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SUMMARY

Analysis in homogenate of Ascaris lumbricoides, culture “in vitro”
during three days, at a constant temperature of 30°C and the pericdic
change of the medinm every 4 hours, have been done; it has been proved
that, the values of the determinate components are more similar fo the
Asearis normal habitat, when it is added to the medium of Tyrode: 1,0 r.
of glucose and 0,3 gr. of hemoglobina of pigper litre. Succesively, the pos-
sible incidence upon the Ascaris culture of several antibiotics and sulfona-
mides, added to the medium, has been studied.

The best medium for the culture of Ascaris is: solution of Tyrode
modified with bicarbonate 1.000 ml., glucose 1 gr., hemoglobin of pig 0,3 gr,,
and Penicillin-G 0,25 gr., is concluded.

INTRODUCCION

En articulos anteriores (2, 3, 4, 5, 6,7, 8 ¥y 9) los analisis
para determinar la normalidad fisiologica y bioquimica del As-
~aris en sobrevivencia durante 3 dias, se realizaron, previa di-
seccion del parasito por tejido, suponiendo que podrian encon-
trarse diferencias mas o menos significativas segun el tejido
considerado. En los resultados que se obtuvieron se sefialaban
que las diferencias encontradas seglin ensayos y segin tejidos,
eran a veces contradictorias y que solo manifestaban signifi-
cacién estadistica cuando los valores parciales se referian a
Ascaris total. Esto, nos indujo a realizar los analisis finales en

(Recibido el 3-XI-1877.
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homogenados totales, con 1o cual se simplificaban las técnicas
analiticas y se reducian las posibles causas de error como con-

secuencia de las multiples manipulaciones a que se sometia la
muestra.

A continuacion se estudian las posibles incidencias que sobre
la normalidad del Ascaris en sobrevivencia puede tener la adi-
cion de ciertos antibioticos, sulfamidas v antifungicos, en los
medios utilizados.

MATERIAL Y METODOS

Los Ascaris recogidos del Matadero Municipal son trans-
portados y preparados como se indica en el trabajo (2).

El dispositive empleado para el cultivo es segun (7). Des-
pués del cultivo se procede a trocear los Ascaris y & realizar la
dialisis del homogenado. Ests se lleva a cabo tal como se indi-
ca en (5). El fraccionado cromatografico del dializado se realiza
en columna de Amberlita CG-400 (lavada con ClH, sosz ¥y agua,
finalmente, hasta reaccion neutra) v de 1 X 20 cm. Inicialmente
se equilibra la columna con Aacido boérico 0,02N y después se
pasan los 10. ml. de dializado previamente neutralizado con CIN.
La columna se eluye con 50 ml. de borato sédico 0,002M. Después
se pasan 30 ml. de sosa 0,2N y finalmente 20 ml. de agua des-
tilada. La determinacion de azlicares de las dos fracciones que
se recogen, se hace por el método de la antrona (10).

La lectura directa del dializado y expresado en Adenosing
nos da unos valores que pueden referirse al conjunto de los de-
rivados adenilicos.

En la fraccion no dializable se realizan las medidas espec-
trofotométricas en un Beckman D-G-B- a 280 mn (proteinas)
y a 412 (I—Iemogiobinaj tal como indican (9). También en la
fraccion no dializable se determina el contenido de Gluccégeno.

Se ha usado como medio base una solucion de Tyrode mo-
dificada con bicarbonatc y adicionada de diversos nutrientes:
Glucosa a 0,3 y 1 gr. v hemoglobina de cerdo a 0,3 gr. por litro
de Tyrode, respectivamente. Posteriormente se ha adicionado
al medio inhibidores del crecimiento mecirobiano, en las concen-
traciones que se indican en la tabla A.
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TABLA A

NUTRIENTES DOSIS
MEDIO Glucosa (gr/litro) Hb (gr./litro} INHIBIDCRES mgr/litro
1 - — Gantrisona 200
2 i,0 0,3 " 200
3 - — Sulfogguanidina 200
4 1,0 0,3 " 200
5 — — Penicilina 250
8 1,0 0,3 ” 250
Ki — e Nistatina 30
8 1,0 0,3 ” 30
g —_ — Estreptomicina 250
10 1,0 0,3 " 250
11 — — Kanamicina 250
12 10 0,3 ” 250
13 - — Tetraciclina 250
14 10 (] ” 250
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TABLA III
Contenido de componentes en homogenados totales en Ascaris hembras, después de 72 horas de sobrevivencia,

a 30°C. Renovacién del medio cada 4 horas, en Tyrode adicionado de 1,0 gr. de glucosa v 0,3 gr. de hemoglobina

v los diversos inhibidores del crecimiento microbiane ensayados

Trehaosa “Adenilicos” Glue. Sol. Glue, Comb, Hemoglobina  Proteinas

Glucosa
X

T %A

+ %A

X

¥ +t%A X %A

* %A

+ %A

X

0 A

4 G
-
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2,03 + 15 220 + 30 1744 + 42 3352 + 25 47,33

2,50 4+ 26

Gantrisona

31,01

48,00 + 18
44,85

— 11

23,83

17,70 + 45

+ 71 157 — 11 1,82
2,21

3,40

Nistatina

36,29 4 35

16,37 + 33

+ 31

2,32 + 32
224 + 27

Sulfoguanidina 3,16 -+ 59

+ 20

36,61

53,64 + 21

+ 5% 3242 4 21

18,24 4+ 49

19,51
12,19

2,12 + 25
2,056 + 22

225 + 14

Penicilina

+ 18 37,20 + 22

52,11

34,55 + 29

1,83

Estreptomicina 2,25 + 14

50,64 - 66

— 18 76,69 + 73

21,96
3024 + 13

1,88 + 40

— 79
1,99 ~+ 13

0,38

1,91

Kanamicina

— 29,18

42,99

+ 39 15,34 + 25

2,31

+ 46

2,91

Tetraciclina
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TABLA IV

HOMOGENADOS TOTALES
{RESUMEN)

Gluc. Treh. Gg.8ol Ge.Cm  Prot, Hb Aden.

Medios: Tyroide

adicionado + %A o A % A % A % A % A % A
Iniciales +53 +47 + 36 +31 +12 +16 +31
Glucosa (6,3) — —37 +44 - — +11 —_—
Gl (0,3 + Hb (3,00 —ro e +28 + 29 +36 +31 +12
Gl (1,00 + Hb (0,3 +44 +35 +39 + 22 +42 +15 +15
Ganirisona +19 —_ +39 +22 —14 —17 _
Gant. + G + Hb +26 +15 +42 +25 —_— —_ +30
Nistatina +27 —20 —22 —35 —37 —_— —
Nist. + GI + Hb +71 —_— + 45 —11 +18 —_ _—
Sutfoguanidina —83 +33 —— —— —16 —_— +15
sulf. + Gl + Sb +59 +31 +33 + 35 e e +31
Penicilina — +22 _ + 40 + 32 _ +24
Pen. + Gl + Hb +14 +27 + 59 +21 +21 +20 —25
Estreptomicina _ —27 + 92 e — 9 —_— —
Estrep. + G1 + Hb +13 —_— -+ 49 +29 +18 +22 + 22
Kanamicina —18 —73 ~—18 —15
Kan. + Gl + Hb _— —19 —_— + 18 +73 + 66 + 40
Tetraciclina —30 1 _— —40 —16 —21 e
Tetra. + Gl + Hb + 46 +13 +25 +13 — —_— +38

DISCUSION

En la tabla IV se expresan los resulfados obtenidos en la
busqueda de un medio gue pudiese, al menecs durante 3 dias,
mantener el parasito en condiciones similares a las del intestino
del cerdo. Se ha tomado como valor 100 el contenido de los
diferentes componentes analizados al final de la sobrevivencia
del parasito en medio Tyrode sin adicion de inhibidores del cre-
cimiento microbiano ¢ nutrientes al medic de sobrevivencia.
Los valores de la tabla expresan el contenidc en mas o menos
tanto por ciento del anterior y encontrado en el anélisis final
de las experiencias utilizando diferentes medios. Un tanto por
ciento en menos significa que durante la sobrevivencia en las
condiciones indicadas el componente analizado desciende mas
que en sobrevivencia en ayunas, un porcentaje en maés, indica
que este componente no ha descendido como en ayunas y si el
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porcentaje es superior al dado como valor para “iniciales” indica
la sintesis durante la sobrevivencia ha superado el valor medio
de este componente en el Ascaris en su habitat normal.

Componentes Azucarados.—Al comparar (tabla I) los valo-
res iniciales frente a los de ayunas, encontramos gue las pérdi-
das de estos componentes durante la sobrevivencia en ayunas
son notables, alcanzandose valores hasta del 77 ¥ 53 por ciento
para ftrehalosa y glucosa, respectivamente. Para el glucogeno
(soluble y combinado) las pérdidas oscilan alrededor del 30 por
ciento. Si al medio se le adiciona 300 mgr. de glucesa se observa
una disminucion frente a ayunas para la trehalosa de 37 por
cienfo, mientras que el glucégeno scluble experimenta un au-
mento del 44 por ciento, permaneciendo sin variacién significa-
tiva la glucosa y el glucogeno combinado. Si al medio ademas
de la glucosa se le adiciona 30 mgr. de hemoglobina de cerdo
Sse observa un aumento en los valores del glucogeno tanto so-
luble como combinado del 28 y 29 por ciento, respectivamente.
Aunqgue la glucosa y la trehalosa no experimentan variaciones.

51 aumentamos la concentracidn de glucosa hasta 1 gr.y
se le adiciona los 300 mgr. de hemoglobina de cerdo, se observa
un aumento altamente significativo en todos los aziicares del
orden del 35, 44, 50 y 23 por ciento para trehalosa, glucosa, glu-
cégeno (soluble y combinado), respectivamente.

Componentes protéicos, hemoglobina y derivados adenilicos.—
Se denominan derivados “adenilicos” y corresponde a la frac-
cion del homogenado que es dializable y que absorbe a una
longitud de onda de 260 nm.

En la misma tabla n. I se expresan las variaciones que su-
fren estas constantes bioquimicas; éstas experimentan unas va-
riaciones muy similares a las sufridas por los componentes azu-
carados. Al comparar los valores iniciales frente a ayunas se
observa una pérdida del orden de un 16, 12 y 31 por ciento pa-
ra las proteinas, hemoglobina y derivados “adenilicos”. Si al
medio se le adiciona nufrientes se observan unos incrementos
muy considerables frente a los valores en ayunas y, por ejemplo,
si la adicion de nutrientes es de 1 gr. de glucosa y 300 mgr. de
hemoglobina por litro de Tyrode los valores que se obtienen son
del orden de un 15, 41 y 15 por ciento para proteinas hemoglo-
bina y derivados ‘“adenilicos” respectivamente,
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A continuacién se realizaron experiencias en las cuales se
han usado medios sin nutrientes vy medios con nutrientes
(glucosa 1 gr. y hemoglobing de cerdo 0,3 gr.) ¥y a éstos se
les adicioné los distintos inhibidores del crecimiento microbiano
y en 1as concentraclones reseniadas en la Tabla A.

Componentes azucarados.—La glucosa desciende enn todos
1o0s casos en ausencia de nutrientes, incluso cuando al medio se
le adiciona glucosa a baja concentracion (tabla IV). En presen-
cia de inhibidores este descenso es superior al valor en ayudas,
destacando la Sulfoguanidina con un —83 por ciento. En con-
traste, la otra sulfoguaniding ensayada, la Gantriscna, frena el
descenso de la glucosa en ayunas, dando un tanto por ciento
pesitivo. La adicién de nutrientes al medio {(glucosa como ele-
mento hidrocarbonado y hemoglobina de cerdo como nutriente
proteico y aportador de grupo hemo) neutraliza los efectos an-
teriores incluso superando el valor inicial. En el caso de la Nis-
tatina, Sulfoguanidina y Tetraciclina que de un —27, —83 y —30
por ciento pasan a 71, 59 y 46 por ciento positivo, respectiva-
mente. En el caso de la Peniciling y Estreptomicina ocurre gue
de unos valores similares a los de ayunas, cuando el medio es
enriquecido con nutrientes, experimentan un aumento de un
14y 13 por ciento, respectivamente.

La irenhalosa disacarido no reductor caracteristico de los
invertebrados tanto artréopodos como no artropodos, ha sido
relacionado su contenido en la hemolinfa de los insectos vola-
dores con la intensa actividad muscular que han de desarroliar
durante el vuelo. Su existencia en el liquido celomatico y tejido
de los nematodes, euya actividad muscular es pequefia, puede
estar relacionada con la formacién de ATP como fuente ener-
gética inmediata, dado que los fosfagenos (fosgoarginina y fos-
focreatina) son practicamente inexistentes en los nematodes.
Su descense durante el cultivo en ayunas no Se recupera en
ningin caso, e incluso la presencia sola de glucosa o de algun
inhibidor del crecimiento microbiano incrementa aun mas las
pérdidas en sobrevivencia (tabla IV). Casos extremos son la
kanamicina y la tetraciclina que hacen bajar la trehalosa a
cifras de —73 y —71 por ciento. Sin embargo la sulfoguanidina
mantiene el nivel en un 33 por ciento. La presencia de hemoglo-
bina en el medic mejora estos valores finales sin que en ningin
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caso llegue g alcanzarse el nivel inicial. El nivel mas alto se
obtiene precisamente en ausencia de sulfamidas y antibidticos,

En el caso de la fraccion de glucogeno soluble, su concen-
tracion es poco influenciable por los medics, manteniendo sus
valores en las proximidades de los iniciales. Son excepcion la
nistatina sola y la kanamicina sola, que descienden su contenido
final por bajo del de ayunas. Podria admitirse gue hay un me-
canismo operativo de regulacion de esta fraccion hidrocarbo-
nada que es alterado por estos antibioticos. Por esta razoén el
efecto de los nutrientes es menos evidente, salvo en el caso de
los antibiodticos indicados como la kanamicina gue neutraliza el
efecto nocivo de la misma y totalmente en el caso de la nistatina.

E] glucdgeno combinado es el que en tanto por ciento cons-
tituye la mayor parte de los componentes hidrocarbonados del
Ascaris. Sus variaciones por consiguiente son las que reflejan
mas aproximadamente las modificaciones de los glucidos tota-
les. Su descenso en medio Tyrode solo o adicionado de antibio-
ticos, sulfamidas o antifungicos es compensado por la adicién
de glucosa y hemoglobina gl medio. 8i se conjuga ¢l efectoc de
los inhibidores del crecimiento microbiano sobre las reservas
hidrocarbonadas ambos tipos de glucdgeno (tabla IV) el efecto
mas desfavorable lo produce la nistatina, seguida de la kana-
micina y tetraciclina y el efecto mas favorable lo produce la
estreptomicina, gantrisona y penicilina.

Componentes nitrogenados.—El nivel de proteinas se man-
tiene en medios sépticos cuando se adicionan nutrientes y des-
cienden a nivel de ayunas o por debajo cuando se agrega al
medio antibioticos, sulfamidas o antifangicos. El caso mas ex-
tremo es el de la gantrisona y tetraciclina que ponen el nivel
final en un —17 y —21 por ciento. La adicién de glucosa y he-
moglobina al medio recuperan* las proteinas del Ascaris en el
caso de la penicilina, kanamicina y estreptomicina, pero no
tienen efecto en los restantes.

La concentracién de hemoglobina, depende practicamente
del aporte exogeno del grupo hemo. La presencia en el medio
de hemoglobina debe de mantener los valores inicigles o incre-
mentarlos. Esto es 1o gue ocurre en todos los casos analizados
incluso cuando el antiséptico solo hace descender el valor final
por debajo del nivel en ayunas.
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Los “derivados adenilicos” en presencia de sulfamidas, an-
tibidticos o antifiingicos en el medio sin nutrientes no afecta
mas al nivel final que afecta el ayunoc y la presencia de hemo-
globina en el medio recupera el valor inicial.

En términos generales puede deducirse que salvo en el caso
de los “derivados adenilicos” en que los antibidticos no modifi-
can los resultados de las condiciones de ayunas en medio sép-
tico, en los restantes casos influyen negativamente sobre la
sobrevivencia del Ascaris. Influencia que en parte y no en todos
los casos es neutralizada por la adicién de nutrientes al medio.
Lo recuperacion mas homogeénes de todos los componentes ana-
lizados se realiza en medio séptico en presencia de glucosa al
I por mil y de hemoglobina al 0,3 por mil. El antibiotico menos
perjudicial es la penicilina.

RESUMEN

Se han realizado analisis finales en homogenados de Ascaris, mante-
nidos en sobrevivencia durante tres dias, a temperatura constante de 30°C
y renovacién automatica del medio cada 4 horas; comprobiandose que los
valores de los controles bioguimicos analizados son madas similares a los
del Ascaris en su habitat normal, cuando al medio de Tyrode se le adi-
ciona glucosa 1 gr. ¥ hemoglobina 0,3 gr. por litro. A continuacién se ha
estudiado la posible incidencia sobre la sobrevivencia del Ascaris, de una
serie de antibioticos, sulfamidas y antifungicos, adicionados al medio.
Concluyendo que el medio que consideramos como mdas idoneo para man-
tener en sobrevivencia el Ascaris durante tres dias es condiciones 6ptimas
es: solucion de Tyrode modificado con bicarbonato, 1.000 ml.; gluecosa, 1 g1.;
hemoglobina de cerdo. 0,3 gr.; penieilina, 0,25 gr.

REFERENCIAS

1. Dawson, R. M. C.; Eri1, D. C.; Evvtor, W, . and Jones, B, M. (1969).
—Date for biochemical Research, Claredon Press. Oxford. England.

2. Hermoso, R. y MoONTEOLIVA, M. (1973).—Bioguimica del Ascaris lum-
bricoides del cerdo. II. Trehalosa y glucosa en liguido perivisceral-—
Revista Ibérica de Parasitologia, 33, 427.

3. Hermoso, R. y MonTeoLIVA, M. (1974)—Bioguimica del Ascaris ium- .
bricoides. V. Variaciones durante la supervivencia en ayunag de los
componentes azucarados en diversos tenidos.—Rev, Ibérica de Para-
sitologia, 34, 295.

4, Hermoso, R.; MONTEOLIVA, M. vy SaNcHEzZ, M. (1975a).—Bioguimica del
Ascaris lumbricoides. VII. Efectos de la adicidn de diversos nutrientes
al medio de sobrevivencia sobre los componentes azucarados del As-
caris.—Rev. Ibérica de Parasitologia, 35, 329.



14.

— 414 —

Hermoso, R.; SawncHEZ, M. y MonTroriva, M. (1975b).—Bioguimica dal
Ascaris lumbricoides, VIIL. Efecto de varios nutrientes sobre los com-
ponentes nitrogenados en diversos tenidos.—Rev. Ibérica de Parasi-
tologia, 35, 339.

MoONTEOLIVA, M, 1873).—Bioquimica del Ascaris lumbricoides. I. Com-
ponentes del liguide perivisceral—Rev, Ibérica de Parasitologia, 33,
407,

MownTEOLIVA, M. y Hermoso, R. (1970).—Estudic de sobrevivencia de
helmintos parasitos. I. Cultive “in vitre” del Ascaris Ilumbricoides,
var. summn.—Rev. Ibérica de Parasitologia, 30, 283.

MonTEcLIva, M. ¥y HEerMoso, R. (1974).—Bioquimiea del Ascaris lum-
bricoides. VI. Variaciones de algunos constituyentes protectores del
Ascaris hembras cultivadas en ayunas.—Rev. Ibérica de Parasitologia,
34, 229.

MonTroLiva, M.; BEnito, M. v Hermoso, R. (1§73).—Bioguimica del A4s-
caris iumbricodes. III, Estudio estadistico del contenido en proteinas
v hemoglobina del liguido perivisceral.—-Rev. Ibérica de Parasifologia,
34, 5117.

TREVEYLAN, W. E, ¥y HARRISON, J. S. (1956) ~—Yeast Metabolism. VII. Yeast
carbohidrates fraections, separatiofx from nucleic acid, analysis, and
behaboir during anaercbic fermentation. Biochem, J., 63, 23.



	403
	404-405
	406-407
	408-409
	410-411
	412-413
	414

