se observ6 una fuerte con

taminacién. Se abrid, comprobdndose que aparecian muertas.

Experiencia n° 24

Se repitid la experiencia anterior, colocéndole al
medio Penicilina 100 UI/ml., Estreptomicina 100 mg./ml. y 100
mg./ml. de Micostatin.

A pesar de los antibibéticos, aparecieron altamente
contaminadas y muertas al 4°dia.

Experiencia n° 25

Se parti6 de 10 cisticercos procedentes de la cavidad
abdominal de ovinos, mantenidos dos horas a 4°C. Se procedib a
lavar los cisticercos con una solucibén de Armil 1:5.000, duran-

te 90 segundos, como lavado previo al de alcohol de 70°.
Para su diseccibn, digestibén, desenvaginacién y rotu-
ra, se siguid el procedimiento descrito en las anteriores expe-

riencias.

El medio de cultivo empleado fué el MTH - 10, con
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pH variable, varidndolo de la forma siguiente: para el primer
dfa pH = 3,5; el tercer dfa pH = 4; el 5° dia pH = 5; el 8°
dfia pH = 6; el 10° dia pH = 6,8.

Como fase s6lida se empled Agar més sangre.

Fase gaseosa: CO, 10%; N, 85%; O, 5%. E1 frasco emplea

do fue Falcon de 25 cm?.

Al 3°dia del tratamientoe enzimdtico se pasan al me-
dio de cultivo.

Al 4°dia se aprecian activas y, quiz8s, con un cierto
crecimiento. '

Al 5°dia se les -aprecia rigidas.

Al 7°dia aparecen vesiculosos los escolex, muy poco
activos. :

Al 10°dia sacrificamos para tincibén ya que no se apre-

ciaba actividad.

Experiencia n° 26 ?

Los 13 cisticercos empleados en esta experiencia pro-
cedian de la cavidad abdominal de caprinos y ovinos indistinta-

mente. Fueron mantenidos, antes de su preparacién, dos horas a
4°C. |

Los lavados y pretratamiento, en general, fue idéntico
al de las anteriores experiencias.
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Los cisticercos, una vez desenvaginados, fueron‘pasa—
dos a frascos Sorvivel 20, donde, previamente, habian sido
coagulados 5 ml. de suero bovino a 80°C, durante 60 minutos.
Como fase liguida se emple6 medio MTH - 11 mas solucién desen
vaginante B (1:1). A las 36 - 48 horas, el 100% habian separa
do los escolex de la "masa", transfiriéndose, sb6lo los escolex,

a frascos Falcon de 25cm?con el siguiente medio:

Medio de cultivo: MTH - 11 (con extracto de levadura
"Oxoid") a pH = 7,1.

Fase s6lida: suero bovino coagulado.
Fase gaseosa: CO, 10%; N, 85% y O, 5%.

A los 6 dias de iniciado el tratamiento enzim&tico,

se aprecia ondulacibén de canales excretores.

Al 7°dia miden 10 mm. de media, oscilando entre 8 - 12
mm.. Asimismo se aprecia bandeado interno.

Al 9°dia se inicia la segmentacibén (Estrobilacién).

Al 11°dia se aprecia la formacibén de agregados celu-
lares en el interior de los anillos.

Al 13°dia comienza la formacién del velum de los ani-
llos.

Al 15°dia se fisura espontanedmente el frasco del
cultivo.

Al 16°dfia mueren por contaminacién. Miden unos 25 mm.
de media, con midximo de 36 y minimo de 14 mm.
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Experiencia n° 27

Los cisticercos empleados procedian de caprinos y
ovinos indistintamente. Fueron empleados 12 cisticercos. El

pretratamienteo fue, en todo momento, idéntico al anterior.

El medio de cultivo empleado fue: MTH - 11 ( con
extracto de levadura "Difco") a pH = 7,1.

Los frascos, fase s6lida, fase gaseosa, etc, fueron

idénticos a los de la experiencia anterior.

A los 6 dias, se aprecia un crecimiento con respecto

a los tamafos iniciales (unos 4 mm.).

Al 7°dia se observa, a lo largo del cuello, condensa-
ciones celulares transversales {(bandeo).

Al 10°dia se aprecia bandeo intenso.
Al 15°dia se sacrifican los cultivos. No se aprecia

m&s evolucién que bandeado intenso. El1 tamano era de 10 mm.
de media.

Experiencia n°® 28

Cisticercos procedentes de la cavidad abdominal de
caprinos fueron empleados para esta experiencia. El nfimero

total utilizado fue de 11, mantenidos, durante dos horas, a
4°C,
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El pfetratamiento fue idéntico a las experiencias an-

teriores.

El medio de cultivo empleado fue el MTH - 11 (con ex-
tracto de levadura "Oxoid"),a pH = 7,1.

Como fase s6lida se empleo suero bovino coagulado en

un frasco Falcon 25 cm®.
Como fase gaseosa se empled CO, 10%; N, 85% y O, 5%.

Al 3°dia después del tratamiento se siembran los 11
escolex, libres ya de las "masas, en tres frascos Falcon.

Al 4°dia se aprecian visibles los canales excretores.

Al 7°dia aparece "bandeado".

Al 8°dia comienzo de segmentacidn.

Al 9°dfia los canales excretores parecen unidos en la
regidn posterior.

Al 10°dia miden unos 12 mm. de media, con tamanos que
oscilan entre 15 mm. y 8 mm.

Al 16°dia parece formarse la vesicula excretora ter-
minal.

Al 19°dia miden de longitud media unos 20 mm., con ta-
manos que oscilan entre 13 y 25 mm. Se aprecian formaciones
celulares en el interior de los anillos, correspondientes a
formacién de los inicios genitales femenino y masculino.

Al 20°dia se observa, claramente, el abultamiento pre-
cursor del poro genital que se aprecia afin cerrado.

Al 22°dfa miden unos 25 mm., con tamanos que oscilan
entre 29 y 20 mm.
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Al 23°dfa sacrificamos el cultivo para tincibn.

Experiencia n°® 29

Se ha partido de cisticercos procedentes de ovinos y
caprinos. Los 8 cisticercos, antes de su preparacién, fueron
mantenidos, durante 2 horas, a 4°C.

El pretratamientoe fue idéntico al de la experiencia
anterior.

El medio de cultivo empleado fue el MTH - 11 con ex-
tracto de levadura "Oxoid", por olvido se omiti6 inactivar el
suero fetal.

Como fase s6lida: suero bovino coagulado.
Fase gaseosa: CO, 10%; N,85%; O, 5%.

Tras la rotura se pasaron los escolex aislados a fras-
~cos de cultivo Falcon 25.

Se apreci6, desde el primer momento, una tendencia a
agregarse unos escolex con otros por la regibén terminal, justo

por la regidn "no cicatrizada" por donde se efectué la rotura.

A los 12 dias no se aprecia evolucién, aunque si se

les aprecia un cierto crecimiento. Miden entre 4 y 6 mm.

A los 14 dias se suspende el cultivo por no haber evo-
lucidn.
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Experiencia n°® 30

En esta experiencia se comprueba el efecto de la ausen
cia de base sblida en diferentes medios, sobre el desarollo de

T. hydatigena.

Se emplearon 12 cisticercos procedentes de la cavidad

abdominal de caprinos y ovinos.

El pretratamientoe, antes de su puesta en cultivo,

consitié en el habitual para las experiencias nfimeros 26 a 29.
Los medios probados fueron: MTH - 11; MTH - 12; MTH -
Como fase gaseosa se empled mezcla de CO, 10%; N, 85%;
02 5%0

Medio MTH - 11

Al 3°dia son sembrados en el medio.

Al 4°dfa muestran actividad normal.

Al 5°dia aparecen menos activas que el dia anterior.

Al 6°dia aparecen con escolex vesiculosos.

Al 7°dia aparecen inméviles y muertas, no se aprecia
evolucibn.

Medio MTH - 12

Al 3°dia, siembra.
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Al 4°dfa, los escolex se muestran vesiculosos.
Al 5°dia, aparecen rigidas y muertas dos de ellas.

Al 6°dia, aparecen muertas el resto.
Medio MTH - 13
3°dfa, se siembran en los frascos de cultivo.

A las 84 horas aparecen con los escolex vesiculosos.
Al 4°dia aparecen rigidas y muertas.

Experiencia n°® 31

Se compran los medios MTH -~ 11; MTH - 12; y MTH - 13
con base s6lida de suero bovino coagulado. Para ello se emplea
ron 12 cisticercos pretratados, antes de su siembra, como en

las anteriores experiencias,
Fase gaseosa: CO, 10%; N, 85%; O, 5%.
Medio MTH - 13

3°dia, siembra.

5°dia, comienzan a crecer, miden unos 5 mm. de media.

8°dia, se muestran algo figidas, aunque activas, Se
visualizan los canales excretores ondulados.

10°dia,bandeado. |

12°dfa, segmentacién.

15°dia, sacrificamos el cultivo para tincién.



181

Medio MTH - 12

3°dia, siembra.

6°dia, miden 5 mm,

7°dia, se aprecian los canales excretores ondulantes.

9°dia, bandeado avanzado.

l11°dia, segmentacidn iniciada.

13°dia, fomracidén del estr&bilo y velum.

15°dfa, sacrificamos el cultivo para tincién, no
habiendo mayor evolucidn.

Medio MTH - 11

3°dia de la digestién, siembra.

4° y 7°dia, visualizacibén de canales.

6° y 8°dia, ondulacib6n de canales, 4 a 5 mm.

8° y 10°dia, bandeado. Miden 10 - 12 mm.

10° y 13°dia, segmentacién. Miden 16 mm. de media.

21° y 23°dia, primordios gentales formados, velum,
poro genital cerrado; 25 - 35 mm. de longitud.

32°dia sacrificamos para tincién, no habiendo mayor
evolucibén de la observada el dia 23.

Experiencia n°® 32

Se comprueba en esta experiencia la eficacia de otros
sueros coagulados: suero rata, suero . de caballo.

Se emplearon 10 cisticercos de la cavidad abdominal
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de caprinos y ovinos, procediéndose para su preparacién de la

misma forma que en las anteriores experiencias.

Se siembran a los 3 dias, empledndose como medio
el MTH - 11.

Como fase gaseosa se empleb, CO, 10%; N, 85%; O, 5%.
Medio MTH - 11 mas suero de rata {(Gibco) coagulado.

4-5 dias, canales excretores visualizados.

5-7 dias, canales excretores ondulantes.

10~12 dias, bandeado.

12-14 dias, segmentacibn iniciada.

22 dias, se sacrifican, mostrando idéntica evolucién
a la fase anterior.

Medio MTH - 11 m&s suero de caballo (Llorente) coagulado.

5-6 dias, canales excretores.

7-8 dias, ondulaci6én de canales.

10-13 dias, bandeado.

12-16 dias, segmentacidn iniciada.

22 dias, se sacrifican, mostrando idéntica evolucién
que en anterior perioda.
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Experiencia n° 33

Se emplea como base sb6lida Agar-Suero. Como medio de
cultivo MTH - 11. Fase gaseosa CO, 10%; N, 85%; O, 5%. Se par
te de 12 cisticercos, procediéndose para su almacenamiento,
diseccibn, digestidn y forma de eliminacibén de la masa cisti-

cercal, de igual forma que en las precedentes experiencias.

A los 3 dias se pasan a los frascos de cultivo.

7° dia, se visualizan los canales excretores con lige-
ra ondulacién.

10° dia, canales excretores visibles y ondulantes.

13° dia, se observa inicio de bandeado.

23° dfa, se sacrifica el cultivo; no se aprecia més

evolucién que bandeado.

Experiencia n°® 34

Se parte de 10 cisticercos procedentes de caprinos y
ovinos. Para su preparacidn se procedid con igual metodologia

gue en las anteriores experiencias.

El medio empleado fue el MTH - 11.
Fase sdlida: Suero bovino coagulado.
Fase gaseosa: CO, 10%; N, 85%; 0O, 5%.

Al 3° dia se siembran en los frascos.

Al 2° - 4° dia de la desenvaginacibn se visualizan
los canales, miden 4 mm, de longitud media,
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Al 3°- 5°dfa, ondulacién de canales; 4-5 mm. de longi-
tud.

5°~ 7°dfa, bandeado; 10-12 mm. de longitud.

Al 7°- 10°dfa, segmentaci6n; 15-16 mm. de longitud.

Al 12°- 15°dfa, formacién del velum.

Al 18°- 20° dia, se observan condensaciones celulares
en el interior de los anillos. Presencia de poro genital cerra-
do; 25-35 mm. de longitud.

Al 35°dfa, 35 - 40 mm. de longitud.

Al 40°dfa, se sacrifican para tincibn y estudio micros

cbpico posterior.
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Foto n°l14. Escolex desenvagmado,+ , zona por'donde se realizard
. la separacién.esponténea de la masa posterior.

Foto n°15. Masa posteribr; ,el esoolex ;yé‘,.'Se haseparado esponténea-
mente.
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Foto n°16. Se observa el estrechamiento existente en el
cuello del cisticerco, antes de realizarse
la separacifn del escolex de la masa poste-
rios, - ‘

Foto n° 17.Se aprecia la zona de "rotura", en un esclex
ya libre de la masa posterior. Puede observar
se una zona donde la cuticula se adelgaza has
ta desaparecer (100x).
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Foto n° 18, Cultivo Taenia hydatigena. ‘
'Visualizacib6n canales excretores. Aparecen
ligeramente ondulante.
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Foto n° 20.Cultivo Taenia hydatcgena.
. Segnentac16n. e

Foto n° 21, Cultivo .Taenia hydangena.
~ Segmentacién, formac16n estrébilos.
' Visifn global.
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- Foto n°22,cu1tivo,' Taenia : hy‘da,tigénd’.”]
' Formacifn del velum (100x) = .

Foto n°23;Cultivo Taenia hydatigena.-
Velum formado y poro genital.
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5,1,- DiscusiON DE FASCIOLA HEPTACIA.

Experiencia n°® 1

Las metacercarias libres se obtuvieron siguiendo el
procedimiento del tratamiento enzimidtico de las metacercarias

enquistadas.

El medio empleado fue NCTC 135, sin aditamento alguno

a pH 7,2, y como fase gaseosa: CO, 10%; N, 85%; O, 5%.

Se obtuvo una supervivencia m&xima de 4 dias.

El medio de cultivo absorvido, muy rico en amino&cidos,

vitaminas, etc., no fue suficiente para mantener el metabolismo

de las fasciolas jbvenes. A/pesar de ésto, en el medio doblaron
el tiempo de supervivencia al logrado por WIKERHAUSER y col.
(1967) (156) en solucibn salina Hedon-Fleig, lo que prueba

la mayor riqueza del medio y la insuficiente absorcién de estos

trematodes, para continuar su desarrollo.

Experiencia n°® 2;
v

L]

Las metacercarias libres se obtuvieron por idéntico

procedimiento al descrito anteriormente.

-~

El medio de cultivo fue TC 199.

Como fase gaseosa: CO, 10%; N, 85%; O, 5%.
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Lograron sobrevivir 3 dias.

El medio empleado en esta ocasibén fue menos completo
gue en la anterior experiencia. Si tenemos en cuenta los resul-
tados de WIKERHAUSER y col. (1957) (156) con el medio de culti-
vo A, y los obtenidos por nosotros con TC 199, veremos una
gran similitud, por otra parte, haremos constar qgue un medio
y otro son empleados habitualmente para el cultivo de células
Hela, por lo gue suponemos tengan ambos una semejanza en cuan
to a nutrientes se refiere, pero insuficiente para la evolucidbn
de Fasciolfa hepdtica.

Experiencia n°® 3

Las metacercarias libres fueron obtenidas tras el tra-

tamiento enzim&tico de las metacercarias enquistadas.

Como medio de cultivo se empled: NCTC 135 m&s 30% de
suero fetal, gaseado todo con mezcla CO; 10%; N, 85%; O, 5%.
Lograron sobrevivir 8 dias. En este caso, el suplemento del
30% de SBF contfibqyé a la mayor prolongacién del tiempo de
cultivo, no siendo suficiente afin, a pesar de este suplemento
nutritivo, para mantener un prolongado cultivo. Al poseer Fas-
ciola hepdtica, afin en sus fases juveniles, un aparato digesti-
VO aunque no totalmente desarrollado, nos indicaria que la
absorcién de nutriéntes la hace, prioritariamente, por ingestibn,
como posteriormente veremos, y, tal vez de modo particular pa-

ra ciertos nutrientes por absorcidn cuticular.
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Experiencia n° 4

Las metacercarias libres empleadas fueron obtenidas

por idéntico procedimiento a las anteriores experiencias.

El medio de cultivo empleado fue TC 199 m&s un 30%
de SBF inactivado.

Como fase gaseosa se empled: CO, 10%;N, 85%; O, 5%.

Lograron sobrevivir 7 dias.

En esta experiencia vemos que, como en la experiencia
n°2, el TC 199, al ser menos rico, los nutrientes absorbidos

no son suficientes como para permitir un prolongado aporte

nutritivo para el desarrollo de las adolescarias.

Experiencia n°® 5

I.as metacercarias libres fueron obtenidas tras trata-

miento enzimaticd”

Como medio de cultivo se emple6 MFH - 1, como fase
liquida .

Fase gaseosa: CO, 10%; N, 85%; O, 5%.

Fases s6lidas se emplearon:
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Agar-Plasma (A-P)
Agar Panmede al 2% (A-Pm)

Agar Higado de buey al 2% m&s un 5% de sangre humana
(A-H-San) .

La supervivencia m&xima fue de 8 dias para las tres

fases sblidas, aunque a partir del segundo dfia observamos una
ingestién y permanencia de las fases s6lidas en el intestino

de las adolescarias, en las cuales se introducian, con lo cual

observamos la necesidad de una fase s6lida que pudiera ser

ingerida por los vermes.

Experiencia n° 6

anterior

liquida.

cremento

Las adolescarias fueron obtenidas de igual manera a la
experiencia.

Como medio de cultivo se empled MFH - 1, como fase

Como fase s6lida: Agar-Sangre al 20%.

La fase gaseosa fue idéntica a la anterior experiencia.

[N

Se logrd una supervivencia de 8 dias, logrando un in-

de tamaﬁo'de 45y sobre el tamano inicial.
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Experiencia n°® 7

Las adolescarias se obtuvieron tras el procedimiento
de Dixon modificado (a).

El medio de cultivo se componia de:
MFH - 2 como fase liguida.
Como fase s6lida: Agar-Sangre humana al 5%.

Los parédsitos sobrevivieron 13 dias, llegando a un

tamafio de 210u. (se partié de una longitud media de 180u).

A partir del 10° dia se observ6 una fuerte contamina-

cién bacteriana, por lo que se desechd.

El objeto de cultivar F. hepdtica en medio con fase
s6lida Agar-Sangre, esté basado en los trabajos de JENINGS vy
col. (1954) (1955) (53) (54), los cuales, mediante is6topos,
trabajando 4n v{ivo, llegaron a la conclusibn de que Fascdiola
hepdtica en su fdsg'hepética (no biliar) ingieren grandes can-
tidades de glébulos rojos.

Experiencia n° 8

En esta experiencia se repitid exactamente la expe-

riencia anterior.
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Al 3er. dia aparecidé una fuerte contaminacibn, obser-
vdndose la misma en la sangre humana. Siendo comprobada en
medio Saboureaud.

Experiencia n°® 9

En esta experiencia se empled el medio MFH - 3, medio

con mayor cantidad de aditivos y, por tanto, teSricamente méas
eficaz.

Como fase gaseosa: CO 10%; N2 85%; 02 5%.

La fase sdlida, asimismo, fue enriquecida: Agar-San-
gre al 20%.

Las metacercarias libres tenian un tamano inicial me-
dio de 175u.

Al 4° dia aparecieron precipitaciones mucosas sobre
la fase sb6lida. El medio fue cambiado r4pidamente, penséndose
en contaminacibnide algln tipo.

Al 7° dia las precipitaciones floculentas volvieron
a aparecer, sacrificdndose el cultivo. La mayor parte de las
adolescarias aparecieron en la fase sb6lida, con el intestino

repleto de la misma y con una longitud media de 250u.

Si bien en esta experiencia se consiguid senalado

crecimiento de los pardsitos, debemos entender que, por alguna
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razén no determinada, quizd el extracto hep&tico, se origina-
ron precipitaciones que consideramos, provisionalmente, como
no deseables.

Experiencia n° 10

El medio de cultivo fue idéntico a la anterior expe-
riencia. El medio se renov® cada dos dias, al objeto de evitar,

en lo posible, las precipitaciones provenientes del medio.
Se sacrificd el cultivo el dia 8°, ya que las preci-
pitaciones acumuladas, que no habian podido arrastrarse con

los cambios de medio, eran muy intensas.

El tamaho medio fue de 250y, se increment§, pues, el ta
mano en 75y en los ocho dias de cultivo.

Experiencia n° 11

El medioide cultivo fue MFH - 3 - suero equino inac-
tivo (1:1) como fase liquida.

Como fase gaseosa y sblida se utilizaron ‘las mismas

que en la experiencia anterior.

Se sacrificaron el 10°dia, también a causa de las pre
cipitaciones, aunque éstas fueron menos acusadas en los cuatro

primeros dias, por lo que se pensd en una inestabilidad de al-
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gin componente del medio de cultivo.

Se logr6 una longitud media de 260u en los diez dias
de cultivo, con un incremento de 90u.

Experiencia n° 12

El medio de cultivo fue el MTH - 4, como fase liquida
Fase gaseosa: CO, 10%; N, 85%; O, 5%.

Como fase sblida se prepard un sustrato, en la base
del frasco, de glbébulos rojos humanos sedimentados. Se logrd

una supervivencia de 13 dias, con un tamano medio de 260u.

A partir del 3°dia se observd la presencia de glbbu-
los rojos ingeridos, apareciendo el intestino de los vermes
negro en algunas regiones, gquizd por derivados de la hemoglo-
bina.

Al 12°dia se observd contaminacibén bacteriana presen
te en los glbébulos rojos. A pesar de los lavados con antibid-

ticos, al dia siguiente murieron.

N

Experiencia n°® 13

Al observarse el menor crecimiento en el medio ante-
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rior, de nuevo se intentd suplementar el medio con un extrac-
to de hfgado de ratdén, para lo cual se prepard el medio MFH -
5. \

Se realizaron dos series de experiencias. En la pri-
mera de ellas se le agregd el 0,05% de gldbulos rojos de car-
nero lavados en solucibn Alserver.

En la segunda serie no se le agregd nada. Observéan-
dose:

Primera serie: la supervivencia fue de 4 dias, obser-
vdndose, a partir del primero, gran cantidad de precipitacio-
nes. El intestino aparecia lleno, a partir del segundo dia,

de glbbulos rojos.

E}H la segunda serie: sobrevivieron, tan sb6lo, un dia.
Al dia siguiente de la siembra, se les observd muertas y con

gran cantidad de precipitaciones.

Las precipitaciones las entendemos como una inestibi-
lidad de las proteinas hepdticas en solucién a pH 7,2, pH del
medio de cultivovEAl precipitar debe cambiar algln factor fi-

sicoquimico del medio con lo que los vermes mueren.

A pesar Qel poco tiempo de mantenimiento en esta expe
riencia es destacable el efecto, al parecer, beneficioso de la
ingesta de glébuloé rojos en la supervivencia con independencia
de otros factores limitantes. Creemos sugerente resaltar que
los hematies succionados por la ventosa bucal deben arrastrar

medio de cultivo, siendo, también, posiblemente asimilado

por estos helmintos.
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Experiencia n° 14

Las metacercarias libres fueron obtenidas por el tra-

tamiento de Dixon modificado (a) de las metacercarias.

Como medio de cultivo se empled suero equino inacti-
vado, con un suplemento de glébulos rojos de carnero lavados
en solucién Alsever. Tanto el suero como los glébulos rojos,

eran adquiridos en la casa Llorente.

Como fase gaseosa se empled CO, 10%; M, 85%; 0, 5%.
Se logrd una supervivencia de 103 dias.

Las metacercairas libres inicialmente median 170p de
media, llegando, al final de la experiencia, a una longitud
media de 6621 con un miximo de 810u.

Hasta la fecha, la mayor supervivencia la habian lo-
grado WIKERHAUSER y col. en 1968 (157), en 29 dias, sin mencio
nar en sus trabajos el tamano alcanzado al final de la expe-
riencia.

El medio de cultivo empleado en la experiencia de WI-
KERHAUSER y col. fue un medio monoxénico, compuesto de: célu-
las testiculares de becerro en un medio liquido de Lactoal-
bGmina hidrolizada 0,5% y un 15% de suero de ternera, disuelto
todo en solucién de Hank. El medio de cultivo, como antes de-
ciamos, era monoxénico, interviniendo células vivas de mamffe-
ro.




203

A. OSUNA CARRILLO DE ALBORNOZ y GUEVARA-P0OZO (1973)
(73) (1974) (74), consiguieron una supervivencia de 54 dias
y un tamano méximo de 700u en el mismo medio empleado por no-

sotros en la experiencia que nos ocupa.

Por otra parte, en ningGn caso se logrd con este mc-
dio una evolucidn superior al tercer estadio evolutivo descri-
to por B. DAWES (1961) (22) (1963) (23) Lamina p.1ll7,en que
aparecen las ramas intestinales segundas e inicio de la for-
macidn de las terceras ramas. La evolucidén genital no pasd
de dos masas diferenciadas en la parte posterior del animal,
que interpretamos como testiculos. En los bordes del verme,

a partir del dia 54, aparecieron condensaciones celulares i
que podria interpretarse como inicio de los vitelbgenos. Las
fasciolas obtenidas, tras el cultivo, son semejantes a las
obtenidas en el caso de un parasitismo errdtico de fasciola,

que se alojan en las vias linféticas del animal, DAWES (1963)
(23)

Esto nos demuestra que, si bien el medio empleado per
mite supervivencia y cierto desarrollo del paré&sito, no es el
6ptimo, como sucede «n vivo cuando F. hepdtica yerra su loca-

lizacién especifica.

N

Experiencia n° 15

Se repiti6 exactamente la experiencia n°l4, sobrevi-
viendo las adolescarias 96 dias, llegando a medir 570y de me-

dia, con tamafio miximo de 790 y minimo de 550p. La longitud
inicial fue de 170u.
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Como en las dos anteriores experiencias, las fasciolas
jévenes crecieron, aunque tampoco al ritmo que en las primeras
etapas de su vida lo hacen 4in v4ivo. El medio es, al parecer,
suficiente para permitirles un metabolismo que las dejara vi-
vir y sufrir una evolucidn especialmente de crecimiento, pero

sin adquirir el ritmo evolutivo normal del parésito.

Experiencias nos. 17 y 18.

En sangre normal (no inactivada) mueren en 24 horas.
Pensamos que podria ser debido a un fenbémeno inmunolégico; a

las 24 horas aparecieron flotando sobre el medio.

Experiencia n° 19

El cultivo empleado fue sangre de conejo, obtenida
por puncidn en la vena marginal de la oreja, mantenida a 4°C

+2€, durante 21 dias. La sangre no fue inactivada.

Las metacercairas libres fueron obtenidas tras el tra
tamiento de las metacercarias enquistadas con el procedimiento
de Dixon modificado (a), midiendo en el momento de la siembra
170u de longitud. _

Sobrevivieron 8 dias, midiendo el 6°dia y 8°dia 275u

de media y 315u de media respectivamente.

El 7°dia fue cambiada la sangre por otra recién extrai



205

da del donante, muriendo al dia siguiente. Este fendmeno pode-
mos interpretarlo como causado por un fenbémeno inmunoldgico:
Después de largo almacenamiento en nevera, posiblemente al-
gGn factor, quiz& el complemento, se altere, cosa que no ocu-

rre en el segundo caso actuando 4n v{tro y matando a las fas-
ciolas en cultivo.

Experiencia n° 20

Se emplearon adolescarias de 170u, obtenidas por el
procedimiento de Dixon modificado (b).

Como medio de cultivo se emplearon el MFH - 7; MFH -
8; MFH - 9, empleando glébulos rojos de carnero (Llorente).

Durante los tres primeros dias se mantuvieron en sue-
ro equino-globfilos rojos, simulando, asi, la migracibén a tra-

vés de la cavidad general.

Al tercer dia fue cambiado el primitivo medio, sustitu
yéndose por el MFH - 7; MFH - 8; MFH - 9; a todos los frascos

se les agregd un 0,05%/ml. de glbébulos rojos de carnero (Llo~
rente) .

[N

En el medio MFH - 7 aparecen los glébulos rojos li-

sados y las adoleséarias muertas y flotando en los medios.

En el medio MFH - 8, sobrevivieron 18 dias, alcanzando
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una longitud de 340u de media. Al 17°dia se sustituy6 estc me-

dio por el MFH - 9, muriendo al siguiente dia.

En el medio MFH - 9 murieron al dia siguiente de la
siembra.

La modificacién al medio NCTC 135 estuvo en todo ca-
so de acuerdo con las concentraciones vitaminicas mostradas
por las tablas Geygi. Los medios MFH - 8 y MFH -9 tuvieron en
com@in con el MFH - 7 sblamente la modificacién vitaminica del

medio comercial.
La muerte en los medios MFH - 7 y MFH - 9, quiz& se

deba a fenfmenos osmbéticos, por haber suplementado los medios

originales con glucosa, vitaminas y otros nutrientes.

Experiencia n°® 21

En esta experiencia se probaron los medios MFH - 8
"y MFH - 10.

' Las metacercarias fueron obtenidas por el procedimien
to modificado de Dixon (b), midiendo inicialmente 170u de me-
dia.

Fueron mantenidas, durante tres dias, en suero eguino

‘mas glbébulos rojos, tras lo cual se pasaron a los medios.

En el medio MFH - 8, viven durante 12 dias, contami-
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ndndose el onceno dia por levaduras presentes en los gl&bulos
rojos. E1 dia de la siembra midieron 202y de media. El1 decimo-
segundo dia midieron 330y de media.

En el medio MFH - 10 sobrevivieron 14 dias, muriendo
por contaminacidn presente, como en el medio anterior, en los

glébulos rojos. En el momento de la siembra midieron 204y de
media.

El decimocuarto dia midieron 550p de media, con un

médximo de 630y y un minimo de 530u.

El dia decimotercero aparecieron inicios de las ra-
mas intestinales secundarias y separacién de las ramas intes-
tinales. '

En este iltimo medio mostraron mds répido desarrollo
de los logrados hasta entonces, aunque, en todo momento, en
el medio aparecié una abundante lisis de glébulos rojos, fenb
meno al que no le encontramos mis explicacibén que la posible-
mente debida a una inestabilidad ocasionada por los componen-

tes del medio sobre las membranas de los eritrocitos.

Experiencia n°® 22

Dada la relativa frecuencia de infecciones prenatales
por Fasciofa hepdtica en el ganado, y en algunos casos en el
hombre (von K. ENIGK-D. DUWEL (1959) (148)), y la necesidad

que tienen para ello los pardsitos de atravesar la placenta
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y alimentarse algfin tiempo de ella, nos sugirieron la posibi-
lidad de emplear extractos de este organo como suplemento
de los medios de cultivo.

Por otra parte, es conocido el gran acimulo de sus-
tancias, tanto nutritivas como hormonales, que en la placenta
se acumulan o sintetizan (HORMAN-LEMTIS (1967) (47)). Sin &ni-
mo de profundizar en el tema, citamos algunas que han sido
comprobadas y aisladas, y otras de las gque simplemente pare
ce haberse detectado una actividad en los extractos placen-

tarios humanos:

DECLERCK, P. (1958) (25) demuestra, en cultivos ce-

lulares de placenta, unas altas concentraciones de estrbgenos.

HUFFMAN, THAYER .y DIOSY (1940) (49) aislan, de placen
tas humans, Estradiof, hormona gue también aparece en el fali-
culo de Graaf y en la época de maduracién del &vulo.

Esthona. EASTERFELD y col (1938) (154) la aisla de

placentas humanas.

Ed tniol. Esteroide que es transformado por el feto en
sulfato de 3 estriol, que retorna a la placenta donde se acumu
la (van de WIELE y JAILER (1959) (145)).

SCHMIDT-ELMENDORFF (1961) (93) en placentas libres de
sangre encontraron 100,7 +16,03y de Estradiol, 180 *16,0y de
Estridlry 40,8+15,1y de Estrona por Kg. de placenta. Asimismo,
hablan de que el extracto conservado a 14°C, durante 3 a 25

horas, aumentan los estrdgenos.



KAUFMANN (1955) (59) ve que la placenta produce Pro-
gesterona. El lugar de su formacidn seria el revestimiento
plasmoidal de las vellosidades. Se comprueba la produccidn has
ta el final de la gestacién, produciendo: 1,56 a 2,66y por grg
mo de placenta.

También, existen productos metabdlicos de la misma,

como la 20a de hidroprogesterona y 208 de hidroprogesterona.

STARK y V0SS (1957) (128) ven gue 30 gr. de placenta
sin tejide conjuntivo poseen una unidad en el test de la cres-
ta del gallo. Parece, pues, gue estos andrégenos procedan de
la sintesis de estrégencs o bien del propio feto.

STAMMLER (1954) (127) encontrd cortisona,cortisol v
otros, con valores de 90y le cortisona, 45y de 11 de hidrocor-

ticosterona 4y de hidroxicortisona y 3y de aldosterona.

SAWASAKI y col. (1954) {91) demuestran gue 100 gr. de

placenta equivalen a 26 gr. de corteza suprarrenal.

JOHNSON y HAINES (1952) (57), tras inyeccidbn de extral
tos placentarios a ratas, producen en €stas actmulos de ¢lu
cdgeno en higado equivalentes a los gue se producirian con

0,45 my. de hidrocortisona.

Adenss de estas sustancias, aparecen €n la placentz
una serie de sustancias proteicas con actiwvidad estimuladora
del crecimients celular. Asi se han aislado de lIiguido amniiti-
co, del suere fetal, del higado fetal, de placenta y de tejilaos
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hep&ticos y gastrointestinales, de adultos con tumores, una
aglobulina (afetoproteina) cuya misidn, al parecer, estimula
la divisibén celular.

Como hormonas de naturaleza proteica y origen placen
tario se han aislado fundamentalmente dos: la gonadotropina
coriénica (H C G), aunge su produccidn disminuye progresiva-
mente hasta el momento del parto (K.J. CATT) (1973) (15), y
la Somatotropina coriénica humana (H C S), &sta tiene una ana
logia estructural con la hormona del crecimiento hipofisaria
humana (H G H). Aunque no posee la misma actividad biolbgica,
tiene reaccibn cruzada con la (H G H). En el momento del par-
to hay unas tasas de varios mg/ml de sangre. Parece tener
una actividad biol6gica haciendo que el feto consuma glucosa,
aunque no se descarta la posibilidad de que actle como la
H G H para el feto (K.J. CATT) (1973) (15).

Aparte de estas dos hormonas, se ha descrito para los
extractos placentarios actividad (T S H), (S T H), Histamina,
Cloruro de Colina, etc. entre otras (HORMANN-LEMTIS) (1967)
(47) .

Todo ésto nos indujo a emplear los extractos placen-

tarios como parte de medios de cultivo.

El empleo de placentas humanas fue debido a su facili
dad de obtencidn.

Se parti6é de metacercarias libres obtenidas por el
procedimiento de Dixon modificado (b), con una longitud incial
de 175u de media.
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Durante dos dias se mantuvieron en SBF mis gl&bulos
rojos. Transcurrido este tiempo, se transfirieron a tres fras
cos con el medio de cultivo. Se consiguid una supervivencia de
83 dias, muriendo por corte de fluido eléctrico.

Al 3°dia miden 260u de media.

Al 15° dfa miden 633,3u de media.

Al 21° dia miden 1060u de media.

Al 26° dia miden 1270u de media.

Al 27° dfa miden 1315u de media.

Al 33° dia miden 1375y de media.

Al 40° dia miden 1700y de media, con miximo de 2150u
y minimo de 1300y.

A partir de este dia fue imposible medirlas bajo el
microscopio invertido, ya que a 100x, se salian del campo y con
los continuos movimientos, la operacibén se hacfa dificil, pu-

diendo conduc irnos a error.

Al 83° dfa, tras tefiirlas, poseen un tamano de 2600u
- de media, com midximo de 3600y y minimo de 1500u.

La evolucién mostrada fue, en las priheras fases del
cultivo, casi paralela al desarrollo 4n v{tro en infestacio-
nes experimentales en ratén (B. DAWES (1963) (23)), estabili-
z&dndose, posteriormente, su evolucidn como muestra. la Gr&afica

pag. 124,

Al 11° dia aparecen los inicios de las ramas intestina

les secundarias.



Al 20° dia

secundarias.

Al 30° dia
ramas intestinales,

Al 40° dia
bolsa del cirro.

Al 83° dia se logra el estadio 5 - 6 de Dawes del de-
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aparecen formadas las ramas intestinales

se aprecian completamente formadas las

secudarias y terciarias.

se aprecia lo que pudiera ser inicio de la

sarrollo 4n vitho en ratdn.

Los estudios de la relacidn de medidas

Distancia ventosa ventral / Poro excretor _ R

Distancia ventosa

bucal / ventosa ventral

dieron los siguientes resultados:.

Al
Al
al
al

Al
al
al

Lo

da 4in vivo,

2° dia

15° dia
21° dfa
33° dia
37° dia
43° dia
83° dia

PR EEERERE

'3

4,4 - 4,6 en las de miximo ta-
mano.

gue nos muestra una evolucidn parecida a la mostra

siendo considerado este parfimetro como indicativo

de la auténtica evolucibén de crecimiento y desarrollo de las

fasciolas j6venes.
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Debemos hacer constar que los resultados de esta expe
riencia constituyen la m&xima evolucién lograda hasta el momen

to Ln vitro.

C. DAVIES (1945) (20) da cuenta de un crecimiento de
1,2 mm. tamafio doblado en nuestras experiencias, y aparicién
de ramas intestinales, aunque no aparece en el cultivo de DA-
VIES evolucibén genital, mientras que en nuestros cultivos,
aungque no se logra la madurez sexual, si aparece un ovario
primitivo, gl&ndulas de Mehlis y bolsa del cirro, aunque no

todavia funcionales.

Por tanto, parece deducirse que alguno o algunos de
los componentes presentes en lé-placenta humana, inducen en
Fascdiola hepdtica 4in vitho una evolucibn desde metacercaria
liberada a fasciola preadulta (estadio 5-6 de B. Dawes (1963)
(23)).

Experiencia n°® 23

El medio empleado fue SBF inactivado.

Las metacercarias se desenguistaron por el procedimien
to de Dixon modificado (b), preSentandO una longitud media de
175u.

‘ Sobrevivieron 70 dias, logré&ndose una longitud media
de 560u.
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A los 40 dias de cultivo mostraron mayor tamafo de
las cultivadas en suero equino (SE) en la experiencia n°14.
Luego, a partir de este dia, fueron creciendo mis lentamente,
siendo el tamaho final menor que el conseguido en la experien-
cia n°® 14. Esto, en principio, resulta un poco extrano, ccb-
mo explicar gue en suero fetal, donde existe estimuladores
del crecimiento y reproduccibn celular, las adolescarias lle-
gan a crecer, al final de la experiencia, menos que las cul-
tivadas en suero equino normal?. Como ya hemos visto en las
primeras etapas, crecen mas répidamente las cultivadas en SBF,
guiz§ éste, aporte en las primeras etapas de desarrollo esti-
muladores del crecimiento, no siendo asi cuando se ha alcan-
zado un cierto nivel, mientras el (SE) tal vez sea m&s esta-

ble en cuanto a suministro de nutrientes se refiere.
Tampoco debemos olvidar las enormes variaciones que

poséen los sueros, incluso del mismo donante, en cuanto a va-
lidéz en los cultivos se refiere CLEGG (1974) (17).

Experiencia n°® 24

Las metacercarias libres fueron obtenidas por el pro-
cedimiento de desenguistamiento habitual, midiendo, en el mo-
mento de la siembra, 180u de media.

Sobrevivieron 14 dias, muriendo a causa de contamina-

cién que pudimos detectar provenia del EEB empleado.

Se logr6 un tamafio de 298u de longitud media, con

médximo de 380u y minimo de 275.

.~
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A pesar de que la contaminacidén suspendié el cultivo
a los 14 dias, el crecimiento de las adolescarias fue menor
que el de las experiencias 14 y 23 en el mismo tiempo, lo que,
quizd, se deba a la misma razdn expuesta en la experiencia 23,
no todos los sueros tienen la misma riqueza, ni son igualmen-

te vdlidos para el cultivo.

Experiencia n°® 25

En esta experiencia se compararon los medios MFH - 11
y MFH - 12, con MFH - 11 mds insulina y MFH - 12 m&s insulina.

Las metacercarias fueron desenquistadas por el proce-
dimiento habitual. »

Medio MFH - 11

Sobrevivieron 10 dias, el‘medio presentd lisis de los
gl6bulos rojos a partir del dia 6°. ‘ '

Al 5°dfa la longitud media fue de 250u.

Al 7°dfa la longitud media fue de 334,1yu.

Al 10°dia la longitud media fue de 340u.

Las adolescarias murieron por contaminacibén bacteria

na.

Medio MFH - 11 mas insulina.
: VlVleron durante 10 dias
Al S°dia la longitud media fue de 252u.
Al 7°dia la longitud media fue de 317u.
Al 10°dfa la longitud media fue de 330u.

e B e s g aes .+ o -t
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‘Murieron por contaminacién, que procedi6 de los glé6-
bulos rojos de carnero adquiridos de un proveedor.

Medio MFH - 12.
Sobrevivieron durante 22 dias.
Al 5° dia la longitud media fue de 320u.
Al 9° dia la longitud media fue de 365yp.
Al 14° dia la longitud media fue de 375u.
Al 20° dia la longitud media fue de 476y.
Al 22°dia la longitud media fue de 480y.

Se sacrificd el cultivo.

Medio MFH - 12 mas insulina. ,
Al 5° dia la longitud media fue de 316u.
Al 9° dia la longitud media fue de 320y.
Al 14° dfa la longitud media fue de 360yu.
Al 20° dia la'longitud media fue de 436y.
Al 22° dia la longitud media fue de 445yu.

Puede comprobarse que la insulina, al menos en estos

medios, no parece influir sobre el crecimiento o evolucién de
las adolescarias de F. hepdtica, cultivadas 4in vithro.

Experiencia n°® 26

El medio de cultivo fue el MFH - 13.

El método de desenquistamiento fue el habitual pro-
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cedimiento de Dixon modificacién (b) .

En el momento de la misma siembra midieron 175p de
media. '

Sobrevivieron 38 dias.

Antes de pasarlas al medio de cultivo, después de tres
dias en SBF m&s gl6bulos rojos, dieron un tamano de 253u de
media.

Al dia 38°dieron un tamafio medio de 720u, con m&xi-
mo de 820u y minimo de 650u.

La evolucién mostrada fue la siguiente:

Al 2° dia,intestino repleto de gl&bulos rojos.

Al 8° dia; aparici6n de abultamientos en las ramas
intestinales primarias.

Al 20° dia, ramas intestinales secundarias perfecta-
mente formadas. ‘ |

Al 38° dia, iniciacidn de la formacibn de terceras ra

mas.

Desarrollo equivalente a 4° estadio de B. DAWES (1963)
(23). ‘

Murieron por contaminacién de los glébulos rojos del

lote empleado en el Giltimo cambio de medio.
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Experiencias nos. 27, 28 y 29

En estas experiencias se emplearon extractos placen-
tarios con cierta cantidad de meconio. Se emplearon metacer-
carias desenquistadas de 175y de longitud media, obtenidas
por los procedimientos habituales. Se mantuvieron, durante
tres dias, en SBF mas glbébulos rojos, dando un tamano de 250u
de media. Fueron pasadas a medio de cultivo compuesto de EPH
al 50% en solucidn de Hank, 50 ml.; SBF, 100 ml, las de la

experiencia n® 27 y al dia siguiente aparecieron muertas.

En la experiencia n°® 28, se empled medio MFH - 13

con placenta contaminada por meconio.

Al dia siguiente de la siembra murieron, apareciendo

flotando sobre el medio.

En la experiencia n°® 29, se emplearon metacercarias
libres obtenidas por el mismo procedimiento de las experien-

cias anteriores y con igual longitud media, 175u. .

El medio fue MFH - 14 con placenta contaminada por

meconio.
+ Al dfia siguiente de la siembra en este medio, tras
estar en suero bovino fetal, murieron, apareciendo flotando

en el medio.

La explicacidén de esta muerte stbita en estos medios,
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la encontramos, quizds, en el alto contenido en Bglucoronidasa
que poseen estas placentas (J.L.CUADROS, NAVARRETE y C. CHIUNG

(1976)) (19) (J.L.CUADROS (1976) (comunicacién personal)) (18)
o de otros compuestos catabdlicos, no determinados, presentes

en el meconio.

Quizd aquel enzima, actuando sobre la cuticula , al-

tere ésta y llegue a causar la muerte rédpida de estos helmintos.

5.2,~ DISCUSION SOBRE DESENVAGINACIGN DE CYSTICERCUS TENUICO-
LLIS. » | | |

Sobre la desenvagihacién de C. tenuicoflfis:Los re-
sultados obtenidos indican que T.hydatigena posee los mismos
requerimientos que otras Taenias para la desenvaginacién de

su cisticerco(C. tenulcollis).

Para su estudio hemos tomado unos intervalos de va-

. lores de tiempo mayores que los gue emplea D.W. FEATHERSTON
(1971) (35), ya que consideramos como desenvaginacién comple-
ta cuando el cuello de la fase larvaria est& totalmente dis-
tendido. Por otra parte, la observacidén durante 24 horas del
fenémeno controlaria las posibles reinvaginaciones a periodos
méds largos que los empleados por otros autores, fenémeno ob-
servado tanto por por J.D. SMYTH (1967) (112) como por FEATHERS
TON D.W. (1971) (35).
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5.2.1.- EFECTO DE LA TEMPERATURA DE ALMACENAMIENTO PREVIO.

Se han estudiado 6 diferentes temperaturas:

=-25°C; -10°C; 0°C; 4°C; 22°C; 40°C; y 53°C. El tiem-
po de almacenamiento fue, para todas las temperaturas ensaya
das, de dos horas.

Las dos temperaturas inferiores a 0°C )-25°C y -10°C),
producen, tras una descongelacién lenta, la muerte de los cis-
ticercos hemos demostrado, porque por el tratamiento de los
mismos con las soluciones enzimdticas, ninguno de ellos llegb
a desenvaginarse; digeriéndose, completamente, tras 24 horas

en la solucibén desenvaginante.

La muerte de los cisticercos, en estas condiciones,
puede ser explicada por la cristalizacién de agua en el inte-
rior de las células. Con la descongelacibn lenta se producen
fendmenos de recristalizacidn que originarfan la lisis celu-
lar (MAZUR y col. (1969) (68), citado por J. EGOZCUE (1971)).

Cuando después de mantenidos a bajas temperaturas
(=25°C y =10°C). fueron sumefgidos en solucibdn salina a 38°C,
al objeto de desconQelarlos lo m&s ripidamente posible, se
encontré: '



Almacenados a

A la
A la
A la

Almacenados a

A la
A la
A 1la
A la
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-25°C,
media hora y
segunda hora

tercera hora

-10°C.

1 hora el 8,3%.
el 83,3%.
el 100%.

media hora el 16,6%.

primera hora
segunda hora

tercera hora

Ningln cisticerco

el 58,3%
el 83,3%. o
el 100%. S

resultd digerido.

Puede entenderse esta diferencia de comportamiento

debida a la distinta velbcidad de descongelacibtn admitiendo

que las células de los cisticercos, intactos pueden estar

protegidas, quiz&, por los lipidos del lfiguido que los rodea,

o bien, por las mucoproteinas que contiene la cuticula.

La descongelacién ripida impide, en todo momento, el

fenbmeno de recristalizacidn.

Estos resultados esté&n de acuerdo con los obtenidos,
para el mismo cestode, por SWEATMAN y- PLUMMER (1957) (132).

Almacenados a

0°cC.

El mantenimiento de los cisticercos a 0°C durante
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2 horas y un posterior tratamiento , nos muestran que no su-
fren dano, efecto que podemos ver al llegar a completarse la
desenvaginacién en el 100% de los casos a las 20 horas, aun-

que si prolonga el tiempo de desenvaginacibén, puesto que:

A la media hora , primera, segunda y tercera
hora, el 25%.

A las 16 horas, el 75%.

A las 20 horas, el 100%.

Esta lenta respuesta a la solucibn enzimdtica puede
explicarse, en cierta manera, admitiendo que la desenvaginacibn
no es un proceso finicamente pasivo por la accibn de los enzi-
mas del medio, ni tampoco puede interpretarse como debido a la
accién de estos enzimas unida a los movimientos activos del
cisticerco, sino que, gquizis, junto a los movimientos activos
y a la accidén de los enzimas del medio, se pongan en funciona-
miento las hidrolasas &cidas de los lisosomas del cisticerco
(BOGISH, 1967) (9), ayudando, asi, a la lisis de los tejidos
gque rodean el escolex. Es posible que este fenbmeno quede in-—
terrumpido temporalmente por su permanencia previa a 0°C, re-

trasdndose, asi, la desenvaginacidn.

¢Por qué no pasa ésﬁos tras la congelacién a -10°C
y =-25°C y descongelacibn rdpida?. Porque en los probables fe-
némenos de recristalizacién puedan danarse algunos lisosomas
cuyos enzimas actfen tan pronto se eleve la temperatura.
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Almacenados a 4°C.

El tiempo que tardaron en desenvaginarse el 100%
de los cisticercos fue de media hora, como miximo.

Esta temperatura de almacenamiento fue empleada pa-
ra las experiencia de cultivo. '

Almacenados a 22°c.

A la media hora la desenvaginacién fue del 83,3%.
A la primera hora la desenvaginacidén fue del 100%.

Dado que la diferencia entre 83,3% y el 100% es re-
lativamente baja, quizd, esta temperatura no-influya decisi-
-vamente durante el tiempo de almacenaje en léé%propios cisti
cercos.

‘Almacenados a 40°C.

Se obtuvo a la primera hora el 58,3%.

A la segunda y tercera hora permanecié invariable el
mismo valor. |

A las 16 horas se obtuvo el 75%, permaneciendo inva-

riable hasta las 24 horas.

Este retraso y pérdida de desenvaginacién podrfa in-
terpretarse como debidos a un consumo de los nutrientes alma-
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cenados, por el mids alto metabolismo del cisticerco, durante
el almacenamiento sin recuperacibn posterior de los mismos, Y,
por supuesto, sin eliminacidn de los catabolitos. Estos fe-
némenos llegarian a ser fatales para un 25% de los cisticer-

cos.

Almacenados a 53°C.

No se desenvaginan, ésto indica que ocasiona esta

temperatura la muerte celular de las fases larvarias.

5.2,2.- INFLUENCIA., EN LA DESENVAGINACION DEL TIEMPO DE ALMA-
CENAJE EN CISTICERCUS TENUICOLLIS.

Durante todos los tiempos de almacenaje, la tempera-
tura fue de 4°C, a diferencia de D.W. FEATHERSTON (1969) (34),
que emplea temperaturas del laboratorio, 15°C + 3.

Dos horas a 4°C, para nosotros, es el tiempo 8ptimo
e ideal de almacenamiento, pues, en estas condiciones, se de-

senvaginan, a la media hora de tratamiento, el 100%.

Cuando los cisticercos permanecen almacenados un dia,

va la desenvaginacién es mis lenta, mostrando:
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A la media hora solo, el 75%.

A la primera hora, el 83,3%.

A las dos horas, el 91,66%.

A las dos horas y media, el 100%.

Cuando permanecen 4 dias, la desenvaginacibn es:

A las dos horas, el 66,6%.

A las dieciseis horas, el 100%.

Este valor, en el caso de una infestacibn 4n vdivo,
quedaria eliminado, ya que en este tiempo la ingesta habria
ya pasado por el intestino delgado.

Tras siete dias de almacenaje, se desenvaginan un
66,6% a las tres horas, permaneciendo este valor invariable
hasta las 24 horas.

Tras quice dias de almacenaje, no aparece desenvagi-
nacibn; todas, tras el tratamiento desenvaginante, quedan dige
ridas completamente.

Estos valores nos pueden sugerir una pérdida de viabi
lidad, y, en algunos casos, muerte, quizds por consumo de re-
servas durante el tiempo de almacenamiento, que, aunqgue dismi-
nuido a causa de la baja temperatura, son suficientes para
que, tras siete dias de almacenamiento, causen la muerte de

un 44,4% de los individuos.

Nuestros resultados, aunque a diferente temperatura,
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coinciden con los mostrados por DW. FEATHERSTON (1969) (34).

Este autor llega a la conclusidén de que 3 dias de
almacenamiento es el limite mé&ximo que pueden aguantar con via
bilidad para poder infestar c&nidos y obtener un 100% de segu-
ridad en la infestacién.

5,2.3,- EFECTO DEL PH EN LA DESENVAGINACION,

El valor de pH 6ptimo 4n v4tho, consideramos que es
el de pH = 7,2, en el que se obtiene el 100% de desenvagina-
cién a la media hora de tratamiento con la solucibén desenva-
ginante, permaneciendo este valor hasta las 24 horas de ini-
ciado el tratamiento. Este pH, segin comunicacién personal de
la Dra. SANCHEZ CAMPOS, aparece en el jugo duodenal de perros
mantenidos en ayunas, asi como en las paredes mucosas del intes
tino. J.D. SMYTH (1974) (121) emplea este mismo pH para la de-
senvaginacién de E. granulosbsus.

|
=)

pH

Este valor de pH aparece, aproximadamente, a las 6 ho
'ras de la ingesta, con una cqmida normal no grasa, en el jugo
duodenal .de perros con fistula duodenal, (SANCHEZ CAMPOS (comu-
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municacibén personal).

A la primera hora la desenvaginacibén es de un 66,6%
aumentando a un 83,3% a las dos horas,y completédndose al 100%
a las dieciseis horas. El valor de un 83,3% de desenvaginacibn
se acerca extraordinariamente al valor del 80% de cestodes de
esta en perros, a los tres dias de ‘la infestacién experimental
(FEATHERSTON (1969) (33)).

Dado que a las 16 horas ha transcurrido ya el tiempo
normal de permanencia de la ingesta en el intestino delgado
del perro, el valor del 100% de desenvaginacién ohtenido 4n
vitrno a las 16 horas no puede relacionarse con lo que ocurri-
rfa in vivo en similares circunstancias, dado que la fijacibn
de las tenias desenvaginadas tiene tan sblo lugar sobre la mu
cosa del intestino delgado y no en el grueso (D.W. FEATHERSTON
(1969) (33)).

Este valor de pH aparece en jugo duodenal tras la
ingesta. A este pH, en la primera media hora se desenvagina-
ron el 25%, manteniéndose este porcentaje hasta la segunda hora
en que asciende a un 41,66%.

A las 16 horas asciende a un 91,66%.

A las 24 horas fue siempre de un 100%.

La subida <n vitro del pH a 6, a las 16 horaé, la in-
terpretamos, quiz&, como consecuencia de la neutralizacidn por

los corpfisculos calcéreos.
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Como en el anterior pH, los valores de las 16 horas

hasta las 24 horas, no podemos relacionarlos con el fenbmeno
in v4ivo,

Consideramos este pH como el existente a la salida
del esfinter pilbrico (JERZY GLASS) (1970) (55).

A las 16 horas, aparece un 16,6%, llegando a
~las 20 horas a un 25%.

Este valor permanecié inmutable hasta las 24 horas.

El pH, en este caso, también, ascendid a 4,25 a las 16 horas.

Por tanto, consideramos que, dado que el mayor nfimero
de desenvaginacibn {n v{tho ocurre a la 1/2 hora a pH 7,2,
&ste debe ser el d6ptimo, al objeto de obtener el mayor nfimero
de ejemplares desenvaginados para experimetacibén y cultivo 4n
vivo, tal valor de desenvaginaciones debe ocurrir tras el con
tacto del cisticerco con la mucosa intestinal, o bien, cuando
el pH del fluido intestinal sube a causa de la secrecibn pan-
creitica y biliar, ya que la desenvaginacibén a pH = 7,2, préc

ticamente, es instanténea.
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5,2.4,~ EFECTO DEL OX{GENO DISUELTO EN LA SOLUCION DESENVAGI-
NANTE.

La solucién desenvaginante empleada en las experiencias
sobre efecto de diferentes soluciones en la desenvaginacibn,

fue la solucidn desenvaginante completa, H, ajustada a pH = 7,2.

Los niveles probados de O, disuelto son: 6,1 ppm,
3 ppmy 0,2 ppm.

6,1 ppm

A la media hora did el 100% de desenvaginacibn.

3 ppm.
A la media hora desenvaginaron el 97,22%, llegando al
100% a las 4 horas.

0,2 ppm.
A la media hora y primera hora no aparece desenvagi-
nacibén.

A la segunda hora aparece el 16,66%, subiendo a la ter
cera hora a un 33,3%, que permanece invariable hasta las 24

horas.

Estos resultados estédn de acuerdo con los obtenidos
para E, granulossus por J.D. SMYTH y col. (1967) (113).

Vemos que, a la concentracién de 6,1 partes por milldn
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de 0, disuelto em el medio, se obtiene, a la media hora, el
100% de desenvaginaciones. Hay que recordar que este mismo

porcentaje se obtuvo en la experiencia "efecto del pH en la
desenvaginacidén, pH 7,2". La explicacidén es que, en las con-
dicidnes de esta experiencia, el tanto por millén méximo de

0, disuelto, era precisamente de 6,1.

Cuando el tanto de O, por millén se bajd a 3, el por
centaje de desenvaginacibn alcanza, también,el. 100%,pero con

un retraso de tres horas y media.

Al descender hasta 0,2 el tanto por milldén de O, di-
suelto, sblamente se alcanza, como midximo, el 33,3% de desen-

vaginaciones, aln después de 24 horas de experiencia.

Nos parece indudable que la presencia de O, disuelto
en el medio es importante, y cuando é&sta se reduce dréstica-
mente, las desenvaginaciones son menos numerosas y mucho més
tardias. '

Los valores empleados 6,1 ppm, 3 ppm y 0,2 ppm, fue-
ron los de O, disuelto en la solucién desenvagianante completa
(H) .

0,2 ppm, fue el minimo valor obtenido tras el trata-

miento con Pirogalato sdédico.

‘ 3 ppm, fue el valor intermedio entre los valores ex-
tremos. ' '
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5.2.5,~ EFECTO DE LOS DIFERENTES ENZIMAS PRESENTES EN LA SOLU-
CION DESENVAGINANTE.

Soluciébn A (Hank)

Tras la digestibn pépsica‘-previa, en que los restos
de membrana de la vesicula fueron digeridos, los cisticercos
fueron lavados en solucidén de Hank, a pH = 7,2, tres veces,
al objeto de eliminar los restos de &cido y de pepsina. Tras
estos lavados, los cisticercos fueron pasados a solucibn de
Hank ajustada a pH = 7,2.

la 1/2 hora no se desenvagina ninguno.
la 1 hora se desenvaginaron el 16,6%.
las 2 y 3 horas, el 25%.

las 16 horas, el 50%.

las 18 horas, el 66,6%.

las 20 horas, el 66,6%.

las 24 horas, el 75%.

A

Algunas de ellas mostraron una desenvaginacifn par-
cial.

Tras la digestibn pépsica previa, vemos que los cisti
cercos pueden llegar a desenvaginarse en una solucién isoténi-

ca equilibrada, libre de enzimas, como es la solucibn de Hank.

Este fenbmeno podemos interpretarlo como si la pepsina
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actuara sobre las células del cuello que rodean el escolex, Y
tras los activos movimientos de la masa del cisticerco, que
preceden a la desenvaginaci6én, puede llegar a completarse &sta
sin la accidn posterior de otros enzimas.

La presencia de desenvaginaciones parciales nos mues-
tra la conveniencia de la accién dé los otros enzimas para la
desenvaginacién (D.W. FEATHERSTON (1971) (35)).

Soluciébn B (Pancreatina).

Asimismo, tras la digestibén pépsica y los posteriores
lavados, los cisticercos fueron tratados con solucién Hank, en
la que fue disuelta la Pancreatina. En esta solucifn los cis-
ticercos desenvaginaron: '

la 1/2 hora, el 0%.

la 1 hora, 31 8,33%.
las 3 horas, el 25%.
las 3 horas, el 50%.
las 16 horas, el 66,6%.
las 18 horas, el 75%.
las 24 horas, el 75%.

- A A B

Los cisticercos, en esta solucibn, se desenvaginan en
una mayor proporcidn, que en la solucibén anterior, a las 3 y
16 horas. Esto muestra una accién efectiva, aunque lenta, de
los enzimas que constituyen el conjunto de la Pancreatina.

Asimismo, nos muestra la necesidad de los otros componentes
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para una desenvaginacién totalmente efic&z.

Nuestros resultados no estdn completamente de acuerdo
con los obtenidos por D.W. FEATHERSTON (1971) (35). Este autor,
con un tratamiento geu consiste en la no diseccidn de los cis-
ticercos, tratamiento pépsico con pepsina 1:60.000 (0,025 gr.
- 30 minutos) y Pancreatina 0,03 ¢. disuelta en solucién de
Hank, consigue, en 90 minutos, una desenvaginacién del 70%.
Quizés, este pretratamiento pépsico mds intenso, condiciéne una
mis répida desenvaginacién.

Nosotros, en todo momento,hemos evitado los tratamien
tos enzimdticos intensos para, por una parte, poder estudiar
mejor el efecto del factor que nos proponemos estudiar, vy,
por otra, no alterar los cestodes para su posterior cultivo 4£n
vitro.

Solucibn C (Tripsina)

En esta solucidn, tras el tratamiento pépsico y los
lavados, se desenvaginaron:

A la 1/2, 1 y 2 horas, el 0%.

A las 3 horas, el 25%.

A las 16, 18 y 20 horas, el 58,33%.
A las 24 horas, el 75%.

Nos muestra que la Tripsina sola no es suficiente para
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la desenvaginacibén total. Nos encontramos, asimismo, cisticer-
cos con desenvaginaciones parciales.

La mayor proporcidén de desenvaginaciones en las pri-
meras horas, ocurrida con la solucidn B, parece indicar que,
en la desenvaginacidn, también actuan los diferentes enzimas

(lipasas, amilasas y proteasas) que componene la Pancreatina.

Aunque esta desenvaginacibén en solucién C, como en los
casos anteriores (en soluciones A y B) sea debida, en mayor

proporcibn, a los activos movimientos musculares del cisticer-
co.

Solucibén D (Bilis Canina)
En las dos primeras horas se obtiene el 0%.
A las 3 horas,el 25%.
A las 16 y 18 horas, el 41,66%.
A las 20 y 24 horas, el 75%.

En realidad,quizéds la bilis sb6lamente actlia como es-
timulante de los movimientos (BOGITSH (1967) (9)), por tanto,
de la desenvaginacidn, pero necesitando, en todo momento, de

la presencia de los enzimas.

La bilis sbla,seglin esta experiencia, no parece tener

ninguna accién decisiva en el fenbdmeno de la desenvaginacién.

1
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Solucibén E (Tripsina-Pancreatina)

la 1/2 hora, se obtuvo el 83,33%.} A
la 1 hora, el 83,33%. U
las 2 horas, el 83,33%.

las 16 horas, el 100%.

las 20 horas, el 100%. -

las 24 horas, el 100%.

I A

Nos puede sugerir esta experiencia lo que antes’apun-
t&bamos como la necesidad de un refuerzo enzim&tico - Tripsina
~ Pancreatina; que actuaria digiriendo parte de los tejidos
del cuello gue envuelven el escolex.

Solucibén F (Pancreatina - Bilis de Perro)

la 1/2 hora se obtiene el 25%.
la 1 hora, el 58,33%.

las 2 horas, el 58,33%.

las 3 horas, el 58,33%.

las 16 horas, el 100%.

las 18 horas, el 100%.

las 20 horas, el 100%.

las 24 horas, el 100%.

A A A -

El conjunto de los enzimas que constituyen la Pancrea
tina, junto con la bilis, estimulan la desenvaginacién en ma-

yor grado que los componentes aislados, lo que, en esta expe-
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riencia, determina el que con m&s rapidéz se alcance el 100%
de desenvaginaciones. '

‘Solucibn G (Tripsina - Bilis Canina)

la 1/2 hora no se obtiene desenvaginacibn
la 1 hora no se obtiene desenvaginacién
las 2 horas no se obtiene desenvaginacién.
las 3 horas se obtiene el 16,6%.

las 16 horas, el 83,33%.

las 18vhoras, el 83,33%.

las 20 horas, el 100%.

las 24 horas, el 100%.

L A A

El proceso es mds lento que en las soluciones anterio
res, €sto parece indicar la conveniencia de otros enzimas, no

proteoliticos, implicados en la desenvaginaci6n.

Asimismo, vemos que la bilis es s6lo un estimulante
del proceso.

Solucibén H (Desenvaginante completa).

Se obtiene, a la 1/2 hora, el 100% de individuos de-
senvaginados.

Con todo lo anterior creemos haber probado la necesi-

dad de todos los componentes que‘constituyen la solucién H,
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actuando de una manera conjunta, para la mixima eficacia en
la 'desenvaginacibn 4n v.itro del Cisticerncus tenuicollis.

5,2.6,- INFLUENCIA EN LA DESENVAGINACION DE UN TRATAMIENTO
PEPSICO PREVIO,

Los cisticercos, una vez extraidos de la membrana pe-
riquistica y lavados en solucidén de Hank, se colocaron en las
diferentes soluciones, probadas anteriormente para estudiar

la desenvaginacién, sin la accibn previa de la pepsina.

Soluciébn A (de Hank)

No se obtiene desenvaginacidén a las 24 horas de trata
miento. Ello nos indica la necesidad de un tratamiento pépsico,
previo, para lograr la desenvaginacién, al menos en el grado en
que se obtuvo en la experiencia "Efecto de los diferentes en-

zimas presentes en la solucidén desenvaginante. Sol. A".

Solucidén B (Tripsina en solucién de Hank).

No se obtiene desehvaginacién a las 24 horas.
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Esto indica la necesidad de una digestidn proteoli-
tica intensa, previa,quizi a nivel de los enlaces de los ami-
nbdacidos &cidos, siendo pues, insuficiente la realizada, so-
lo a nivel de los enlaces Lis-Arg. sobre los que act@a Gnica-
mente la Tripsina (LEHNINGER (1972) (61)).

Nuestros resultados no concuerdan con los de D.W.
FEATHERSTON (1971) (35), que obtiene un 10% de desenvaginaci6n

a los 10 minutos, aunque, posteriormente, los cisticercos se
reinvaginan.

Solucidén C (Pancreatina en solucién de Hank).

No se encuentra desenvaginacibén a las 24 horas. Nues-
tros resultados no concuerdan con los de D.W. FEATHERSTON
(1971) (35), empleando las mismas concentraciones por &€l sefa-
ladas.

Solucibén D (Bilis Canina en solucién de Hank).

‘No se encuentra desenvaginacibén a las 24 horas. A
pesar de que D.W. FEATHERSTON (1971) (35) emplea una concen-
tracibén de bilis 20 veces mayor no obteniendo, tampoco, desen
vaginacién en 90 minutos.



239

Solucibén E (Tripsina + Bilis Canina en solucién Hank)

la 1/2, 1 y 2 horas no se encuentra desenvaginacién
las 3 horas se obtiene el 8,36% de desenvaginacién.
las 16 horas, el 58,3%.

las 24 horas, el 66,66%.

las 28 horas, el 66,66%.

LA A

La accibn de la Tripsina digiriendo los prétidos, y
la bilis estimulan la desenvaginacién, aunque no con total efi
cacia.

Solucibn F (Pancreatina + Bilis Canina)

A la 1/2, 1 y 2 horas, el 0%.
A las 3 horas, el 41,66%.
A las 16 horas, el 66,66%.
A las 24 horas, el 66,66%.

La accibén de los diferentes enzimas de la Pancreatina
y de la bilis desencadenan la desenvaginacién en algunos cisti
cercos, aunque no llega a completarse el 100%.

Solucién C (Tripsina + Pancreatina en solucidn Hank) .

La conjuncibén del complejo enzimitico Pancreatina -
Tripsina, desencadena un fenbémeno ligeramente mis r&pido, pero
tampoco llega a completarse el 100%.



240

Solucidn H (Solucién Desenvaginante completa).

En esta solucidn (que, tras una digestibn pépsica pre

'via, se origina en 1/2 hora el 100% de desenvaginaci®n), ocu-
rre que a las 2 horas y 30 minutos desenvaginan el 16,66%.

‘ las 3 horas, el 41,66%.

las 16 horas, el 66,66%"

las 18 horas, el 66,66%.

las 20 horas, el 66,66%.

las 24 horas, el 66,66%.

LA A

De nuevo vemos la necesidad de una digestién pépsica
previa para obtener resultados de total eficacia.

Si bien, tanto en las soluciones de Tripsina - Pancrea
tina y Solucidén H completa, los restos de membrana del cisti-
cerco aparecen completamente digeridos, estas soluciones no
actian lo suficentemente como para estimular la desenvaginacién

de una manera répida como ocurre tras la digestién pépsica.

D.W. FEATHERSTON (1971) (35), empleando 0,1% de Trip-
sina, 0,1% de Pancreatina y 5% de Bilis, no encuentra diferen-
cias entre los no tratados con pepsina y los tratados, quizis,
se deba a la mayor concentracidén de bilis y sus efectos tenso-
activos,

Los resultados que aparecen variables de unos trata-
mientos a otros, con la misma técnica, quizd se deban a la va-

riabilidad de unos cisticercos a otros, pues, a pesar de tratar
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de homogenizar los lotes, es indiscutible que exista la varia-
bilidad indivual.

Por otra parte, vemos que la vesicula del cisticerco
no juega el papel que EDGAR S.A. (1941) (29) y WARDLE y MACLE-
VEL (1952) (150) indican para la desenvaginacién. La vesicula,
como indicdbamos anteriormente en Material y M&todos, fue en

todos los casos previamente eliminada en la diseccién.

5.3.- CUuLTIVO IN VITRO pg TAENIA HYDATIGENA

El origen de los cisticercos cultivados {n v{itro no:
evidencia,como posteriormente veremos, diferencias entre los
de procedencia ovina o caprina, hospedadores ususales y de fa
cil obtencidn en nuestra geograffia. A diferencia de lo encon-
trado por J.D. SMYTH (1973-1974) (118), (1974) (120),(1974)
(121) (122) y(1974) (123) en que, para E. granulossus, demues-
tra diferencia epidemioldgica para los quistes procedentes
de caballo y los procedentes de oveja.

Nosotros, repetimos, no encontramos diferencias en el
momento de cultivar la T. hydatigena, bien sea de cisticercos

obtenidos en caprinos o en ovinos.

Por lo demas, como apuntdbamos en la discusibn para

condiciones de la desenvaginacibén del Cisticercus tenudfcollisde
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T. hydatigena, es un pardsito con unos requerimientos biol6-
gicos muy parecidos, por su evolucibén, a otros ceStodes que po
seen el mismo hospedador definitivo (E. granulossus, T. sernia-
Lis, T. crassiceps, J.D. SMYTH y col;) (

Experiencia n° 1

El medio émpleado fueel MTH - 1, pH = 7,4.
Fase s6lida: Agar - Suero.
Fase gaseosa: CO, 10%; N, 90%.

Los cestodes empleados, una vez desevaginados, se co-
locaron en los frascos. S6lamente un ejemplar, de los veinte

utilizados, desprendid la masa del cisticerco.

Esto puede interpretarse, quiz&, como falta de consis
tencia de la fase sélida, no ofreciendo resistencia y por tan-
to apoyo mecénico después de la penetracién en la misma del es

colex.

La presencia en el medio de zonas opacas junto a los
escolex, nos sugiere un posible fenbmeno de digestién externa
por parte'de los escolex, fenbmeno observado por otros autores
para otros cestodes (J.D. SMYTH, MILLER & HOWKINS (1967) (113)).
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Experiencia n° 2

Medio de cultivo: MTH - 2, pH = 7,2 . .
Suero Equino coagulado.
Fase gaseosa: CO, 10%; N, 90%.

Los cisticercos fueron tratados, igual que en la ex-
periencia anterior, con solucidn de pepsina 1%, a pH = 2, tras
lo cual, se lavaron y se pasaroh a la solucibn desenvaginante
con Taurocolato sbédico en lugar de Bilis.

La masa del cisticerco se desprendié en un 30% de los
casos a las 48 horas. Este fenbmeno, como veremos en posterio
res experiencias, debe estar sujeto a varios factores:

a.) Una digestibén pépsica intensa.

b.) Una prolongada accién de los enzimas "intestina-
les"

c.) Una suficiente consistencia en la fase s6lida pa
ra permitir un apoyo suficiente tras la penetra-
cién del escolex; de esta manera, quiz&s activen

los movimientos, tanto del cuello como de la re-

gibén posterior del cisticerco, y facilitar, asi,

la "rotura".

J.D. SMYTH (1969) (116) sugiere que la "rotura” podria

estar influenciada tras el tratamiento enzim&tico en T. sendia-
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Lis.

Nosotros consideramos que este proceso {n v{ivo debe
verse grandemente facilitado por los movimientos tanto de la

mucosa como por los peristdlticos generales del intestino.

En esta experiencia obtuvimos, s6lo en las regiones
de los escolex libres, indicios de evolucibén a los once dias,
apareciendo visibles los canales excretores. El1 tamafio, a los
19 dias de cultivo, fue de 4 mm.

Experiencia n° 3

El origen de los cisticercos, en este caso, fue de
ovinos, a diferencia de las anteriores experiencias, en que
fue caprino.

El pretratamiento fue idéntico a la experiencia ante-
rior.

El medio de cultivo fue:

Fase liquida: MTH - 3; pH = 6,8.

Fase s6lida: Suero Equino coagulado.
. .Fase éaéeosa: CO, 10%; N, 90%;

Los cisticercos perdieron la masa posterior en un 32%.
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A las 48 horas de puestos en el medio de cultivo
aparecen vesiculas en las cuticulas de los cestodes. Se man

tuvieron hasta 12 dias en que aparecieron completamente lle-
nos de ellas y muertos.

La aparicibén de estas vesiculas puede deberse, en
primer lugar, al excesivo tiempo de almacenamiento (5 dias a
4°C) y quizé, a las 23 horas que se mantuvieron con el Tauro-
colato sb6dico de la solucibn desenvaginante.

Los cisticercos fueron mantenidos 5 dias a 4°C, al
objeto de ver si habfia alguna influencia en el desprendimien-

to de la masa posterior del mismo.

Experiencia n° 4

‘ Los cisticercos de esta experiencia tuvieron el mismo
origen, pretratamiento y tratamiento que en la experiencia an-
terior. Los escolex, en lugar de esperar a desprenderse, fue-
ron cortados al segundo dia, mostrando crecimiento, no ordena-

dos, a partir de las zonas de corte. A los once dias mueren.

Experiencia n°® 5

Los cisticercos empleados provenian de la cavidad ab-
dominal de caprinos. El pretratamiento y fase liquida fue idén
tica a las anteriores experiencias,



246

Como fase s6lida se empleb§ suero Equino, 5 ml. y San-
gre canina, 0,1 ml.

Solucidn desenvaginante con Taurocolato s&8dico, 1 ml.
Todo ello coagulado a 80°C durante 90 minutos.
Fase gaseosa: CO; 10%; N, 90%.

A las 18 horas aparece un 40% de escolex libres de la
masa posterior del cisticerco.

A las 36 horas aparecen muertas y con abundantes vesi
culas.

Este fenbmeno, como apuntfibamos anteriormente, puede
deberse al intimo y prolongado contacto de los cestodes con el
Taurocolato sbdico; quiz& el Taurocolato gque empleamos, como
posteriormente veremos en otras experiencias, contenga conta-
minantes de Desoxycolato s&6dico (caracteristica de las bilis
de los herbivoros). Esta sal, por otra parte, tiene propieda-
des liticas para el tegumento de E.granulossus segin J.D.SMYTH
(1962) (107); J.D. SMYTH y HASLWOOD (1963) (108). Posiblemente
T. hydatigena tenga un comportamiento similar al cestode utili
zado por SMYTH y col.

Experiencia n°® 6

Los cisticercos procedian de la cavidad abdominal de

ovinos.
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’ La digestidn pépsica se realiz6 con pepsina al 0,1%
con pH = 1,4, durante 45 minutos.

El resto del pretratamiento fue idéntico a casos ante
riores.

El medio de cultivo consistib:

Fase liquida: MTH - 4.
Fase sblida: Suero Equino coagulado.
Fase gaseosa: CO; 10%; N, 90%.

Se desprendieron de sus masas el 13,33% de los cisti-

cercos. Sobrevivieron 40 dias, no mostrando evoluciébn.

Se empleb6 una digestibn pépsica muy suave, al objeto
de ver su efecto en la pérdida de la masa posterior.

Como se puede apreciar en el resultado obtenido, efec
tivamente juega un importante papel, quizds digiriendo, afin
cuando el cisticerco estd sin desenvaginar, zonas del cuello
menos protegidas por los mucopolisacdridos de la cuticula. Evi
dentemente se puede apreciar una zona antes de la "rotura" més
estrecha en el cuello (Microfoto n°1l1l6). como asimismo, una zo-
na desguarnecida de la cuticula, tras la separacibén de la masa
del cisticerco (Microfoto n°®17). Esto nos indicaria, quiz§,

una zona de "rotura" preestablecida ya en el cisticerco.
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Experiencia n°® 7

Los cisticercos procedian de la cavidad abdominal de
caprinos. El pretratamiento idéntico a las experiencias ante-
riores, salvo en la digestién pépsica que fue al 0,1% con pH
de 1,4. Se realizd esta digestidén durante una hora y 35 minu-
tos. -

El medio de cultivo fue el MTH - 4 a pH = 7,1.

Fase sf6lida: Huevo total coagulado.
Fase gaseosa: CO, 10%; N, 90%.

A los dos dias en el medio de cultivo aparecen un 70%
de los escolex sin la masa del cisticerco.

A los 6 dias de cultivo aparecen muertas por contami-
nacidén.

En esta experiencia se observa, nuevamente, el fené-
meno de la "rotura" en un porcentaje mas elevado. La concentra
cibébn de pepsina y el pH son los mismos de la experiencia ante-
rior, pero no el tiempo de tratamiento, anteriormente 45 minu-
tos, y aqui una hora 30 minutos, lo que nos indica que, a igual
concentracidn pero méds tiempo de tratamiento, el efecto, en

cuanto a pérdida de la masa del cisticerco, es inferijior.

En esta experiencia se empleb como fase sflida el hue
vo total coagulado, esta fase es mas consintente, lo que, en

cierta manera, dificulta la penetracidén de los escolex pero fa
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cilita un punto de apoyo para separacién de la masa. Se empled
esta fase sb6lida al objeto de cambiar la base protéica, como,

asimismo, suministrar los lipidos que componen la yema del hue
Vo.

Experiencia n° 8

La procedencia y tratamiento de los cisticercos fueron
idénticas a la experiencia anterior.

te.' '

‘ El que aparezca el 80% de escolex libres lo interpre-
tamos como en la experiencia anterior.

A los 8 dias de cultivo crecen hasta 4-6 mm. de los

2 mm. aproximadamente que poseen los escolex inicialmente.
A los 13 dias de cultivo aparecen con bandeado patente.

A los 14 dias muestran los escolex (ventosa y rostelo),
acusados signos de degeneracidén ("hinchamiento") que interpre-
tamos, quiz&s, como una degeneracibén del mismo por causa de
una base s6lida muy compacta y, por tanto, muy inpenetrable,
tanto para la penetracidén de los escolex, como para la diges-
tibn externa y asimilacibén de productos de la misma por parte
del cestode.

El medio de cultivo fue el mismo empleado anteriormen - #:'
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’ A los 24 dias mantienen los mismos signos de evolucién
y degeneracidn.

A los 30 dias empiezan a aparecer mayores signos de

degeneracidbn, algunas aparecen muertas, llegando algunas vivas
hasta el dia 45-46.

Al 47° dia todas aparecen muertas.

No mostraron mayor evolucién de bandeado intenso.

Experiencia n° 9

Como consecuencia de los signos de degeneracién mos
trados por los cestodes, se probd una digestibn pépsica menos
intensa, con la cual, los cisticercos, de similar origen a la

anterior experiencia, fueron tratados con pepsina al 0,1%, du
rante una hora.

La fase liquida del medio de cultivo fue el MTH =~ 4
Como fase sb6lida: huevo total coagulado a 90°C, du-
rante 90 minutos.

Como fase gaseosa: CO, 10%; N, 90%.

A los dos dias se desprenden de sus masas . el 50%
de los escolex, permaneciendo este valor hasta el tercer dia
en que se colocaron sblo los escolex, en los frascos de cul-
tivo. Este valor de un 50% de desprendimientos estd en conso-

nancia de lo que antes apunt&bamos: a igual consistencia de
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fase sblida, desprenden mis escolex los que han sido tratados
con una digestibén pépsica mds intensa.

Los escolex, en los frascos de cultivo, no llegaron,
en ningGn momento a introducirse en las fases s6lidas.

~

A los 34 dias de cultivo, no mostraron signos de evo-
luciébn, se deshechd el cultivo.

Experiencia n°® 10

Como consecuencia de la no penetracibn de los escolex,'
se repiti6, exactamente, la experiencia anterior, preparando
una fase s6lida mas "blanda" con huevo total coagulado a 80°C
unos 60 minutos.

Se liberan de la masa del cisticerco el 41,66% de
los escolex, coloc&ndose los no liberados junto con las masas

libres en frascos similares a los de cultivo de los escolex.
A los 10 dias de cultivo se aprecia, en una de las
masas aisladas del escolex en la regibn del cuello, una zona

foli&cea aplanada.

A los 20 dias, en la zona anterior, se observa "ban-

deado", observandose, asi mismo, en algunos escolex.
Dia 30, aparecen burbujas en las cuticulas.

Dia 40, las burbujas ocupan la totalidad de los esco-

lex aislados.
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Dia 43, aparecen muertas. Los escolex aislados. Los

cisticercos no poseen mis evolucibén de la anteriormente sefia-
lada.

El fendmeno observado de "bandeo" en la zona foli&-
cea del resto de cuello en la masa libre, indicarfa una cier-
ta potencialidad de diferenciacibn por parte de algunas célu-

las que componen la referida zona.
La presencia de las deformaciones cuticulares, a la

vista de los resultados definitivos obtenidos en esta Tesis,

quizés, nos induzca a pensar en una inadecuada fase sélida.

Experiencia n° 11

Los cisticercos procedentes de la cavidad abdominal
de caprinos, tras los habituales pretratamientos, fueron tra-
tados con solucibn de pepsina 1% y pH 2, durante media hora,

tras lo cual se siguieron las manipulaciones habituales.

Los medios probados fueron:
MTH - 4 y MTH - 5, como fases liquidas.
Huevo total coagulado, como fase s6lida.

CO, 10%; N, 90%, como fase gaseosa.

A los 3-4 dias se aprecia en los dos lotes la pérdi-
da de la masa del cisticerco.
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A los 12 dias se les aprecia crecimiento en el medio
MTH - 4, mientras que en el MTH - 5 se les aprecia un ligero
"bandeado" en el mismo dia.

A los 14 dias en el medio MTH - 4 aparece ligero "ban
deado".

A los 17 dias se les aprecia,en el MTH - 4, burbujas
en las cuticulas y escolex anormates muy hinchados.

A los 19 dias las sacrificamos por poseer abundantisi

mas burbujas.

A los 24 dias en MTH - 5 miden unos 4 a 6 mm. con "ban
deado".

A los 30 dias las sacrificamos y se tineron, mostran-
do: un bandeado intenso.

J.D.SMYTH (1962) (107),(1966) (109),(1969) (115), (1973)
(118) (comunicacibn personal), (1974) (119) emplea en algunos
casos un 20% de liquido hydatidico para el cultivo 4in v{itro de
E. granulossus, sin emplear, en estos casos, suero bovino fetal.
Nosotros hemos preferido emplearlo al 10% con otro 10% de suero
bovino fetal en el MTH - 5.

Es curioso notar la mayor rapidéz de aparicibén de ban ,7“9 

deo en el segundo medio (MTH - 5), asi como la ausencia de bur
bujas, cuando, ademds, las fases sblidas empleadas y el suero
eran del mismo origen. Quiz&, lo que en la anterior experiencia
apunt8bamos -la inadecuada fase sb6lida- quede, en cierta forma,
compensada con algfin nutriente presente en el liquido del cis-
ticerco.
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Experiencia n°® 12

Los cisticercos procedian de la cavidad peritoneal
de caprinos. Fueron tratados exactamente igual que en la ex-
periencia anterior, salvo en el tratamiento pépsico que el
pH empleado fue de 1,9 en lugar de 2.

Como medios liquidos se emplearon los medios MTH - 4
y MTH - 5.

Como fase sblida se empled huevo total coagulado
(HTC) y suero equino coagulado (SEc). Distribuidas a razbn
de (S.E.c) - MTH - 4; (H.T.C.) - MTH - 4 y (SEc) - MTH - 5;
(HTc) - MTH - 5.

MTH - (Huevo total coagulado).
No se aprecia evolucibdn en 10 dias, el cultivo se

deshech6 por no mostrar actividad los gusanos.

. Al tercer dia todos los escolex se separaron de sus
masas respectivas.

MTH - 5 - (Huevo total coagulado).

Al cuarto dia se desprenden los escolex de las masas
del cisticerco.

Al 10°dia aparece una zona aplanada en los cuellos de
las masas libres de los escolex.

Al 19° dia se aprecia crecimiento en los escolex li-
bres, unos 5 milimetros.

Al 35° dia se sacrifican, miden unos 6 mm. No se apre

cia evoluciébn.
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MTH - 4 -(suero coagulado).
Al 5° dia aparecen los escolex libres.
Al 12° dia se aprecia crecimiento, unos 6 mm.

Al 30° dia se les aprecia "bandeado".

MTH - 5 -(suero coagulado).
Al 5° dia los escolex aparecen libres.

Al 12° dia se observa "bandeado", de idéntica manera
al observado el 12° dia.

En el caso de MTH - 5 - huevo coagulado, vuelve a

aparecer, en la finica masa que qued6, idéntico fenbmeno al des
crito anteriormente.

En esta experiencia interpretamos que la fase s6lida,
huevo coagulado, es una fase insuficiente, bien por su pobreza
0 por la consistencia del co&gulo.

Experiencia n° 13

Los cisticercos empleados procedian de la cavidad ab-
dominal de ovinos. Fueron pretratados de una manera exacta a
la experiencia anterior.

El medio empleado fue:

MTH - 5 como fase liquida.

Como fases sblidas se emplearon: ,
Clara de Huevo - Suero Equino )CH - SE)
Clara de Huevo (CHc)
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Clara de huevo - Sangre (CHc-Sangre)

Fase gaseosa: como en la experiencia anterior, CO, 10%;
N, 85%%; O, 5%.

CH - Suero.

A los 3 dias desprenden la masa del cisticerco los
6 escolex. ~

Los escolex libres en los medios de cultivo, a los 32
dias no se les aprecia evolucibén. Llegan a medir unos 6 mm. al
cabo de este tiempo. |

CH

los 3 dias se desprenden de las masas los 7 escolex.
los 17 dias miden cerca de 6 mm.

los 19 dias se visualizan los canales excretores.

los 20 dias se aprecia ligero "bandeado".

LA A

los 32 dias no se aprecia mi4s evolucién.

CH - Sangre.

Al 4°dia se separan los escolex de las masas, los 7
escolex puestos en cultivo.
| 17°dia se aprecian los canales escretores.

27° dia,sxrificamos el cultivo. Se aprecian partidas
en varios trozos, con "bandeado". Miden, en total, unos 15 mm.

La posible explicacidn de por qué sucede que en la fa
se CH - suero no exista evolucién, la podemos tener en la cali
dad del suero.Bien conocido es, por los investigadores dedica-
dos al cultivo de tejidos, este dato. Sueros obtenidos del
mismo individuo, en diferentes momentos, son de resultados to-

talmente diferentes, en el cultivo 4n v{tro de Schistosoma,



257

J.CLEGG (1974) (17). Asimismo, J.D. SMYTH (1974) (122) da cuen
ta de la variabilidad de los sueros, en el cultivo 4{n vitro

de E. ghanufossus, llegando algunos a producir efectos 1liticos
sobre los pardsitos. Dando, asimismo, cuenta de la imposibili-
dad que entrana el probar antes de la experiencia con los Echi
nococcus, como rutinariamente se efectua para los cultivos
celulares, debido a la variabilidad intrinseca de unos vermes
con otros de la misma especie.

La aparicidén de escolex degenerados, y las roturas
encontradas, podriamos explicarlo como un proceso degenerati-
vo de los cestodes introducidos en la fase s6lida al ser esta

fase mas compacta y menos blanda y untuosa que los sueros coa
gulados.

Experiencia n° 14

. Los cisticercos fueron tratados de la manera habitual,
lavados, digestidn pépsica 1%, pH = 1,7, 45 minutos y solucibn
desenvaginante A, con Taurocolato s&6dico. Como medio de cultivo
se emple6 el MTH - 5 ajustado a pH 1,7.

Como fase s6lida se empled clara de huevo - EEP
Fase gaseosa: CO, 10%; N, 90%.
Al 2° dia se separa el 85% de los escolex de sus res-

pectivas masas.

Al 8° dia se observa crecimiento. Miden unos 4 6 5 mm.
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Al 10° dia se aprecian los canales excretores.

Al 11° dia se aprecia "bandeado".

Al 25° dia se sacrifica el cultivo, con ejemplares
de unos 16 mm., pero grandemente deformados y con fenfmenos

teratoldgicos y no se aprecia mds evolucién que el "bandeado".

El andrquico crecimiento mostrado s6lamente es expli-
cable por el intimo contacto con la fase s6lida por parte de
los escolex, poseyendo ésta, en el EEP, algfin factor estimulan
te del crecimiento pero no asi de la diferenciacién.

Experiencia n° 15

Los cisticercos, de la cavidad abdominal de cabras,

fueron tratados de igual forma a la experiencia anterior.

El medio de cultivo estaba compuesto de:

Fase liquida: MTH - 6.

Fase sb6lida:Clara de huevo - EEP, todo ello coagulado.
Fase gaseosa: CO, 10%; N, 90%.

El segundo dfia de la puesta en cultivo se separaron
de la masa del cisticerco el 84,6%.

Los escolex aislados fueron sembrados, encontr&ndose
el dia 25 una pseudosegmentacién en la regién terminal y una

longitud de 12 mm. de media, pero altamente deformados.

El 84,6% de eliminacidén de las masas posteriores, lo
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interpretamos como resultado de una digestién pépsica intensa,

tal y como anteriormente lo interpretdbamos.

Tanto la pseudosegmentacién como los efectos terato-
16gicos inducidos en los cestodes, lo interpretamos como pro-
ducidos por un estimulador del crecimiento contenido en el EEP

en la fase s6lida y su intimo contacto por parte de los escolex.

Experiencia n°® 16

Los cisticercos, de la cavidad abdominal de ovinos,
fueron tratados con pepsina al 1%, durante 60 minutos y a pH=
1,7. Posteriormente se les continub el tratamiento como eh las
experiencias anteriores.

Los medios empleados fueron:

Como fase liquida, los medios MTH - 5 y MTH - 6, a

Fase sb6lida: Clara de huevo EEP - Testosterona.
Fase gaseosa: CO,; 10%; N, 90%.

Medio MTH - 5

Al 3°dia se separan las masas de los escolex en los
cisticercos de este lote.

Al 7° dia se aprecia crecimiento.

Al 16° dia miden unos 17 mm., en algunas se aprecia
"bandeado".

Medio MTH - 6

Al 3° dia se separan las masas del cisticerco.
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Al 6° dia miden unos 6 mm.

Al 8° dia se aprecian aplanadas, mds traslficidas de lo
habitual. Se hacen visibles los canales excretores. En la par
te terminal se aprecia un mufién.

v Al 12° dia miden entre 9 y 12 mm. Aparece "bandeado".

Al 13° dia miden entre 10 y 14 mm. se aprecia creci-
miento andrquico en la regidn del tuello.

Al 16° dia, inicios de una segmentacibén andrquica.

El medio MTH- 6 con el extracto de placenta, unido a
la base sélida, en la que la clara de huevo cmagulada,como
soporte sblido protéico. El1 EPP como suplemento nutritivo por
una parte unido a los estimuladores del crecimiento (mitosis),
(ampliamente empleado para el cultivo de tejidos) y la testoste
rona, al objeto de ver si jugaba algfin papel en la diferencia-
cibén interna de los estr6bilos, ya que SZIDAT, habla de la in-
fluencia en la fertilidad de los Echdinococecus Ln vitro.(133).

Por otra parte, colocamos en el medio extracto de pla
centa humana.

Todo ésto hace que los vermes tengan un crecimiento
anbmalo, con grandes deformaciones, e inicio andrquico de seg-
mentacién.

Ademas, la gran proporcidn de escolex libres de sus
respectivas masas, una vez mis, nos induce a pensar en la in-

fluencia de una digestidn pépsica intensa.
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Experiencia n° 17

Los cisticercos, de la cavidad abdominal de caprinos,
fueron, una vez libres de la membrana periqufstica, colocados
y triturados en batidora, con sol. del pépsina 0,5%, a pH 1,8
y 38°C, durante 5 segundos (Técnica modificada de J.D. SMYTH
y 2. DAVIES (1973 com. personal y "1975) (118) (124)), mantenién
doseles, por espacio de 1 hora, 10 minutos, en estufa Hermi
a 38°C con agitador Kotterman a 90 impulsos por minuto. Tras
esta digestién, fueron tomados los cisticercos y lavados en
sol. de Hank; tras lo cual fueron pasados a sol. desenvaginan-
te C, de donde fueron pasados a sol. C y suero bovino coagula-

dos, al objeto de eliminar alli las masas de los cisticercos.

A las 24 horas se separan el 70%, lleg&ndose al 100%
a las 48 horas.

Esto nos muestra la necesidad de la accibén de enzimas
externas en la rotura y eliminacién de la masa del cisticerco.
Los cisticercos, de una parte, sufren la accién de la pepsina,
y de otra, durante 66 horas, la accibén de la solucibn enzimdti

ca desenvaginante.
En la zona del cuello, que nos parece desguarnecida

por la cuticula, posiblemente actfien estos enzimas favorecien-

do la eliminacidén de la masa del cisticerco.

Experiencia n°® 18

Los cisticercos provenian de la cavidad abdominal de
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ovinos. Fueron tratados de igual manera que en la experiencia
anterior.

El medio de cultivo empleado fue el MTH - 4, ajustado
a un pH de 7,3.

Como fase sblida se empled$ suero bovino coagulado.
Fase gaseosa: CO, 10%; N, 90%.

Al 3° dia se separan las masas de los escolex en un

100%.

Al 7° dia aparecen "bandeado".

Al 8° dia miden de 4 a 6 mm.

12° dfia, "bandeado intenso".

15° dfa, sacrificamos. No se aprecia una mayor evolu-
cidn.

Con este tratamiento conseguimos al fin, un pretrata
miento 6ptimo, gque seguiremos empleando en el resto de las ex-
periencias. Sin embargo, en cuanto al cultivo, aunque, también
estibamos en esta experiencia cerca de lograr el medio Sptimo,
como mis tarde veremos, la falta de evolucibén nos despist§,
preparando una serie de experiencias con variaciones de pH en
el medio, que mds adelante se detallan.

Experiencia n° 19.

Los cisticercos empleados, que provenian de ovinos,

fueron tratados de idéntica manera gque la anterior experiencia
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sin trituracién. Los escolex aislados fueron colocados en fras

cos de cultivo con medio MTH - 4, como fase liquida, ajustado
a pH que variaban entre 58 -6 -6,7-17,3. E1 medio era cam-

biado cada tres dias, y, con él, su pH, empezdndose con el pH
5,8.

Como fase sélida se empleb suero bovino coagulado.
Fase gaseosa: COz 10%; N2 90%.

Con esta experiencia se pretendfa imitar el ritmo de
emigracibén de los vermes a través del intestino delgado del
cinido (D.W. FEATHERSTON (1969) (33)).

E1 3° dia se pasan los escolex a los medios, todos
se han liberado de sus masas. pH = 5,8. ‘

Al 6° dia aparecen, 5 de ellas, muy rigidas.

Al 10° dia aparecen los escolex hinchados.

Al 12° dia mueren. No se aprecia evolucibn.

- Se pens6, que, quizds tanto las solu01ones desenvagi-
nantes como el medio de cultivo, necesitaban algﬁn factor natu
ral presente en el jugo duodenal (como por ejemplo el factor

intrinseco para la vitamina B 12), cambiidndose nuevamente las

soluciones desenvaginantes y el medio de cultivo, para las pos

teriores experiencias.

Experiencia n° 20

Los cisticercos empleados provenian de la cavidad

o

s
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abdominal de ovinos. La digestibn pépsica fue idéntica a la
experiencia anterior.

Como solucibén desenvaginante se emplel jugo duodenal
canino suministrado por el Departamento de Fisiologia Animal.
Diluyendo 4 partes con una de medio de cultivo MTH - 8 con pH
final de 6,2, los cisticercos desénvaginan, pero no completan
la fase de alargamiento. Quizd debido a pobreza en algCn fac-
tor, por parte del juego duodenal.

El medio de cultivo empleado fue el MTH - 8, con con-
centraciones variables de juego duodenal canino: 1:4; 2:4;
3:4;4:4.

camo fase sdlida se empled suero bovino coagulado,
hematies de carnero, coagulado casi horizontal, con papel celo
f&n agujereado al objeto de ejercer sobre los cestodes una pre .
sién constante (técnica empleada en la fijaci6n de Explantes
de piel HSU y KELOGG (1969) (48)) .

Fase gaseosa: CO, 10%; N2 85%; Oz 5%.

Al 66° dia se sacrifican los cultivos, encontréndose
inicios de segmentacidén en la mayoria de los cestodes, midien-
do unos 10-11 mm.

Experiencia n® 21.

Los cisticercos empleados procedian de la cavidad
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abdominal de ovinos.

El pretratamiento consisti6 en: diseccibn, tratamien-
to pépsico con pepsina 0,5%, pH = 1,9, durante una hora, 10
minutos.

Lavados en solucidén de Hank.
Solucibén desenvaginante C.

Para la separacién de las masas se emplebd un frasco
con suero bovino coagulado y colucibébn C como base liquida,
obteniéndose el 94,11% de separaciones al tercer dia.

Fase liquida: Medio de cultivo: MTH - 7; pH = 7,2.

Fase sblida: Suero bovino coagulado - Lisado de hema-
Fase gaseosa: CO; 10%; N, 85%; 0O, 5%.

Al 4° dia (1° dia de su puesta en cultivo) aparecen
burbujas en las cuticulas, monstr&dndose los escolex vesiculosos.
Quiz§ ésto sea a causa del Taurocolato sbdico en contacto cons
tante con los vermes., J.D. SMYTH (1962) (107), SMYTH J.D. &
HALSBWOOD (1963) (108), J.D. SMYTH & DAVIES (1974) (122), ha-
blan que algunos"Taurocolatos sb6dicos" tienen efectos liticos
sobre la cuticula de E. granufossus, quiz§ ocurra igual pa-

ra el cestode objeto de nuestro estudio.
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Experiencia n° 22

Los cisticercos empleados provenlan de la cavidad
abdominal de ovinos.

El sistema de pretratamiento fue idéntico a la expe-

riencia anterior, sustituyéndose Ia solucién desenvaginante
C por la B.

Una vez desenvaginados se pasaron a frascos con Sue-
ro bovino coagulado como fase sélida Yy solucibn desenvaginan-

te B (3 partes) medio de cultivo una parte, para eliminar las

masas de los cisticercos. Una vez eliminadas, se pasaron los o
escolex al medio. '

Fase liquida: MTH - 9. !
Fase s6lida:Suero bovino - Lisado de hematfes.
Fase gaseosa: CO, 10%; N, 85%; 0, 5%.

Al 7° dia aparece "bandeado".

Al 11° dia sacrificamos el cultivo. No se aprecia
mayor evolucidn.

A pesar de que a los 7 dias aparezca "bandeado"”, igual
que ocurre en el perro, D.W. FEATHERSTON (1969) (33), hay,
sin embargo, algln factor o carencia que le impide continuar
la evoluciédn.

Por ello, pensamos que, quiz&, las hormonas Y compo-
nentes de la mucosa intestinal, consistencia, niveles de 0,,
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etc., jueguen alglin papel en el desarrollo de T. hydatigena,

se prepar6 la siguiente experiencia que a continuacién se de-
talla.

Experiencia n°® 23

Los cisticercos provenian de la cavidad abdominal de

ovinos. El pretratamiento seguido fue idé&ntico a 1la experien-
cia anterior.

Una vez libres de las masas del cisticerco, se pasa-
ron al equipo de filtracién XXII-04700, acondicionado para el
caso. Con la base'sélida sobre el prefiltro, tal como se des-
cribe en Material y Métodos.

Como fase liquida se coloc6 MTH - 9.

Fase gaseosa: se emplearon CO, 10%; N, 90%, que se ha
cia burbujear en el medio y CO, 10%; N, 85%; O, 5%, que se ha-

cia mantener constante en la parte inferior del sistema de fil
traciédn.

Al 3° dia de puestas en el sistema de cultivo aparecen
muertas por contaminacidén. El sistema era excesivamente comple
jo, y en alguna fase de su preparacibén o siembra debid conta-
minarse. ‘
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Experiencia n°® 24

Se repiti6, exactamente, la experiencia anterior, evi
tando en todo momento, la posible contaminacién,

Al medio se le agregaron antibibticos:
Penicilina G Sédica, 100 UI/ml.
Estreptomicina Sulfato, 100 mg./ml.

Micostatin: 100 mg./ml;

A pesar de todos los cuidados, al 4° dia aparecen
muertas por contaminacién.

Experiencia n°® 25

En esta experiencia se hicieron dos innovaciones,
en primer lugar, los cisticercos eran, antes de ser lavados en "y
alcohol, lavados en solucidén de Armil 1:5000, durante 90 segun . '
dos, y, en segundo lugar, se emplearon frascos Falcon 25 cm?

de superficie.

El resto del procedimiento se siguié como es habitual,
emple&ndose el medio MTH - 10, con pH que variaba entre 3,5
y 6,8, cambiidndose cada tres dias.

Como fase sblida se empleb Agar-Sangre.
Fase gaseosa: CO, 10%; N, 85%; O, 5%.

Al 4° dfa se las aprecia activas.
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Al 5° dia se las aprecia vivas pero muy rfgidas.
Al 7° dia, los escolex hinchados, muy poco activas.

Al 10° dia sacrificamos el cultivo por no mostrar
ninguna actividad.

En esta experiencia se intentd ver si lo que necesi-
taba T. hydatigena, para su desarrollo, era Hemoglobina, o,
al menos Hemina. W.S. EVANS (1970) (32) y J.S. SEIDEL (1971)
(99), llegan a la conclusién de que un requerimiento impres-
cindible para el cultivo de H. mdicrostoma es la Hemoglobina

y la Hemina respectivamente.

Nosotros llegamos a la conclusibén, después de los re-
sultados obtenidos en experiencias que se detallar&n posterior
mente, de que T. hydafigena se comporta con esta fase sblida
como cuando se la coloca en medios que carecen de ella, Quizé
esta fase sea pobre en proteinas, impidiendo, asi, su desarro
llo.

Experiencia n°® 26

Cisticercos procedentes de la cavidad abdominal de
ovinos y caprinos, indistintamente, fueron empleados en esta
experiencia.

Se procedié de la manera habitual en las Gltimas expe
riencias para su diseccibén y tratamiento enzimdticos. Para la
eliminacién de las masas se emplearon frascos Sorvivel con sue
ro bovino coagulado y solucidén desenvaginante B (1:1) medio de

cultivo como fase liquida. A los 3 dias, el 100% de los escolex
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habian perdido las masas.

Medio de cultivo:

Fase liquida: MTH - 11.

Fase s6lida: Suero bovino coagulado.
Fase gaseosa: CO; 10%; N, 85%; O, 5%.

A los 6 dias de iniciar el tratamiento encontramos
ondulacién de los canales excretores.

Al 7° dia, miden unos 10 mm. de media, oscilando en-
tre 8 y 12 mm. Se aprecia "bandeado".

Al 9° dia, segmentacién, los estrbfbilos aparecen niti
dos.

Al 11° dia se aprecian agregados celulares en el inte
rior de los anillos.

Al 13° dia, inicios de la formaci6tn de los velum.

Al 16° dia mueren a causa de contaminacién, por haber
se fisurado el frasco de cultivo.

Si tenemos en cuenta los trabajos de D.W. FEATHERSTON
(1969) (33) en que explica el desarrollo 4n vivo de T. hydati-
gena, al 7° dia dice que hay "inicios de segmentacidén", posi-

blemente se refiera a lo que 4n v«ftro llamamos bandeado.

Siendo asi, resulta que, en este medio de cultivo si-
gue la misma pauta de desarrollo que 4n v{vo en estos primeros
estadios. ’
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Experiencia n°® 27

Intentamos, en esta experiencia, con los datos de
las anteriores, repitiendo todo exactamente igual, ver si tie-
ne algin efecto, en el desarrollo, el origen del extracto de
levadura empleado. En este caso se volvi6, de nuevo, al pro-
cedente de la casa "Difco". -

Encontréandose:

A los 6 dias se aprecia crecimiento, unos 4 mm,

Al 7° dia, "bandeado”.

Al 10° dia, continua el bandeado.

Al 15° dia sacrificamos el cultivo, no mostrando més
evolucidén de la anteriormente expuesta. Miden 10 mm.

A nuestro entender, el origen del extracto de levadu-

ra juega un importante papel en el desarrollo 4{n v{itro. Quizés,
la preparacién, la cepa o las cantidades totales del grupo de
vitaminas B difieran de uno a otro, d&ndonos, pues, estos di-
versos resultados. SINHA, D.P. (1976) (103) da cuenta de un
fenbmeno similar para el cultivo 4n v{tro de Hymenolepdis nana,
no todos los extractos de levadura, procedentes de diferentes
casas comerciales, son (itiles. Por otra parte, cuando un extrac
to vAlido es esterilizado en autoclave, pierde su efectividad,
lo que indicarfa una labilidad al calor por parte de algln
supuesto factor.

u
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Experiencia n°® 28

ritoneal

Los cisticercos empleados procedian de la cavidad pe-

de caprinos, siguiéndose para su preparacién la meto-

dologia expuesta en la experiencia n° 26.

se en el

El medio de cultivo fue él MTH - 11, a pH = 7,1.

Como fase sdlida se empled suero bovino coagulado.
Fase gaseosa: CO 10%; n 85%; O 5%.

Al 3° dia, se siembran los escolex libres de sus masas.

Al 4° dia, se aprecian visibles los canales excretores.
Al 7° dia, aparece "bandeado".

Al 8° dia, inicios de segmentacidn.

Al 9° dia, los canales excretores parecen entrecruzar
proglotis distal. |

Al 10° difia, miden unos 12 mm. de media, con longitudes

que oscilan de 15 a 8 mm.

final.

Al 16° dia, aparece la vesicula excretora en el anillo

Al 19° dia, longitud media de 20 mm., con longitudes

de 13 a 25 mm,

Al 20° dia, se aprecia la protuberancia del poro geni

tal cerrado.

Al 22° dia miden unos 25 mm. de media.

Al 23° dia, sacrificamos el cultivo para tincibn y

estudio microscdpico.

En esta experiencia los vermes siguen evolucibn casi
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idéntica al desarrollo {m v{ivo D.W.FEATHERSTON (1969) (33).
Compartiendo los datos de este autor {n vivo con los obtenidos
Ain vitrno tenemos el siguiente cuadro:

CUADRDO NUM. 5

-

Dias In vivo In vitro.
7° . - Signos de estrobilacidbn Aparece "bandeado".
8° Segmentacidn.
9° . . A Canales excretores entre-
cruzindose en el Gltimo
anillo.
15° Vesicula excretora en

el Gltimo anillo.

16° o : Vesicula excretora en el
Gltimo anillo.

19° C Se observan condensaiones
' celulares en el interior de bs
anillos, posiblemente ini
cio testicular.

20° ‘Aparecen los testicu-

los y primeras esper-
matogonias. '
22°
25° Utero abierto.

Proglotis maduros.
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Como vemos, la evolucién seguida es casi idéntica a
la mostrada 4n vitrno considerando por tanto que, aunque suscep
tible de mejorarse este medio, es un buen medio para el culti-
VO 4n vLtrno de este cestode.

Por otra parte, dado que este medio Yy el empleado por

- J.D. SMYTH para E. granulfossus (1974) (122), T. senialis (1969)
(116) y T. crassiceps (1973) (118) com. pers.) (1976 (30) |
tienen una gran semejanza, consideramos que T. hydatigena ne-
cesita andlogos requerimientos que los anteriores cestodes pa-
ra su desarrollo 4n v.itho.

Esto es 16gico, debido a que el medio ecolégico en que
tlenen que completarse su desarrollo 4nm vivo es similar en los
cuatros cestodes.

Por otra parte, pensamos que T. hydatigena es un cesto
de de eleccibn para trabajos de Biologia de desarrollo, ya que
en 7 a 9 dias llega a la segmentacibn, mientras que T. senialis
y E. granulossus lo completan a los 11 Y 14 dias respectiva-
mente, J.D. SMYTH y col. (1974, 1969) (124) (116).

Experiencia n° 29

Se partibé de cisticercos procedentes de la cavidad
abdominal de ovinos y caprinos. El tratamiento fue idéntico a
la experiencia anterior, asi como el sistema de cultivo, sal=-
vo en el SBF que, en este caso, no estaba inactivado.



275

Se aprecib, desde el momento de la siembra, una
tendencia a unirse por la regién distal, desguarnecida de la
cuticula, justo por el sitio donde se produce la rotura.

Este fenbmeno ha sido también observado por J.D.
SMYTH (1969) (114) (1974) para E. granulossus con algunos
sueros, interpretdndolos como un tipo de reaccidn inmunolé-
gica de precipitacién o aglutinacién.

Hay que hacer constar que el fenbmeno de agregacién
ocurre s6lo en la zona de "muién" desguarnecida de la cutfcu-
la.

Nosotros interpretamos este fenémeno como un fenbme-

no inmunol6gico que actfia solo en la parte m4s vulnerable del
cestode.

Experiencia n°® 30

En esta experiencia intentamos ver la influencia de
la falta de fase sélida (suero bovino coagulado) en el desarro
llo 4in vitro de T. hydatigena. Para ello se procedid de la ma-
nera habitual en estas Gltimas experiencias.

Se probaron los medios MTH - 11; MTH -~ 12; MTH - 13.
Sin fase s6lida. ; ,
Como fase gaseosa: CO, 10%; N, 85%; 0, 5%.
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Medio MTH - 11.

Al 3° dia, se siembran los escolex.

Al 4°dfa muestran actividad normal.

Al 5° dia aparecen menos activas.

Al 6° dia aparecen vesiculosos los escolex.
Al 7° dia aparecen muertqs.

Medio MTH - 12,
Al 3° dia se siembran los escolex.
Al 4° dia aparecen los escolex vesiculosos.

Al 5° dia aparecen rigidas y muertas dos de ellas.
Al 6° dia aparecen todas muertas.

Medio MTH - 13.

Al 3° dia se siembran los escolex.

A las 84 horas de iniciada la digestién de los cisti-
cercos aparecen los escolex vesiculosos.

Al 4° dia aparecen rigidas y muertas.

J.D. SMYTH y col. (1966) (111) (1967) (112) (1969)
(116) cuando emplean medios monof&sicos, observan gque no se
induce en los protoescolex diferenciacibn hacia el verme adul-
to, volviéndose éstos vesiculosos recordando los inicios de

pequenos quistes.

Es de hacer constar que E. granulossus tiene la poten
cialidad de diferenciarse a partir de los protoescolex hacia
vermes adultos, cuando llega al intestino del canidd, o hacia
guistes cuando es inoculado o por accidente derramado en la ca-

vidad general de un hospedador receptivo. Por tanto, consideramos
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impresdinble para el cultivo de T.hydatigena la presencia

de una fase sblida protéica, quiz&s, como sustrato de diges-
tién externa y posterior absorcién por el escolex de los pro
ductos digeridos, o quizés, como sugiere J.D. SMYTH (1967)
(113) (1969) (116), estos productos absorbidos por el escolex

estimulen un organizador de la estrobilacibn, diferenci&ndose
el helminto. ~

Experiencia n° 31

Se comparan en esta experiencia los medios MTH - 11;
- MTH - 12 y MTH - 13, con fase s6lida de suero bovino coagulado.

Fase gaseosa: CO; 10%; N, 85%; O, 5%.

Los cisticercos procedian de cabras y ovejas, manipu
l&8ndose con ellos del modo habitual.

Al 3° dia se siembran los escolex en los medios.
Medio MTH - 13

Al 5° dia crecen hasta unos 5 mm.

Al 8° dia se muestran rigidas, aunque activas. Se
visualizan los canales excretores ondulados.

Al 10° dia "bandeado".

Al 12° dia segmentacidn.

Al 15° dfa sacrificamos para tincibn.
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Medio MTH - 12
Al 6° dia miden unos 5mm,
Al 7° dia se aprecia "ondulacidn" en los canales
excretores. '
Al 9° dia "bandeado" acusado.
Al 11° dia segmentaci®n.
Al 13° dia forwmacibén del estr6bilo y velum.
Al 15° dia sacrificamos para tincién.

\

Medio MTH - 11

Al 4° y 7° dia, visualizacibn de canales excretores.

Al 6° y 8° dia, ondulacibén de canales excretores,
con longitud de 4 a 5 mm.

Al 8° y 10° dia, "bandeado", miden 10-12 mm.

Al 10° y 13° dia, "segmentacién", 16 mm. de longitud
media. ”

Al 21° y 23° dia, inicio de genital formado, velum,
poro genital cerrado, 25-35 mm. de longitud.

Al 32° dia, sacrificamos para tincién.

Como se muestra en esta experiencia, el medio MTH ~
11 muestra una mayor predisposicién a que los escolex de T.
hydatigena, cultivados en él, se diferencien con mayor rapidéz
que en los anteriores medios. Hay que tener, sin embargo, en

cuenta la variabilidad de unos (hdividuos a otros.
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Experiencia n°® 32

Se comparan, con el medio MTH - 11, las fases s6lidas
suero de caballo coagulado y suero de rata.

Los cisticercos provenian de caprinos y ovinos, tra-
tédndolos de la manera habitual en <las Gltimas experiencias.

Suero de rata (Gibco) [
Al 4° - 5° dia, canales excretores visualizados.
Al 5° - 7° dia, canales excretores ondulantes.
Al 10°- 12° dia, "bandeado".
Al 12°- 14° dia, segmentacién.
Al 22° dia, se sacrifican, mostrando la misma evolu-

cibn del estadic anterior.

Suero de caballo (Llorente). Ny
| Al 5° - 6° dia, visualizaciones de canales excre-~ ‘if

tores.

Al 7° - 8° dia, "ondulacién".

Al 10°- 13° dia, "bandeado".

Al 12°- 16° dia, segmentaci6n.

Al 22° dia, se sacrifican. No muestran mayor evolu-
cibén de la lograda anteriormente.

Como nos parece mostrar en esta experiencia, tanto
el suero de caballo como el de rata son v8lidos para la dife-
renciaciébn de T. hydatigena Lin vitro, aunque el desarrollo
sea algo m&s lento.

Esto lo interpretamos como una variabilidad, m&s que
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C

en los componentes bioquimicos, que indudablemente existen,
en las propiedades fisicoquimicas de los sueros una vez coa
gulados. Quiz&, el pH, el Eh o incluso la consistencia de

los mismos juegue cierto papel en el desarrollo de T. hyda-
tigena Ain vitnro.

Experiencia n° 33

Se emplea en esta experiencia Agar-Sangre como fa-
se sblida en el medio de cultivo. '

Como fase liquida se empled MTH - 11.
Como fase gaseosa: CO, 10%; N, 85%; O, 5%.

A los tres dias son pasados los escolex a los me-
dios de cultivo.

Al 7° dia se visualizan los canales excretores con
ligera ondulacién.

Al 10° dia, canales excretores ondulantes.

Al 13° dia, inicio de "bandeado".

Al 23° dia, se sacrifica el cultivo. No se aprecia
mayor evolucibn.

Esta experiencia nos parece confirmar lo que ante-
riormente apuntébamos, sobre la necesidad de una fase s6lida

con alta riqueza de proteinas.

Los resultados obtenidos nos recuerdan los obteni-

dos en las primeras experiencias.

Cade e

SN
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Las necesidades de este cestode parecen ser distin-
tas de las que Hymenolepis michostoma necesita para su culti-
vo Ln vitro (W.S. EVANS, (1970) (32)) J.S. SEIDEL (1971) (99).

Experiencia n° 34,

Se parte de 10 cisticercos procedentes de caprinos
y ovinos. Para su preparacidn se siguié igual metodologfa
que en anteriores experiencias.

El medio empleado fue el MTH ~ 11, como fase liquida.
Fase s6lida: Suero bovino coagulado.
Fase gaseosa: CO, 10%; N, 85%; 02 5%.

Al 3° dia se siembran los escolex.

Al 2° - 4° dia de la desenvaginacién se visualizan
los canales excretores. Miden 4 mm. :

' Al 7° - 10° dia, segmentacién, 15-16 mm.

Al 12°- 15° dia, formacién del velum.

Al 18°- 20° dia se observan condensaciones celulares
en el interior de los anillos. Presencia del poro genital ce
rrado, 25-35 mm.

Al 35° dia, 35-40 mm.

Al 40° dia se sacrifican para tincién y estudio mi-
croscépico.

En esta ekperienéia, como en las anteriores que se ha
logrado segmentacién con el medio MTH - 11, se consigue una
evolucidn paralela, en algunos momentos, idéntica al desarrollo
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4in vivo en el intestino de los c&nidos.

La existencia de variaciones en cuanto al tamafio Y
tiempo de evolucibén, lo interpretamos como variabilidad in-
dividual de unos ejemplares a otros.
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- SOBRE FASCIOLA HEPATICA

El método que en nuestras experiencias ha resultado 6ptimo
para laliberacién de metacercarias de Fasciola hepdtica
es el método de Dixon modificado. Con nuestra modifica-

cibn conseguimos purificar los parssitos de 1los restos
de quistes de la metacercaria.

Hemos conseguido cultivar 4n v{tro hasta el 5°- 6°esta-
dio del desarrollo, que segfin Dawes se da 4n vivo en Fas

ciola hepdtica,a partir de metacercarias desenquistadas;

consider&ndose este estadio como el m&ximo logrado 4n

v{tro hasta este momento segfin la bibliograffa mundial
consultada, empleando un medio de cultivo original.

Los medios de cultivo para Fasdciola hepdtica, completa-
mente lIquidos, sin ningGn tipo de particula o célula, no
han resultado suficientes para mantener un cultivo prolon
gado de las mismas, lo que sugiere que gran parte de los
productos asimilables del medio son ingeridos en forma

s6lida y, posteriormente, digeridos.

Un medio de cultivo compuesto de suero equino y gl6bulos
es suficiente para mantener los primeros estadios de de-~
sarrollo de Fasciola hepdtica, a partir de metacercarias
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desenquistadas, apareciendo los vermes con una evolucién
similar a la mostrada {n v{ivo por los parasitismos err&-
ticos de la misma, descritos por algunos autores.

5°.- En un medio compuesto de extracto de placenta humana y
suero bovino fetal, el desarrollo de F. hepdtica es parg
lelo al mostrado im vivo en ratén, consiguiéndose el es-
tadio 5° o 6° de desarrollo, equivalente a adolescaria
con genital formado, aunque éste iltimo no desarrollado
totalmente.

6° .- Cuando como medio de cultivo se emplea placentas con
meconio, los vermes mueren r&pidamente, considerindose
este fenbmeno como probable influencia de la gluguroni-

. dasa y de otras sustancias presentes en el meconio.

7°.- Los medios MFH ~ 8 y MFH - 10 constituyen fases liquidas f‘
del medio capaces de mantener un crecimiento inicial :
6ptimo para F. hepdtica. , ' i

6.2.~-SOBRE TAENIA HYDATIGENA.

ge.- Hemoékcultivado' Taenia hydatdena‘por primera vez, des
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10°.-
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la fase de cisticerco hasta el estadio de adulto no
fértil, siguiéndose, a lo largo del cultivo, una evolu
cidn casi paralela a su desarrollo 4im vivo.

La desenvaginacién {n vivo de Cisticercus tenuicollis

de T.hydatigena tiene lugar fundamentalmente en ambien
tes aeré6bicos.

La accibn previa de tratamiento pépsico no es indispen
sable para la desenvaginacién de los cisticercos, que
pueden sufrir este proceso en cualquiera de las siguien
tes soluciones: Tripsina-Pancreatina, Tripsina~Bilis,
Pancreatina-Bilis, Tripsina—Pancreatina-Biiis, pero si
parece indispensable para obtener el efecto midximo del
100%.

El tratamiento Sptimo para la desenvaginacién de C{4t4i-

cencus tenulcollds Ln vitro, requiere: a) un tratamien

to pépsico previo; b) un subsiguiente tratamiento con
solucibn compuesta de Tripsina, Pancreatina y Bilis. De
esta forma se consigue alcanzar una desenvaginacién del
100% a la 1/2 hora de tratamiento.

Los cisticercos de T. hydatigena, recogidos y transpor-
tados al laboratorio, requieren ser almacenados a 4°C

durante dos horas, al objeto de, tras los tratamientos
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enzimdticos, obtener una desenvaginacibn 4{n vitro del
100% a los 30 minutos de tratamiento.

13°.- La desenvaginacién 4n vitro de los cisticercos no que-
da afectada, y por tanto la viabilidad, tras la perma-
nencia durante dos horas de los cisticercos a -25°C;
-10°C y descongelacibn répida de los mismos. No sien-
do asi cuando éstos son descongelados lentamente.Asi-
mismo, quedan inviables cuando son mantenidos a 40°C
o 53°C durante dos horas.

14°.- Los cisticercos de T. hydatigena,mantenidos a 4°C, pier
den paulatinamente viabilidad hasta llegar a inviabili-
dad absoluta a los 15 dias de almacenamiento.

15°.,~ La desenvaginacién de cisticercos de T. hydatigena tie-
ne lugar instantdneamente a pH nuetro o préximo a la neu
tralidad, supuestas 6ptimas las demas caracteristicas
del medio.

16°.- Parece existir en el cuello del cisticerco de T. hydatl
gena una zona preestablecida, por donde el cestode rea-
lizard la liberacifén de la "masa embrionaria" del cisti
cerco. Para que esta separacidn sea realizada en un 100%
es necesario: un pretratamiento pépsico intenso, la pre
sencia de las enzimas componentes de la solucibn desenva

ginante y una fase sb6lida que ayude, como punto de apoyo
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y resistencia, a los movimientos de penetracién en la
misma por parte del escolex.

17°