CUADRO VIII

N.2 % %

N.2 larvas/molusco

Especie de : 1 : Wil % L1
mulus(_‘o ?:‘Erl:s[;t);;r:: Pene‘sl:;clén E\Uliclon X min HE%. ?
H. madritensis 24 (A)) 49,8 43 2.7 1 20 4.3
H. madritensis 16 (J.) 43,4 6,1 2,6 1 24 5.2
(A.) = adultos
(J.) = juveniles
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NEOSTRONGYLUS LINEARIS (NEMATODA,
PROTCSTRONGYLIDAE) EN CONDICIONES

CONTROLADAS DE HUMEDAD Y TEMPERATURA

Por: A. Reguera Feo
M. Cordero del Campillo
F. A. Rojo Vizquez

INTRODUCCION

Los estudios sobre la resistencia de las larvas I (L-I) de los Protostrongylidae, en
diversas condiciones ambientales, se iniciaron tempranamente (Davtyan? y Pavlov'!,
ambos en 1937).

La mayoria de las veces, los datos aportados son meras observaciones colaterales,
en el marco de trabajos orientados fundamentalmente al estudio del ciclo
vitall.2.3.6.7.8.9.10,14 aunque también se han llevado a cabo estudios encaminados a
determinar la supervivencia larvaria ante factores ambientales diversos* 1213,

Sin embargo, no conocemos ningin trabajo ‘dedicado a investigar la supervi-
vencia de las L-I de Neostrongylus linearis.

MATERIALES Y METODOS

Se preparé una serie de coprocultivos a partir de heces frescas, sin tratar de
ningiin modo, obtenidas de una oveja con infestacién pura de Neostrongylus linearis,
mantenida en el Departamento en condiciones que garantizaban su aislamiento y la
imposibilidad de infestaciones por Protostrongylidae. El animal se mantenia en una
jaula metabélica y la retirada de heces se hacia cada ocho-doce horas.

Inicialmente se tomaban 100 g. de heces para cada coprocultivo, de los cuales se
colocaban en dispositivos Baermann-Wetzel 10 g. Transcurridas dieciocho horas se
recogian del fondo 10 ml. y se centrifugaban a 2.000 rpm., durante cuatro minutos.
Después de eliminar el sobrenadante, se volvian a suspender los 1-2 ml. de fondo
hasta un volumen de 10 ml. con agua corriente, a fin de realizar el recuento en
camara McMaster.
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Una vez realizados los cilculos correspondientes para conocer el nimero de
larvas totales recogidas, dividiamos por 10 para obtener el namero de 1/g. de cada
coprocultivo.

Los 90 g. restantes de heces, los depositibamos en un cristalizador de borde liso.
sobre el que se colocaba una placa de vidrio a modo de tapadera. Seguidamente
reguldbamos las condiciones de humedad y temperatura a las que pretendiamos
mantenerlas hasta el fin de la experiencia. Las temperaturas estudiadas fueron de 5.
12, 20, 26 y 30° C, en estufas de cultivo. Las humedades consideradas. para cada
temperatura, fueron de 100%, 70% y 30%. La humedad relativa de 1009 se
consiguié situando en la estufa un pocillo con agua destilada. Las humedades
relativas de 70 y 30% se lograron con soluciones acuosas de glicerina, que no
resultan afectadas por la temperatura, tienen presién de vapor que representa
siempre la fraccién molar de la presién de vapor del agua pura, pueden mezclarse en
cualquier proporcién y no tienen una accién dréstica sobre la humedad relativa, ni
emiten vapores téxicos para las larvas. Las concentraciones de glicerina fueron del 74
y del 98% p/p que, inicialmente, correspondian a unas humedades relativas del 60
y 17 %, respectivamente. A partir de este momento, se realizé un anilisis semanal,
para lo cual tomibamos 3 g. de heces que pasaban al dispositivo BAERMANN-
WETZEL, para ser tratadas del modo ya descrito. Asimismo, procediamos a cambiar
el pocillo de la solucién acuosa de glicerina, substituyéndolo por otro con las
proporciones originales, dado que el primero se habia enriquecido en agua, por la
captacién del vapor ambiental. Este aumento de la proporcién de agua suponia una
mayor humedad relativa que, calculada convenientemente, equivalia a humedades
medias del 70 y 30%, respectivamente.

Las combinaciones posibles, de humedad y temperatura controladas, fueron 15.
La vitalidad de las larvas se juzgé por su capacidad migratoria.

El nimero de larvas obtenido de los 3 g. semanalmente analizados, se
transformaba en 1/g., refiriéndolos al peso inicial de la muestra y no a estos 3 gramos
concretos, dado que, al cabo del tiempo, se producia paulatinamente una desecacién,
tanto mis marcada cuanto menor fuera la humedad relativa. Para ello, se aplicaba
una regla de proporcionalidad.

La cifra de |/g. asi obtenida se transformé en porcentaje con respecto a la inicial
de 1/g., a fin de poder integrar los datos de las diversas réplicas del mismo
coprocultivo y para poder comparar los resultados con los otros tipos de co-
procultivo.

Para cada una de las combinaciones «<humedad relativa media-temperatura», se
realizaron de 2 a 7 réplicas, segiin la homogeneidad de los resultados, efectuindose
en total 48,

Los valores obtenidos se ajustaron a las siguientes regresiones:

Hiperbélica directa ......... y =a + b/x
Hiperbélica inversa ......... I/y = a + bx

LIAL . o » e s wimsins & vt & & y =a+ bx
Logaritmica................ y =a + blog x
Exponencial ............... y =a.eb
Geométrica .....oovvvnun... y =a.xb
PErabOlRg o » wwsa v x onmn = » y=a + bx + cx?

En todos los casos «y» es el porcentaje de larvas sobrevivientes y «x» el niimero
de semanas transcurridas.
Posteriormente, para cada tipo de coprocultivo se seleccioné la regresion de

mayor correlacién con sus valores de mortalidad.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los porcentajes de supervivencia en cada tipo de coprocultivo se obtuvieron
mediante la media aritmética de los valores correspondientes de las réplicas.

A 52 C (figura 1), independientemente de la humedad, se ajustan a hipérbolas
directas. El efecto de la humedad a esta temperatura es evidente, desde un principio.
Asi, en la primera, a la humedad relativa del 100 % hay porcentajes de superviven-
cia del 35%, mientras que a humedades infériores la supervivencia es, aproxima-
damente, de un 5%. La mayor supervivencia a la madxima humedad relativa supone
que este primer estadio larvario puede, en tales condiciones (52 C y 100% de
humedad), mantenerse vital mas all4 de la semana 15.2, en tanto que a humedades
inferiores, podemos considerar que su extincién total tiene lugar hacia las sema-
nas 7.2-8.3.

A 122 C (figura 2), los valores se ajustan a regresiones geométricas con
humedades relativas de 100 y de 30 %, y a una hipérbola inversa la del 70 %. A esta
temperatura la humedad no parece tener influencia en la supervivencia de las L-I, si
exceptuamos el periodo inicial, de manera que podemos considerar que el nimero de
larvas vivas, en tales casos, desciende por debajo de niveles apreciables poco mas alla
de la 72 semana.

Tanto a 202 C (figura 3), como a 26° C (figura 4) se aprecia una mayor
supervivencia inicial a humedades medias (en ambas temperaturas se ajustan los
valores a una regresién parabélica), con total extincién en la 5.2 semana.

A 209 C, tanto a la humedad minima (regresién lineal), como a la humedad
méxima (hipérbole inversa) la supervivencia es muy limitada: 1-2 semanas,
respectivamente.

A 262 C nos encontramos con el fenémeno contrario ya que, a pesar de
producirse un rapido descenso inicial, tanto a la humedad méxima (regresién
hiperbélica), como a la minima (geométrica), se llega posteriormente a una etapa de
mantenimiento que las permite sobrevivir hasta la 15.2 semana, si bien, en el caso del
30% de humedad relativa, a niveles muy bajos desde la 52 semana.

A 369 C (figura 5) vuelve a apreciarse la influencia de la humedad, en este caso
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practicamente despreciable, debido a la alta mortalidad que supone esta temperatura.
Asi, la supervivencia al 100 % de humedad relativa (regresién parabélica) no llega a
las dos semanas y a humedades inferiores (regresiones lineales) la mortalidad es total
en, presumiblemente, menos de una semana.

A la vista de estos resultados, podemos decir que la humedad influye en la
supervivencia de las L-I de N. linearis de una manera directa, en funcién de la
temperatura, que es un factor importante, particularmente cuando alcanza valores
superiores (362 C).

En conclusién, Neostrongylus linearis tiene una capacidad de supervivencia no
muy destacada, particularmente si la comparamos con la que exhiben otras especies
de Protostrongylidae parisitos de la oveja, que son mucho mas resistentes a los
factores ambientales considerados en este trabajo. Acaso pueda ser ésta una de las
razones que explican por qué N. linearis es pardsito mucho menos frecuente que los
restantes representantes de la familia.

RESUMEN

Se ha estudiado la supervivencia del primer estadio larvario de Neostrongylus
linearis en condiciones controladas de humedad (100, 70 y 30 % humedad relativa) y
de temperatura (5, 12, 20, 26 y 302 C), en un total de 15 combinaciones «<humedad-
temperatura», para las que se realizaron 48 réplicas. Los valores obtenidos se
ajustaron a diversas regresiones, de las que se eligié la que mayor correlacién mostré
con los valores de mortalidad de las larvas.

La conclusién es que la humedad influye directamente en la supervivencia de las
L-I, en funcién de la temperatura, particularmente cuando ésta alcanza altos valores.
Se destaca que N.Il. es menos resistente que otras especies de Protostrongylidae
parasitos de la oveja, lo que puede explicar su menor frecuencia.

SUMMARY

The survival rate of first stage larvae of Neostrongylus linearis has been studied
under controlled conditions of humidity (100, 70 and 30 % relative humidity) and
temperature (5, 12, 20, 26 and 302 C). In short, 15 combinations of both parameters
and 48 replicas of them have been considered.

The values were adjusted to various types of regressions, and the more correlated
to the values of larval mortality were selected.

In conclusion, humidity affects directly to the survival rate of L-I in function of
the temperature, particularly when this parameter reaches greater values.
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HIDROXIPROLINURIA EN RATAS
(RELACION ENTRE RAZA, EDAD, SEXO Y GESTACION)

por: P. Garcia Partida
I. Diez Prieto
C. C. Pérez Garcia
J. Palmeiro

INTRODUCCION

La hidroxiprolina estd actualmente considerada como un indice concreto del
metabolismo del colageno 6seo™ 1523 siendo posible valorar éste a través de los
niveles en la orina de este aminodcido® % 101419,

Podemos correlaccionar las modificaciones de hidroxiprolina urinaria con ciertos
procesos metabélicos 24.6.8.13.11.18:20 " glgunos reproducidos experimentalmente,
pero para poder establecer un verdadero estudio comparativo es necesario conocer
las variaciones que presenta la hidroxiprolinuria en los animales que utilizamos, ya
que como comprobara Garcia Partida no sé6lo la edad interviene en su mayor o menor
excrecién (para Prockop de 1/3 a 1/2 de la hidroxiprolina excretada por animales
jévenes se produce por la degradacién del coligeno «soluble» recientemente
sintetizado y el resto se origina de asociaciones metabélicamente del colageno
insoluble de varios tejidos) sino que las diferentes estirpes dentro de una misma
especie asi como el sexo, son pardmetros que hacen variar el nivel de hidroxiprolina
excretada a través de la orina. Por todo ello, nosotros pretendemos establecer en el
presente trabajo las cifras basales de hidroxiprolinuria a lo largo de su periodo de
crecimiento® %12 comparando dos de las estirpes mas comunes, la Wistar y la
Sprague-Dawley, asi como las variaciones entre sexos, aunque estas variaciones no
siempre son homologables a las de otras especies, incluyendo al hombre® & 1622,

MATERIAL Y METODOS
Hemos utilizado 120 ratas, 60 Wistar y 60 Sprague-Dawley nacidas y criadas en

nuestras instalaciones, alimentadas con una dieta de una casa comercial (Altromin)
y controlada periédicamente su composicién por nosotros mismos, y agua ad ltbitum.
Fueron mantenidas en jaulas de macrolon con cama mineral absorbente, la
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