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SUMMARY

From a cysticerci to as non-fertile adult phase, reporting the sterile
techniques of cysticerci disection and the enzymatic treatments prior to
the “in vitro” culture, Taenia hydatigena is cultivated.

A difasic medium composed of: Bovine serum coagulated by heat as
the sclid phase, and CMRL 1.066, (Gibco) modified by FCS, yveast extract,
glucose and CIK as the liquid phase is used. CO, N, and O, is used as
the gaseous phase.

INTRODUCCION

Es admitido generalmente, que muchos aspectos de la bio-
logia, fisiologia, biogquimica e inmunologia de los parasitos, po-
dran estudiarse mas facilmente cuando su cultive “in vitro”
esté totalmente resuelto.

A pesar de las enormes ventajas que el cultivo de parasi-
tos supone, no solo para los parasitélogos, sino para los biodlo-
gos en general, debido a las grandes potencialidades biolégicas

* Dr. en Clencias Biologicas.
= Prof. Adjunto.

##= Catedratico.

#xx2  Prgf. Agregado.

{Recibido el 29-IX-1877).

REV. IBER. PARASITOL. Vol. 38 (1-2), 1978.



— 290 —

que estos seres encierran, pocos parasitos, en particular hel-
mintos, han logrado cultivarse a pesar del enorme impulso que
se ha dado al tema en los ultirnos afios.

Concretandonos al campo del cultivo “in vitro” de resto-
des, la atencién de los especialistas se ha centrado en unas
pocas especies. Entre los cestodes gue han sido cultivados “in
vitro” con resultados satisfactorios, aunque en ningun caso se
haya conseguido cerrar el ciclo biolégico de los parasitos de
forma total, ¥ que poseen “in vivo” un habitat en sus hospeda-
dores definitivos similar al cestode objeto de nuestro estudio,
podemos citar Echinococcus granulosus (6, 7, 8); E. multilocu-
laris (9, 10); Taenig serialis (8) y T. crassiceps (1).

Tratando de aportar nuevos datos al problema del cultiveo
“in vitro” de cestodes, hemos realizado el presente trabajo, en
el gque como material parasitolégico empleamos T. hydatligena
por la facilidad de obtencidon en nuestra zona de fases larva-
rias de este parasito, y porque en la amplia bibliografia con-
sultada sélo hemos encontrado como referencias al cultivo “in
vitro” de Taenia hydatigena dos trabajos realizados por algu-
nos de nosotros anteriormente, Osuwa CARRILLO y GUEVARA Po-
z0 (4, 5).

Con anterioridad a los trabajos arriba sefialados, concre-
tamente en 1969, FraTHERSON (2), estudidé en perros experimen-
talmente infestados con cisticercos de T. hydatigena, la evo-
lucion de este parasito “in vivo”. El mismo autor en 1971 (3),
estudia los factores enzimaticos que afectan a la desenvagina-
cion de los cisticercos de T. hydaligena “in vitro”.

MATERIAL Y METODOS

Los cisticercos de T. hydatigena procedian de la cavidad
abdominal de caprinos y bovinos sacrificados en el Matadero
de Granada para el consumo carnico y fueron transportados
al laboratorio, a temperatura ambiente, transcurriendo desde
su obtenciéon hasta su llegada al mismo de media a una hora
como maximo.

Operaciones preliminares

Los cirticercos, una vez en el laboratorio, eran almacena-
dos en cristalizadores a 4°C durante 2 horas como maximo.
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Transcurrido este tiempo, se procedia a una serie de lavados
de los cisticercos al objeto de desinfectar la membrana peri-
quistica, introduciéndolos en primer lugar en una solucion de
Cloruro de Benzalcomio (1: 5.000), durante 45 segundos y pa-
sandolos seguidamente a Alcohol de 70° donde se les mantenia
por espacio de 2 minutos.

Una vez lavados los cisticercos en las dos soluciones ante-
riores, eran tomados uno a uno para, tras cortar su membrana
periquistica, sacar estérilmente la vesicula, vaciar el liguido de
la misma y Separar el cisticerco de las membranas. Seguida-
mente, éste se colocaba en solucion de Hank (pH = 7'2) pre-
viamente calentada g 38°C, donde los cisticercos eran lavados
tres veces al objeto de eliminar el liquido vesicular que arras-
frasen.

Tratamiento pépsico

Después del lavado en solucion de Hank, los cisticercos eran
transferidos mediante pipeteo estéril, a una solucién de pep-
sina, (1:10.000) Merk al 0'5 por ciento en BBS de Hank ajus-
tada a pH = 1'7T con CIH 1IN, donde se les mantenia en agita-
cion constante, de 90 impulsos/minuto, a 39 + 1°C, durante
70 minutos.

Transcurrido el tiempo del tratamiento pépsico, los cisti-
cercos eran tomados con pipeta y lavados tres veces nueva-
mente en sclucion Hank caliente a 38°C, ajustada a pH = T2.

Proceso desenvaginante

Una vez lavados los cisticercos, eran transferidos a la so-
lucion desenvaginante estéril, compuesta de tripsina (BDH)
0’15 por ciento P/V; Pancreatina (BDH) 0’3 por ciento P/V y
Bilis vesicular de perro 0°05 por ciento V/V. La disolucidén de
estos tres componentes se hizo en solucion BSS de Hank ajus-
tada a pH = 7'2. Previamente a la introduccién de los cisticer-
cos, la solucicn desenvaginante era calentada a 38°C y en ella
se les mantenia por espacio de 18-20 horas en agitacidén cons-
tante de 90 impulsos por minuto.
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Proceso de separacion de las “masas” del cisticerco

Una vez los cisticercos desenvaginados, eran pasados & un
frasco conteniendo 5 ml de suero bovino coagulado (80°C; 60
minutos) y 5 ml de una mezcla 1:1 de la solucion desenvagi-
nante y la fase liguida del medio gque més tarde se sefiala en
la técnica de cultivo, siendo gaseado todo intensamente con
mezecla, de CO, 10 por ciento, N, 85 por ciento, O. 5 por ciento.
En este medio todos los cisticercos estaban separados de sus
respectivas “masas” a las 72 horas quedando libres los escolex.

Técnica de cuitivo

Los escolex eran pasados a frascos Falcon de 25 cm® de
area, donde previamente se habia coagulado por calor 5 ml de
suero bovino. Como fase liquida, 5 ml de medio de cultivo cuya
composicion es la siguiente:

CMRL 1066 (Gibco) ... ... ... ... ... ... 100 ml
Suero bovino fetal (Gibco) ... . 25 ml
Extracto de levadura (Ozxoid) al 5 por mento 12’5 ml
Glucosa 30 por ciento... ... ... ... .. .. 2’2 ml
CIK 2 por ciento ... ... . 0’5 ml

el medio se ajusta a un pH 2.

1 suero bovino fetal fue inactivado a 56°C durante 30 mi-
nutos antes de adicionarlo. Como fase gaseosa se empled: CO,
10 por ciento, N, 85 por ciento y O, 5 por ciento.

Los medios de cultivo eran esterilizados por filtracién a tra-
vés de Altro Sartorius de 0’22 micras. Los medios eran cambia-
dos cada tres dias, manteniéndose siempre a 39°C + 1°C en agi-
tacion constante de 90 impulsos/minuto.

Manteniendo las condiciongs antes indicadas se ha estudia-
do la evolucion de T. hydatigena empleando 30 frascos Falcon,
sembrados cada uno de ellos con 6 escolex libres.

RESULTADOS
L.os resultados obtenidos los ordenamos, en concordancia con

otros autores que investigan con otros cestodes, en los estadios
siguientes:
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1° Desenvaginacion—A las 18-20 horas de ser colocados
en el medio desenvaginante, el 100 por ciento de los cisticercos
aparecen desenvaginades, observandose, asimismo, un alarga-

miento del cuello. Este alargamiento del cuello es considerado

por nosotros como “primer estadio de evolucién”.

2.° Separacion de las “masas”.—La separacion del escolex
de la masa del cisticerco se produce, en el medio utilizado a
este fin, entre las 24 y 72 horas de permanencia en el mismo,
produciéndose este proceso en el 100 por ciento de los cisticer-
cos tratados. Esta separacion la consideramos el “segundo es-
tadio”: rotura y separacion de los escolex de sus respectivas
“masas” (Fig. n.° 1).

CISTICERCO DE T HYDAT!I GENA

CISTICERCD

} "MASAT DEL

CISTICERCOD DE

“ »
MASA SEPARADA DEL ESCOLEX
T. AYDATIGENA DESENVAGINADGO )

Sin embargo, cuando el tratamiento pépsico previo fue me-
nos intenso (menos concentracion de pepsina o menos tiempo
de tratamiento), no se consiguio la separacion de las “masas”
en un 100 por ciento de los casos. (Los resultados de los culti-
vos efectuados después de tratamiento pépsico débil no se in-
cluyen en este estudio por haberse efectuado en condiciones ex-
perimentales diferentes}.

Colocados los escolex libres en el medio de cultivo, la evo-
lucién de los mismos fue la siguiente:
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3.2 Aparicion de canales excretores—A las 48 horas, en
algunos escolex libres comienzan a visualizarse los canales ex-
cretores longitudinales. “Estadio 3.° de evolucion”. (Fig. 2, B).

4° Ondulacion de los canales excretores.—A las 96 horas,
todos los ejemplares aparecen aplanados, mostrando crecimien-
to. Miden unos 4 mm de longitud media, habiéndose duplicado
la longitud que tenian en el momento de la siembra; los ca-
nales excretores aparecen muy visibles en todos los ejemplares,
con manifiesta ondulacion. (Fig. 2 C).

S—Bandeado.—Asimismo, entre las 72 y 120 horas, em-
piezan a mostrar condensaciones celulares transversales: “5.°
estadio de evolucion” (Fig. 2 D), que consideramos previo a la
estrobilacién real, ¥y que denominamos, al igual que otros auto-
res, “bandeado”. Antes de aparecer este estadio, los canales
excretores longitudinales aparecen ondulados: “4.° estadio evo-
lutivo”. (Fig. 2 C).

6. Estrobilacion.—A las 168 horas, todos los vermes mues-
tran “bandeado” mas o menos acusado, midiendo unos 11 mm
de longitud. Este “bandeado”, entre las 192 y 216 horas, apa-
rece mas condensado, convirtiéndose en estrobilacion en la to-
talidad de los helmintos: “6.° estadio evolutivo” (Fig. 2 E). Al
décimo dia miden de 15 a 16 mm de longitud. En algunos ejem-
plares aparecio esta fase de desarrolio hacia el séptimo dia,
observandose un contacto entre los canales excretores longitu-
dinales en el anillo distal.

Entre el duodécimo y decimoquinto dias, se forma en los
anillos el “velum” de los mismos, y en el ultimo anillo los ca-
nales excretores desembocan en un ensanchamiento constitu-
vendo la vesicula excretora. Modificaciones éstas propias del
llamado *“6.° estadio evolutivo”.

1.2 Primordios geniiales—Entre el decimooctavo y vigési-
mo dias, se observan condensaciones celulares organizadas en el
interior de los anillos, correspondientes a los inicios genitales,
asi como una protuberancia alternante en los anillos distales,
que iInterpretamos como el lugar donde apareceria en los hel-
mintos adultos el poro genital. Miden unos 20 mm de longitud
media: “7.° estadio evolutivo” y ultimo logrado “in vitro” bajo
nuestras condiciones experimentales: “inicio genital”. (Fig. 2 F).

Al vigesimosegundo dia miden unos 25 mm de longitud
media, obteniéndose el maximo de crecimiento g los 35 dias de
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cultivo, con longitudes que oscilan entre 35 y 40 mm. Algunos
cultivos sobrevivieron hasta 56 dias, no lograndose mayor evo-
lucion que la obtenida hacia el vigésimo dia.

DISCUSION

La evolucion mostrada por Taenia hydatigena “in vitro”,
bajo nuestras condiciones experimentales, desde cisticerco has-
ta el maximo desarrollo logrado ““in vitro” a los 20 dias, la
hemos dividido en siete estadios evolutives, no siempre faciles
de distinguir unos de otros, tratando de acomodarlos a los que
otros autores (7, 1), sefialan para la evolucién “in vitro” de
otros cestodes.

El primer estadio corresponde a la desenvaginacion del
cisticerco y alargamiento del cuello del mismo. Este estadio
ocurre en T. hydatigena en la misma solucion desenvaginante,
estando todos los cestodes en este estadio a las 20 horas de
tratamiento.

El segundo estadio corresponde a la separacion del escolex
del resto del cisticerco. El cuello se rompe por una zona en la
que las cuticulas parecen estrecharse y que ya es visible en el
estadio anterior, quedando el escolex libre de su respectiva
“masa”. Este estadio ocurre en el 100 por ciento de los cisti-
cercos entre el 1.° y 3.° dia de la siembra en los frascos conte-
niendo el medio para dicha finalidad. Tste proceso de separa-
cién, quizas sea consecuencia de tres factores: a) los actives
movimientos del escolex del cisticerco desenvaginado, ayudados
por la resistencia causada por la fase solida al intento de pe-
netracion en la misma por los escolex; b) los componentes de
las soluciones enzimaticas, tanto de la solucion pépsica como
de la solucion desenvaginante, ya que quizas la pepsina actie
sobre los tejidos de la zona de rotura aun incluse mientras el
cisticerco permanece invaginado, pues las experiencias citadas
con tratamiento pépsico poco intenso no condujeron al 100 por
ciento de roturas; c¢) la actuacion de enzimas endocelulares que
tras alguna estimulacion, bien en la digestion pépsica o en pre-
sencia de algun factor de la solucion desenvaginante, se pongan
en funcionamiento con autolisis de los tejidos de la zona de
rotura y cuyo papel no debe descartarse. La influencia de estos
tres factores esta siendo objeto de estudio para su confirmacion.

Fig. n.° 1.—Escolex desenvaginado “in vitro”. Se aprecia, tras
el alargamiento del cuello, la zona por donde se realizard la
“rotura”

Fig. n.» 2—Se observa el estrechamiento existente en el cuello
del cisticerco desenvaginado, antes de realizarse la separacion
del escolex del resto del cisticerco (100 X)



Fig. n.° 3.—Se aprecia la zona de “rctura” en un escolex ya
libre del resto del cisticerco. Puede observarse una zona donde
la cuticula se adelgaza hasta desaparecer. (100 Xx)

n.e 4—Cultivo “in vitro” de 7. hydatigena:
Segmentacion (160 X

Fig



Fig. n.» 5.—Cultivo de T. hydatigena. Sezmentacion, formacion
de estrobiles. Vision global

Fig. n.e 8.—Cultivo de T. hydaligena. Velum formado. Se
observa el inicio del poro genital
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Comparando la maxima evolucion “in vitro” lograda en
E. granulossus, T. serialis y T. crassiceps por SmyTH y colabo-
radores (6, 7, 8, 1), con la lograda por nosotros en 7. hydatigena,
comprobamos que los resultados obtenidos son similares en
todos los casos: anillos con diferenciacion genital pero no ani-
llos gravidos. Quizas, por tanto, T. hydatigeng tenga unos re-
guerimientos biolégicos similares a los necesarios para la evo-
lucién de los cestodes antes citados. No debemos olvidar la si-
militud de habitat “in vivo” de estos cestodes, asi como la se-
mejanza de los medios de cultivo empleados para su desarrollo
“in vitro™.

Estos tres cestodes antes sefialados llegan “in vitro” a la
segmentacion en 14, 11 y 4 dias, respectivamente, lo que ocurre
con T. hydatigena aungue a los 7-9 dias. Las diferencias en el
tiempo en que se consigue la segmentacién, entendemos que
son debidas a la variabilidad tipica de cada especie.

Por otra parte, T. hydatigena sufre, bajo nuestras condi-
ciones experimentales, una evolucién casi idéntica, en los pri-
meros estadios a la descrita por D. W. FAETHERSON (1969) (2),
“in vivo”. (Grafica n.* 1).
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Al septimo dia de desarrollo “in vivo”, muestra T. hydati-
gena signos de estrobilacion, e “in vitro” aparece “bandeado”.
Quizas los signos de estrobilacién de los que habla FEATHERSON
corresponden a este inicio de segmentacion que es el bandeado.

Al 15.° dia “in vivo”, cita FEATHERSON (ue aparece la vesi-
cuya en el proglotis distal, “in vitro” sucede al 16.° dia.

El que estos helmintos no lleguen a adultos fértiles, quizas
dependa de la falta de algin componente indispensable en el
medio o, como indica SmyTH en 1974 (7) para E. granulossus,
de “la falta de una cierta presion de las vellosidades intestina-
les sobre el verme, con la cual el cirro llegaria a verse forzado
a penetrar en el poro genital”.

RESUMEN

Se cultiva T. hydatigena desde la fase de cisticerco hasta iniciacién
del estado adulto.

Se describen las técnicas estériles de diseccion y tratamientos enzi-
maticos preparatorios al cultivo.

Se ha empleado un medio difdsico a base de Suero bovino coagulado
por calor como fase sélida, y como fase liquida CMRL 1066 (Gibco) mo-
dificado con FCS, Estracto de levadura, Glucosa y Cloruro potdsico. Como
fase gaseosa se emplean CO,, N, y O,.
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