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I. INTRODUCCION

Las verminosis pulmonares en los animales domésticos tienen un gran sig-
nificado. Los dafics causados por cllas pueden ser, en determinadas ocasiones, muy
considerables. pues no se limitan solamente a las pérdidas por muertes. sino también
se retlejan en mermas de came. leche y lana. No obstante la gran importancia de
estas parasitosis en la rentabilidad deir ganado lanar, existen todavia una senie de
cuestiones que aun no se¢ han podido aclarar. Entre otras, lo muy difundidos que
estan los vermes pulmonares, fundamentalmente los Protostrongylidae, en oveja
y cabra.

La opinién de Hosmairr y Hosmaler (1934) segiin la cual las larvas de
Protostrongylidac, cuando han alcanzado el desarrollo compleio, permanecen en
¢l hospedador intermediario y el hospedador definitivo se infesta al ingerir cara-
coles nortadores de larvas infestantes. ha sido refutada por Dawraax (1937, 1947,
1949) y Kassal (1958 a), quienes afirman que las larvas abandonan, en determina-
das circunstancias, el caracol y, entonces, el hospedudor definitivo las toma libres.
Pero no comparten la idea de cstos autores MaTSEKIN, TURLIGINA, SALAJEWA (1954)
y otros.

Con el desco de aportar una aclaracién a tan divergente opinién, hemos em-
prendido cl trabajo que constituye la presente tesis doctoral.

INVESTIGACIONES PERSONALES

La finalidad de nuestros ensayos ha sido, fundamentalmente, aclarar, hasta
qué punto es cierto que las larvas infestantes de los Protostrongylidac abandonan
el hospedador intermediario, segin se ha publicado en nlgunos trabajos, y en caso
positivo, en qué magnitud sucede esto y qué importancia epizootioldgica puede
tener. Las prucbas comprenden: la comprobacion directa e indirecta de la emigra-
cion de larvas I y el comportamiento de éstas frente a los agentes externos,
asi como su poder infestante.
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2. MATERIALES Y METODOS

Las larvas dec Protostrongylidac con que se han llevado a cabo los ensayos
pertenecian a las especies de Mudlerius capillaris y Protostrongylus rufescens, aun-
que con un marcado predominio de Mudlerius. Se obtuvieron mezclados como
consecucncia de existir una infestacion mixta.

2. 1. Animales de experimentacion

Con las larvas arriba indicadas se infestaron caracoles de las especies: Arion
hortensis, Cepaea nemoralis, C. hortensis, Arieona arbustorum, Monacha incarna-
ta, Helicella arigonus 'y Eulota fruticum. Para comprobar la posible existencia de
larvas emigradas de los caracoles, se alimenté con material vegetal del habitat de
aquellos un macho cabrio de un afio, existente en el Instituto, y en el que previamente
se realizo el andlisis coprolégico para comprobar la ausencia de infestacién previa
por Protostrongylidae.

Con ¢l fin de probar el poder infestante de las larvas obtenidas mediante
digestion artificial, hemos utilizado dos cabras de once meses de edad, ademis de
congjos, cobayos, cricetos y ratones blancos. Todos ellos nacidos y criados en el
propio Instituto,

Los caracoles de la especie Helicella arigonus procedian de Espafia,
pero todas las restantes especies fucron recogidas en Giessen y sus alrededores. Una
posible infestacion natural de los moluscos con larvas de cualquier especie de Pro-
tostrongylidae hubiese perturbado totalmente nuestros cnsayos, por lo que era de
gran importancia que los caracoles a utilizar estuviesen libres de ellas. Por eso,
desde un principio, se recogieron en lugares donde no existia ninguna posibilidad
de infestacion. A pesar de ello y después de su recogida se matd y examind una par-
te de los moluscos. En ninglin caso se comprobd [a infestacién natural con larvas
de Protostrogylidae.

Raras veces se utilizaron en ensayos los moluscos al poco tiempo de reco-
gidos, pues casi siempre se mantuvicron algin tiempo en reserva. Para ello se
colocaron en grandes recipientes de cristal, de unos diez litros de capacidad que
se cerraron con tapaderas de tela metalica. En el fondo del moluscario se colocéd
una capa de piedras pequefias y sobre cllas césped, cubierto a su vez por hojas de
arbol. Los moluscarios se colocaron e¢n una habitacion oscura a la temperatura de
20 a 25° C y a humedad relativa entre el 65 vy 75 % . Diariamente recibian los ca-
racoles, como comida, hojas de lechuga, trozos de pepino o salvado humedecido
en un portaobjetes. Al mismo tiempo, se humedecia con agua la capa superficial
de hojas de édrbol. De vez en cuando los moluscarios eran reemplazados por otros
limpios, con nuevas piedrecitas, césped y hojas frescas.

2.2, Infestacion de los caracoles

Condicidn previa a todo ensayo fuc la infestacion del hospedador interme-
diario. Las larvas | necesarias para ello, fueron recogidas de excrementos de oveja
por el mélodo BALRMANN-WETZEL. Se hizo recogida rectal de los excrementos en
distintos animales de rebafios que pastaban en los alrededores de Giessen, y se
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colocaron por separado en embudos. Hemos comprobado la existencia de eran nis-
mero de larvas en la mayor parte de las ovejas, con predominio de Mullerius capi-
llaris sobre Protostrongyius rufescens. Con las larvas 1, asi recogidas, sc infesta-
ron los moluscos inmediatamente, o bicn después de cinco o seis dias. Durante este
ticmpo ¢l material estuvo cn agua del grifo, en placas de Petri y a la temperatura
de 3a5°C.

Para la infestacion de los caracoles seguimos el método citado por Kassat
(1957 b) como optimo. Para cllo concentramos las larvas en una pequena cantidad
de agua (unas gotas) y las extendimos en capa fina sebre placas de Petri. Entonces,
colocamos en cada placa de cuatro a seis caracoles de la especie a infestar. Se cuidd
de la aireacion de la placa, porque observamos que, poco tiempo después del cierre
completo, disminuia la actividad de los caracoles. Asimismo, cuando algunos de
éstos se deslizaban por la tapadera de la placa, sc le puso rapidamente en contacto
con el material infestante, Por obscrvacion micrescopica pudimos comprobar que,
después dc seis a ocho horas, no habia ya casi ninguna larva, pues la mayor parie
de ellas habian penctrado en los moluscos. Entonces se colocaron los caracoles,
en los ya descritos recipicntes, con césped y hojas de drbol. Primeramente no se rea-
lizd con ellos ninguna manipulacién, sino que permanecicron como los caracoles
no infestados. En cada moluscario no habia mas de doce ejemplares.

2.3, Investigacion de la emigracion larvaria a partir de los caracoles

Con varios ensayos se quiso comprobar, si, después que las larvas han al-
canzado en el hospedador intermediario ¢l estado infestante, disminuye el nimero
de cllas en el trascurso del tiempo, o bien permanece mds o menos constante. En
ensayos anteriores (MARTINEZ MoRALES, 1964) habiamos comprobado que con el
método de infestacion arriba indicado, se lograban resultados satisfactorios.

Las condiciones de mantenimiento de los moluscos fueron las mismas que
para los infestados.

Los experimentos seTealizaron a lo largo de un afio y, por tanto, tuvieron lugar
en mmvierno y en verano. A pesar de cllo,, las variaciones climatologicas apenas tu-
vieron influencia, ya quc las condiciones del medio ambiente para los caracoles,
por su conservacion en el laboratorio, permanecieron constantes casi todo el tiempo, pres-
cindiendo del grado de iluminacion.

2. 3. 1. Caracoles en moluscarios con habitat normal

Con la técnica aplicada a los distintos lotes de este experimento creiamos
que se podria comprobar la emigracién larvaria de los caracoles. Pensamos que el
grado de infestacion de €stos estaria muy equilibrado, dentro de los ejemplares de
de un mismo lote. Por tanto, resultaria que el nimero de larvas I que obten-
driamos en caracoles examinados a las cuatro semanas, seria superior al hallado
en los matados. por ejemplo, tres 6 cuatro meses p. i.. respectivamente.

A partir de las dos semanas p. {., esto es, desde cuando se podia contar que
el desarrollo de las larvas estaba completamente terminado, y hasta un plazo de
unos seis meses, matamos primeramente uno o dos caracoles y utilizamos el pie,
que se corté en pequenus trozos y se examino entre placas compresoras de las usa-
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;Ilu:die;mcl andlisis trlqulncloscél?ico. El nimero de larvas existentes fue determinado
e interiatizzu:gtsood;lg:]% al mllsmo :iiergpo que se observd el grado de desarrollo
- s regulares, de dos a cinco sem iz6 i ipu-
o 5 anas. se realizé igual manipu-
ion y examen con los restantes moluscos. Se experimentd con los siglg;ilcntes loFes.

Lote 1.°—Se infestaron Ari ]
. ¢ rion hortensis de los que j
plares a los tremnta dias y otros dos a los 58 p. . e 5o fataron dos epem-

20 T ’ > . ; i i
do dos i,:{e (;s.‘caﬂll)lclz Ce plac(.r_hmrmr.m. A partir del dia catorce p: i se mataron
0S ¢ d coles a los intervalos antes indi mi and' el m
L 95 s tes indicados, terminando el examen a

Cao . .
los _Lou 3&"_S&|S Cepaea nemoralis, que matamos de uno en unoy a interva
» p- i., muy diferentes, comenzando ¢l dia 20 p. i. y concluyendo a los 108 dias p.

} k) H
o el;og] ;;fu.rso (li)c]: los doce Monarcha incarnata, que integraban este grupo
el experimento uno y no pudo in: :
RN ] p cxaminarse por estar en estado
. Los once cjemplares restantes s ing indivi
il S S res ¢ examinaron individualmente @
s p. i.empezando el dia 19 p. i | i ‘
disti los p.. pezar p. i»y concluyendo a los 187 dias p. i.
4 en que matamos, dos caracoles. El recuento larvario se hizo individuulmcﬁld

P .

21y IosLaltglsél’ Nue_ve‘Am'm'ra arbustorum. En un plazo comprendido entre los

2y man;cnidgz ,gn [Ias se m.:ltfzr_on y examunaron, a intervalos diversos, siete cara-
5 as condiciones gencrales ya discutidas. L i

' g 3 . Los dos cjemplares

restantes, se colocaron en un moluscario, también de cristal de un litro dJe cal\)paci-

dad, en g interior d i
. cuyo interior se obtuvo una fumedad refativa alta. Ademds los sometidos -

o la irradiacion de la ldmpara,

v g L

PR, . . .
Conscrvﬁée Ig's 'calr)dlgzl Cepaea hortensis. Durante casi cuatro meses p. {., se habian
acoles en 1as condiciones habituales i - ]
5 s, Matamos en este
onse r ! r : l rimer
Ecwm?:g:v cr;trc I(:fs .((l} y 113 dias poia diversos intervalos siete caracoles. Lﬁs tres
coln folla"c gar c;r e _Iqs It3 dl-ilS p- i., se colocaron en un moluscario pequefio
consccuti{r s c];‘:l c ;ccnb!eron slcsmnes de la lampara a lo largo de dieciocho dias
. Durante seis a ocho horas diarias. Al fin d i
T ! . in de este tiempo, esto es, a los
. I., matamos un caracol. Los dos i ’ \
] ) . restantes continuaron du intz
y tres dias mads, en las misma ici e
s condiciones, salvo que aum
como en el fore 5.9, y les aplic: T esiodes e harat e
r . amos de nuevo, sesiones d is ¢ iari
oI P A’ ; , sesiones de seis a ocho horas diarias
. partir de e¢ste momento (164 dias ]
coles todavia en experimentacié ' D s
acion, a un moluscario seco i i
oo da 2 : y sin contenido alguno du-
te dieciocho dias. Cada dos o tres fechas los pusimos de seis a ocho %I:Jras en

— 112 —

placas dec Petri con agua. Este agua y la resultante de lavar la placa sc cxamind
al microscopio previamente.

Habfamos observado a lo largo de nuestro trabajo, como se especifica mas
adelante (cpigrafe 3. 3. 6.), que, cuando poniamos en agua los trocitos del pic del
caracol usados para recuento de larvas cn las placas compresoras, las larvas 48]
no abandonan la musculatura del hospedador a las seis u ocho horas post muortem,
sino al cabo de veinticualro a cuarenta y ocho horas. Esto nos llevé a pensar que
el tiempo de inmersion de los caracoles vivos en ¢l agua, para lograr la cmigracion
de las larvas, pudo, probablemente, haber sido demasiado corto. Por ello, coloca-
mos los dos caracoles del lote 6.9, ain existentes, durante cuarenta y ocho horas
ininterrumpidas en placa de Petri casi completamente llena de agua, de manera
tal, que cl pic del caracol estuviese constaniemente sumergido en el agua. Final-
mente, examinamos el liquido. Uno de los moluscos habia muerto en esta prucba.
El otro, ultimo del grupo, seguidamente lo pasamos al moluscario pequefio, libre
de comida y follaje, durante tres dias. A continuacion lo pusimos, por scgunda vez,
otras cuarenta y ocho horas en placa de Petri casi llena de agua. De nuevo exami-
namos ¢sta en busca de larvas emigradas. Cuando sc cumplian 189 dias p. i. ma-

tamos el tdltimo caracol del grupo.

Lote 7.9 —Cinco Helicella arigonus. L.os cxperimentos realizados con este
grupo son muy semejantes a los llevados a cabo con los C. hortensis del anterior.
A los treinta y tres dias p. {. matamos un caracol, que examinamos en las habitua-
les placas compresoras. Pocos dins mds tarde se cncontré un cjemplar mucrto,
que descchamos. A partir de los dos meses p. i. pasamos los tres caracoles restan-
tes a un moluscario pequeiio, contenicndo césped y follaje. Diariamente estuvicron
de seis a ocho horas bajo la accién de la ldmpara y, ademds, clevamos, de la for-
ma ya descrita, la humedad en ol frasco. Cuando habian transcurrido ocho dias,
matamos un caracol ¢ hicimos el recuento larvario. Los otros dos continuaron €n
las condiciones tltimas hasta un total de veintidés dias, es decir, hasta ¢l octopé-
simo dia p. i. Seguidamente los pasamos 4 un moluscario con comida solamente,
hojas de lechuga, donde permanccicron dos dias. Al cabo de éstos, lavamos los
restos de lechuga y el moluscario. El agua del lavado se examiné al microscopio.
Finalmente, pusimos los caracoles cuarenta y ocho horas en placas de Petri casi
llenas dec agua. Examinamos el agua en busca de larvas emigradas. A continuacion,
matamos los dos ultimos Helicella del grupo, cuando, precisamente, sc cumplian

los ochenta y cuatro dias p. /.

Lote 8.9 —Nueve Cepaea hortensis. En el curso del experimento murieron
cinco caracoles. que no se pudicron examinar porque. pricticamente. sélo quedaba
de ellos la concha. Asi, pues, hicimos los experimentos con cuatro ejemplares, so-
lamente. Matamos uno a los treinta y tres y otro a los cuarenta y ocho dias p. i.,
respectivamente, y contanmos las larvas de la manera habitual. Los dos restantes,
separados, s¢ pusicron, a los cuarenta y ocho dias p. i., en placa de Petri con agua.
Uno murié dentro de las primeras veinticuatro horas y examinamos prontamente
el liquido de la placa. El oiro continué cn agua hasta completar unas cuarenia
y ocho horas. Entonces, examinamos microscopicamente ¢l fondo de la placa, como
cn otros cnsayos. Scguidamente, matamos el caracol y realizamos ¢l recuento de

larvas.
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Lote 9.9 —Seis Cepaea nemoralis. A los cuarenta ¥ uno dias p. i. matamos
un caracol y examinamos las larvas. Al dia siguicnte pusimos los cinco restantes
en una placa de Petri, casi completamente llena de agua, donde permanecieron
cuarcnta y ocho horas. Al final examinamos ¢l agua al microscopio. Despuds,
pasamos los caracoles a moluscarios sin ningin contenido, durante scis a ocho
horas, y seguidamente los pusimos, de nuevo, uno en cada placa llena de agua.
Cuando habian transcurrido veinticuatro horas hicimos un examen microscopico
del agua. Comprobamos, ademds, que dos caracoles habian muerto, Los tres toda-
via vivos los colocamos en un moluscario con solo hojas de lechuga unas veinticua-
tro horas. Seguidamente lavamos los restos de comida y examinamos el sedimento
del lavado. De nucvo los pasamos a una placa con agua, la cual examinanios mi-
croscopicamente despuds de veinticuatro horas. Otra vez los colocamos en el molus-
cario con hojas de lechuga, Cuyos restos se lavaron, después de veinticuatro horas,
y examinamos ¢l sedimento del lavado. A continuacion pasaron a un moluscario
sin comida y sin césped, cn cl que permanecicron una semana en estivacion. Fina-
lizada esta semana, los pusimos por separado en placas de Petri con agua. A las
veinticuatro y a las cuarenta y ocho horas de la citada inmersion de los caraco-
les, examinamos al microscopio el fondo de Ia placa en busca de larvas. Seguida-
mente matamos los tres caracoles e hicimos ¢l recuento larvario por separado. Ha-
bian transcurrido, cntonces, cincuenta y seis dias p. §.

2.3.2. Caracoles en moluscarios vacios

Paralelamente a la experiencia anterior (3. 3. 1) y desde el comienzo dei
trabajo, hemos llevado a cabo los cnsayos que constituyen la presente. Tratamos
de encontrar, como en la experiencia anterior, las larvas Il que, posiblemente,
hubiesen abandonado el hospedador intermediario, pero empleando otras técnicas.,
No hemos matado los caracoles a intervalos regulares p. i., como en la experiencia
anterior, sino que realizamos los ensayos con todos los caracoles, hasta 5,5a7mesesp.i.,
¥ los terminamos matando en el respectivo dia todos los caracoles de cada grupo co-
rrespondiente. g

Durante ¢! primer mes p. i. se mantuvieron los caracoles como los no in-
festados. A continuacion, los pasamos a moluscarios completamente secos y vacios
Y. una vez por semana, se colocaban todos Juntos o bien separados, individualmen-
le, durante cuatro a cinco horas en placas dc Petri, en cuyo fondo habia una capa
fina de agua. Algunos de los moluscos se situaban en la cara interna de la tapadera
de la placa, con lo que el pic no permanccié todo el liempo, en contacto con el li-
quido. Finalmente, observamos al microscopio el liquido de la placa y, ademas,
el sedimento resultante del liquido de lavado, tanto tapadera coma base, de dicha
placa. Toda esta manipulacién sc repetia una vez més en el mismo dia.

En la noche de ese dia, Pasamos los caracoles a sus frascos habituales con
comida abundante: hojas de lechuga y trozos de pepino. Al dia siguiente se lavaron
bicn ¢l frasco y los restos de comida ¥ se examiné el sedimento. Todas estas mani-
pulaciones se repetian, como se ha dicho arriba, una vez por semana a lo largo del
experimento. Terminamos éste, matando los caracoles para obtener ¢l mimero de
larvas. No hicimos el recuento individualmente para cada caracol, sino que cal-
culamos la media, larvas/ caracol, en los respectivos lotes:

Lote 1.2—Cinco Cepaca nemoralis. Se tuvieron en experimentacién duran-
te seis meses.
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] aliz: los expe-
Lote 2.0 —Cuatro Cepacea hortensis. Con estos Cepaca realizamos p
rimentos a lo largo de cinco meses y medio.

2.3.3.  Caracoles sometidos a la irradiacion de la ldmpara

ienci 5 i a g al del

Como sc¢ ha explicado en la experiencia 3. 3. 1, some'tlm‘o‘s, ﬂg ixj ]f;r;ﬂ e

ensayo de cada lote, los dos o tres cjemplares de los Iotesla la n;]gfsl%nn b
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5€ E 5
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dn;lib;l indicados, de la experiencia, csto es, a los (_:u:nto V?—:]n comprobar si estaban
iu‘ caracoles, que examinamos en placas compresoras pa
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infestados y en qué grado.

n los caracoles solo a la accion
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lt?cc‘;tantc de las larvas, posiblemente liberadas, que como

Lote 2.0 —Seis Cep

T o N > Iy
2.3.4. Caracoles sometidos a cambios bruscos de teniperatura

i aracoles,
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namos al microscopio el fondo, todavia himedo, de cada placa de Petri. A
continuacion, lavamos, tanto base como tapadera de cada una de éstas, respectiva-
mente separadas y cxaminamos microscépicamente el sedimento correspondicnte
al liquido de cada lavado. Finalmente, colocamos, de nuevo, cada lote de ‘cariacoles
en sus respectivas placas de Petri, cuyo fondo estaba humedecido con agua. En estas
condiciones y a la temperatura del laboratorio, permanecicron seis horas bajo la
limpara. Seguidamente, repetimos ¢l examen microscopico del fondo de la placa
y ¢l sedimento, resultante del lavado de la misma. como habiamos hecho anterior-
mente,

Terminadas cstas manipulaciones, matamos los caracoles e hicimos el exa-
men de larvas en las placas compresoras. Se calculé el promedio larvas/caracol de

cada grupo y, con ello, se concluyé el experimento. a composicién y detalles de los
lotes fue la siguiente:

Lote 1.2—Seis Cepaea nemoralis. Se iniciaron, con ellos, los ensayos a los siete
meses p. i.

Lote 2. —Ocho Arianta arbustorum. Con éstos, a diferencia del lote ante-
rior, empezamos los ensayos a los cinco meses poi.

Lote 3.9—Ocho Eulota fruticum. Igualmente que con ol lote scgundo,
empezamos los ensayos a los cinco meses p. i,

2.3.5.  Caracoles infestados con un nitmero determinado de larvas |

La finalidad de este ensayo fue determinar, aproximadamente, el ndmero
de larvas I que, por término medio, podria haber invadido cada caracol de los
respectivos grupos. El promedio larvas I/caracol lo comparariamos con ¢l ndmero
de larvas III, encontradas en cada caracol examinado a partir de los treinta
dias p. i., es decir, matado cuando, normalmente, las larvas han alcanzado el desa-
rrollo completo en el hospedador.

A los treinta dias, o en fechas posteriores p. /., matamos a uno o dos cjem-
plares de un determinado lote y los restantes a intervalos posteriores. Pensabamos
que, como para la investigacion del apartado 3. 3. 1., nos seria posible determinar
el mimero de larvas 1I1 que abandonasen al hospedador intermediario, las que
serian cn nimero creciente en el curso del tiempo. Por tanto, la cantidad de larvas
encontradas en los caracoles matados a los tres meses de ia infestacion, por ejemplo,
seria inferior a la existente cn los examinados al mes v medio o dos meses antes.

El material obtenido para infestar un lote de caracoles, se concentrd por
centrifugacion, en dos o tres ml de agua. Scguidamente tomamos con una pipeta
fina 0,1 ml, previa agitacién del liquido, soplando sobre la misma pipeta, para que
las larvas estuviesen distribuidas por igual y no concentradas en el fondo del liquido
centrifugado. El 0,1 ml con las larvas se puso sobre un porta y realizamos al micros-
copio, tres recuentos, que estimamos como nimero de larvas por 0,1 ml. Multipli-
camos dicho mimero por el de mililitros de liquido, obteniendo, por tanto, la cifra
total de larvas cxistentes.

El método y técnicas para infestar los caracoles han sido los mismos que los
anteriores ensayos. A continuacién, pusimos aquéllos en moluscarios con igual babitat
que para los caracoles en reserva, véase mds arriba. Pero la placa de Petri, donde
se habia llevado a cabo la infestacion, se lavo bien ¥, por centrifugacion del liquido,
sc concentraron las larvas I, existentes después de la infestacion de los correspon-
dientes caracoles. Para el recuento y cdlculo de éstas, repetimos el mismo método
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que para determinar su nimero antes de la ipfcslacién_ de I?s moluscos. Lu‘:lhlif:l;cnclig
entre ¢l nimero de larvas, antes y después de la infestacion, expresar q
abian invadi s caracoles. I p1 =
hablan L?::gslggrl'?do el ticmpo suficiente para que las larvas hubuc:an ;l;:anz;:g:
el tercer estado farvario en los caracoles, matamos estos, & 1nlerva'os ,11 eizcnmn,
y examinamos mediante placas compresoras, o bien, d_esppcis ﬁe coxl'ta( (:l Elil}zada
tijeras, en trozos pequefios, realizando la digestion artificial, La solucio

en la digestion artificial fuc:

Pepsina seca/Merk. ... g,g : (1),(5) fr;n |
CLH (concentrado) .....ooveviiiiiioaniia e . IOO. . m

Aguadestilada ...

De esta solucion tomamos, en un vaso de preci_p_ilados, de 75 adIOO ml, ns;llngg
los que echamos el material preparado para la digestion. En un .1‘g|'t;1 or tmasgc o
sc llevé a cabo ésta, durante una hora a 36° C de temperatura, Fm:; mente, © ‘():cn-
¢l material por un colador, se decjo sedimentar la pai?c liquida );, ; rc::lzll.u;ls(; e cen-
ifugd : ¢ recuento s¢ hizo como a
trifugé para concentrar las larvas, cuyo L i . )
expcgrimi;nto. Al numero de larvas asi obtenido, habia que sumar Igs' cnconlrz;(ti:?i ;1—[1
los trozos de pie digeridos, que quedaron en (I:l colw(:ilo:' y que (::aérlus:mg:c,) %c:: erior-
a resultante determinari
mente, en placas compresoras. l.a suma res 1 ‘ ‘ .
que hz;bia el; cada caracol, cn los diferentes intervalos de tiempo p. i. Al mismo ticmpo
5 i i larvario.
se comprobo el estado de dcsayroll_o )
l:’Rcalizamos esta experiencia con cuatro lotes de caracoles:

Lote 1.9—Diez Cepaea nemoralis. Se examinaron a partir del dia treinta y
cinco p. i. y los dltimos en el ochenta dia p. i.

(s i i ochenta p. I.
Lote 2.9 — Nueve Cepaca nemoralis. Desde ¢l dia treinta al ¢ /

Lote 3.0—Catorce Arianta arbustorum. Entre ¢l cuarenta y el noventa
dia p. i.

Lote 4.0—Siete Arianta arbustorum. Enire el cuarenta y cinco y el ochenta
dia p. i.
2.3.6. Investigacion sobre la emigracién de las larvas 111 de los caracoles muertos.

Sc sabe que las larvas infestantes de Protostrongylidac §o.t1r0}flfjgn c}ﬁ?(?
tiempo a la muerte de los caracoles. pero. sin cmbargo. cstan dl\f[dlddh &ls npsl dgr
nes respecto a su posible emigracién del caracol muerto. Sobre ésto, podemo

H iy ) argvl P 'Y 4 " ]cs. .
a conocer ciertas observaciones personales. ' ' ' 3

Hemos utilizado, en esta cxperiencia, swl; ?arﬁcolqs Perlcne;;g;é:sll:vgggs

5 3 ados a experiencia 3. 3. 1. La técnica y ¢
rentes fotes de los empleados en la expe ;
a cabo, ha sido semejante para los sicte moluscos, pues modlglcamos., solamente,
las condiciones ambicntales, como & c¢;)nunuat.:lmnl dela!’k:)r?oi en :1?1 tf: ntica)zo;l s treinta
iC i te 7.9). Lo i
1.0.—Un Helicetfa arigonus (3.'3. . lo :
y tres dias p. i. y lo cxaminamos mediante las placas cgmp'rcsoxl'asieis"(]:g;l:gtaur?:n(}gi
i : arie agua. en una placa de Petri. a la 7
usimos los trozos de caracol en agua pl: . : atu
rIJabm'atorio. De cinco a seis horas mas tarde hicimos un examen ;nlf:roscoplﬁ?lrg?}
liquido en busca de larvas cnugradas, lo que repelimos & las vemnticuatro y €
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ta y ocho horas siguientes, respectivamente. Por iiltimo, examinamos, otra vez
los trozos del caracol en las placas compresoras.

2.9—Un Cepaca hortensis (3. 3. 1, lote 8.9), Lo matamos a los treinta y
tres dias p. i. Las técnicas, que hemos aplicado a este caracol, han sido exacta-
mente las mismas que para ¢l anterior,

3.0—Dos Cepaca nemoralis (3. 3. L., lote 9.°). Transcurridos cuarenta
y seis dias p. i, a lo largo del ensayo, los pusimos individualmenie en placas de
Petri llenas de agua, donde muricron en el curso de veinticuatro horas. Inmedia-
tamente, examinamos al microscopio el liquido de la placa. Después, los situamos
separadamente, en una placa de Petri con agua, donde permanecieron veinticuatro
horas, puestos en el frigorifico, a 8° C. Seguidamente, examinamos, de nuevo, cl
fondo de las respectivas placas en busca de larvas emigradas. Por ultimo, cortamos

€n rozos con la tijera el pie de cada molusco ¢ hicimos el recuento larvario con las
habituales placas.

4.°—Un Cepaea nemoralis (3. 3. 1., lote 3.9). Muerto a los noventa y dos
dias p. i., cortamos ¢l pie en trozos pequenos ¢ hicimos, inmediatamente el recuento
de las larvas en las placas compresoras. A continuacién, pusimos el material en
agua a la temperatura del laboratorio. A las cinco y veinticuatro horas mais

tarde, respectivamente, investigamos al microscopio ¢l liquido, donde estaba el
tejido del caracol.

5.2—Un Cepaea nemoralis (3. 3. L., lote 3.9). Lo matamos a los ciento
ocho dias p. i. y realizamos la investigacién de larvas en las placas COMpPresoras.
Después, pusimos los trozos del pie, en una placa de Petri con agua, en cl frigori-
fico a-8° C durante veinticuatro horas. Al final de este plazo hicimos un examen
microscopico del liquido en busca de larvas emigradas. Seguidamente, dejamos
¢l material a la temperatura del laboratorio. Nuevamente, examinamos el liquido

de la placa después de las cinco y veinticuatro horas siguientes, a la temperatura
del laboratorio.

6.°—Un Ariama arbustorum (3. 3. 1,, lote 5.9). Lo matamos Yy examinamos,
en las placas compresoras, a los ciento veintitn dias p. i. Dejamos el material die-
ciseis horas, en el frigorifico, a 8° C. Scguidamente examinamos ¢! liquido al
microscopio. A continuacién, permanecié a la temperatura del laboratorio. Entre

tres y cuatro horas, después, repetimos el examen del liquido ¢ hicimos ¢l recuento
de las larvas,

2.4, Investigacion de la resistencia de las larvas I, liberadas del caracol,
ante las influencias ambientales

Segiin las investigaciones de algunos autores, como asimismo nuestras
propias obscrvaciones, las larvas de Protostrongylidae pueden en e! tercer estado
larvario, una vez que han alcanzado su completo desarrollo, abandonar activa-
mente su hospedador intermediario, tanto si éste estd vivo como muerto. Es intere-
sanic, por lanto, determinar hasta qué punto y cudnto tiempo pueden vivir dichas
larvas, liberadas del hospedador intermediario y qué influencia tiene sobre ello
los tactores ambientales. En si, no es la emigracion de las larvas del hospedador
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intermediario ¢l hecho de mayor importancia cpizgtiolégica cn la::J _p{o:lossl(z;::glrl;;iic;i::;,
i arvas liberad: a manera han de estar en condicione! ,
5 ue las larvas liberadas de esta mane de estar en condicior i
len?ngnm durante un cierto tiempo, las influencias ambientales, para que puedan
‘ 5 su ci lutivo.
mpletar de este modo su ciclo evo N . .
i Hemos utilizado, cn el presente cnsayo, las larvas 111 c:mlgmd.:'ls:1 d(:i (I:ct):
moluscos, que s¢ emplearon en ¢l experimento 3. 3. 6:11T0r3dn|1‘lci):l’0f:gl}auconpugua
il ez larvas que sc pusicron cn pocillos : _
capilar, de dicz a veinte c e poc et
i 3 ; i a distintas icmperaturas: en VoS &
Diversos lotes se someticron a | . B ey it on ol S
al aturi H atorio entre 20 y 23 y, tam , en rigor
300 C, a la temperatura del laborat 20 TR i
i 1€ : alizado estudios sobre la accion !
fico a 5 C. También sc han rca S Bt Sl T i
3 as [ lotes de éstas, en pocillos de histolog ,
sobre las larvas 111, exponiendo _ L o aois yo st o
siete as diarias bajo la ldmpara, cuyas caracte
urante siete a ocho horas diarias ar gl T 1 nan
gxplicado Con otros lotes de larvas hemos ensayado su resistencia a una comp
secacion. ) ) e ' ‘
desec Cada tres o cuatro dius poniamos, mediantc la pipeta Cldpllal', las SIE'V;Z ;:Ilz
otro pocillo de histologia con agua limpia. A veces, pcrdldmlos arvz;s el?lscrcliramos
pulacién. Cuando aparccian larvas mucrlas, a lo largo del ensayo,

del correspondiente pocillo con la pipeta capilar.

2.4.1. Resistencia a distintas temperaturas.

Lotc 1.0.—En estufa de cultivos a 30" C. Colpcamos cuatro g_rup::sbdfl l:rt;\;gs

en la estufa. Diariamente observamos al mnc:ros_co_plot su aptltt:l.;lclléomsssdz:: s;lazaban
ajadas, sl aban débiles movimientos o, in , i
lladas o relajadas, si representaba biles y SlE SR s
i i aber iniciado ¢l ehsayo, compro

¢ lugar. A los quince dias de hab i J ipropary ion
gc la§ larvas, todavia vivas, ante ¢l estimulo luminoso con la lampara. El ensay
duré cincuenta dias.

Lote 2.0—A la temperatura del Iabnrmm'iol,l 20(—123; tC.1 Tglmalirsoasct?:rli?i[;g
vas, : i e histologa.
arvas, que colocamos en otros tantos pocilios de i
e e axaming. diar | microscopio. A los treinta y sesenta dias pos-
i : ari al microscopio. : \ )
larvaria se examind diariamente a ta P
teriores al ensayo, respectivamente, con(lzproblamos l;o Sresﬁcgo;l,dz;r;tercg:izzs:ﬂl mulo
Ampare ¢ i i s. Con los gru )
la limpara, durante cinco minuto! _ !
gﬁsayo hasI:u los noventa dias, con los tres y cuatro hasta los cincuenta y ocho dias

respectivamente.

Lote 3.9 —En el frigorifico a 59 C. Tambiérgl cndr_:stg ensa{o ‘}:Ien:l;); l}gsl(l:l;gﬁ)o
¢ i ¢ e & .
as, las que hemos examinado diariament
cuatro grupos de larvas, | _ e
' ilidz ntaban inmediatamente despu
Observamos, qué motilidad prese _ ] L ] bt
igori ¢ ; de diez a quince minuios a perat
frigorifico, después, dec permanccer ] : e e
i segui les estimulaba cinco minutos baj }
aboratorio y cuando, scguidamente, se | ! inu ra.
ggg los cu):nro grui:os de larvas verificamos el ensayo hasta los noventa dias

2.4.2. Resistencia bajo la limpara

De todos los factorcs ambientales que acortan la vi(}]q de laiala_;z:‘isﬁ‘lmgg
Protostrongylidae, ticne la luz la méxima importancia. De ahi que :lam}'a tifiads
investigar, hasta qué punto la radiacién es, también, un factor lmp(:i e e
Iongcvidac,i de las larvas 1ll, cmigradas del hospedador interme I
tinuacion se describen las técnicas de este ensayo.
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En tres pocillos de histologia hemos colocado otros tantos lotes de larvas.
El niumero de éstas en cada lote y el tiempo que habian parasitado en ¢l caracol,
asi como la experiencia con cllas realizada, es como sigue:

Lote {.9~—Treinta larvas, procedian de un caracol infestado durante cuatro
mescs.

Lore 2..—Treinta y tres larvas, procedian de un caracol infestado durante
treinta y cuatro dias.

Lote 3.9 —Cuarenta larvas procedentes del mismo caracol que las del «lo-
tc 1.0, .

Las larvas de los tres lotes se recogieron unas ocho a diez horas después de
matar al caracol. Los lotes «1» y «2» se someticron diariamente, de siete a ocho
horas, a la accion de la limpara. El lote «3» permanecié como testigo. A partir del
primer dia del experimento observamos, al microscopio, la motilidad y actitud de
los tres lotes. Transcurridas tres semanas en ensayo, sometimos el lote testigo cinco
minutos a la accién de la ldmpara, para probar si reaccionaba.

2.4.3.  Resistencia a la desecacion.

El fin de esta experiencia era comprobar, si las larvas 111 de Protostron-
gylidae, emigradas del caracol, soportan una desecacién compieta y, en caso posi-
tivo, durante cuantas horas. Para ello, dejamos que sc evaporase, completamente,
el agua de los pocillos de histologia, que contenian un determinado niimero {entre
diez y veinte) de larvas. A continuacién, una vez que éstas habian permanecido en
absoluta desecacion todo el tiempo descado, llenamos los pocillos, nuevamente,
de agua. Observamos, al microscopio, la actitud de las larvas inmediatamente des-
pués de agregarles agua y en las dos o tres horas siguicntes.

Los intervalos. que permanecieron las larvas en absoluta desecacion, se
incrementaron de uno o dos, en los primeros ensayos, a veinticuatro horas, en los
primeros ensayos, a veinticuatro horas, en los posteriores, respectivamente. En todos
estos ensayos, que podiamos denominar previos, hemos observado, solamente, el ni-
mero de larvas vivas, en cada lote, después de haberles agregado el agua, pero no es-
tudiamos su longevidad en los dias siguientes. Las larvas procedian de un mismo ca-
racol y, ademds, permanecieron todo el tiempo en desecacion, vnicamente, a la tem-
peratura del laboratorio.

Completamos esta experiencia utilizando larvas, que se habian aislado
recientemente del caracol, o bien, unas semanas antes. Las recogidas semanas antes
sc someticron, hasta iniciar la experiencia con ellas, a diferente temperatura. Tanto
de estas larvas, como de las recogidas recientemente, hicimos unos lotes, que colo-
camos en desecacién, durante un tiempo y a una temperatura distinta, hasta agre-
garles el agua. A partir de este momento, controlamos con el microscopio las larvas
que habian muerto durante las horas de desecacion y las que sucumbian en los dias
sucesivos en el medio liquido. Realizamos tres ensayos diferentes, que a continua-
cion detallamos:

Grupo 1. Con larvas recientemente aisladas del caracol, Empleamos seis
lotes entre once y diez y seis larvas. Dejamos que el agua se evaporase a la tempera-
tura del laboratorio. Seguidamente, pusimos los pocillos de histologia, conteniendo
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las larvas en desecacion, en lotes de a dos, a temperatura diferente durante veintiocho
horas:

Lotes «1» y «2», en la estufa de cultivos a 30°C
»  «3»y «d», a temperatura del laboratorio, 22° C
»  «5»y «6», enel frigorificoa 5°C

Transcurridas las veintiocho horas, agregamos agua sobre las larvas y las
dejamos en los dias siguientes a la temperatura del laboratorio. Cada dos dias exa-

minamos, al microscopio, y controlamos las larvas que habian muerto, hasta los
setenta dias.

Grupo 1. Con larvas aisladas recientemente del hospedador y, otras, quin-
ce dias antes. En esta experiencia permanecieron las larvas setenta y dos horas, en
absoluta desecacion, a la temperatura del laboratorio. Después de agregarles agua,
continuaron durante cuarenta y tres dias también, a la temperatura del laboratorio.
Las larvas utilizadas porcedian de distintos caracoles, pero éstos pertenecian a idén-
tico lote de infestacién. Empleamos los lotes siguientes:

Lote «1» y «2», larvas recientemente recogidas.
Lote «3», estaban ya quince dias en la estufa de cultivos, a 30°C.
Lote «4», estaban ya quince dias en el frigorifico a 5¢ C.

Grupo Ill. Con larvas aisladas veintidos dias antes del hospedador y,
otras recientemente. Hemos utilizado en este ensayo scis lotes. Excepto las larvas re-
cientemente aisladas, las de los otros lotes se someticron a una temperatura inicial de
5° C durante sicte dias y, a continuacion, cada lote a distinta temperatura durante

quince dias, respectivamente:

Lote « [», en la estufa de cultivos a 309 C.

Lote «2», a la temperatura del laboratorio, 22¢ C.
Lote «3», en el frigorifico a 82 C.

Lote «4%, en el frigorifico, a 0° C.

Lotes «5= y «b», recientemente aislados.

Dejamos las larvas de los seis lotes durante noventa horas en desecacion a la
temperatura del laboratorio. Seguidamente, agregamos agua ¢n los pocillos de histo-
logia y observamos, diariamente al microscopio, la viabilidad de las larvas durante

siete dias a la temperatura del laboratorio.

2.5, Investigacion, in vivo, de la capacidad infestante de las larvas 111.

-

SvARC y ZMORAY (1960) y otros investigadores distinguen, en el tercer esta-
do larvario, una larva «preinfestante» de otra «infestante». Estos dos tipos de larvas,
indican Svarc y Zmoray, abandonan el pic del caracol, con movimientos giratorios,
cuando éste se trata en un medio de digestion artificial. En cambio, las larvas que no
han alcanzado el estado «preinfestante», no logran salir activamenie del caracol, si-
no que quedan libres por digestion completa del tejido envolvente.

Teniendo en cuerta las indicaciones de Svarc y ZMORAY, pensamos que el
valor biolégico de las larvas. que abandonan activamentf':‘los ciaraf:oles in vive, no
difiere mucho del de las que lo hacen en un medio de digesti6n artificial.
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En esta experiencia usamos dos cabras de once meses de edad y animales de
laboratorio {conejos, cobayos, cricetos.y ratones blancos) a los que administramos,
per os, el material infestante. Para un primer lote de hospedadores definitivos habfa-
mos obtenido las larvas infestantes mediante digestion artificial. Al segundo lote
administramos ¢l tejido del caracol conteniendo las larvas infestantes.

2.5.1.  Mediamte larvas obtenidas por digestion artificial.

La formula del liquido v la técnica de digestion fueron como las explicadas
en el epigrafe 3.3.5. Matamos a los dos meses, p. i., un nimero suficiente de caracoles
hasta reunir ¢l material infestante necesario. Seguidamente administramos, per son-
da esofagica, a los distintos hospedadores las dosis siguientes:

| cabra, con 3.000 larvas en tres dosis: 1.000 larvar cada dia.
4 conejos, con 250 larvas cada uno.

4 cobayos, con 200 larvas cada uno.

4 cricetos, con 100 larvas cada uno.

8 ratones blancos, con 80 larvas cada uno,

A partir de los cuarenta dias examinamos, diariamente, las heces del rumian-
te y las de los rocdores por ¢l método BaLRMANN-WLTZEL. A los noventa dias, p.i.,
matamos los animales de laboratorio y examinamos los pulmones: En cambio, no sc
verifico el examen de pulmén de la cabra, pues al finalizar cste trabajo aun vivia,

2.5.2.  Mediante larvas contenidas en el tefido muscrlar del caracol.

Los caracoles, conteniendo larvas TII, utilizados en esta experiencia perte-
necian, junto con los de la anterior, a un mismo lote de infestacion. El recuento de
larvas sc hizo en placas compresoras, La cabra recibid el material infestante en una
capsula de gelating y los animales de laboratorio, lo recibicron, mezclando con sal-
vado humedecido, en las dosis siguientes:

1 cabra, con 3.000 larvas en tres dosis: 1.000 larvas cada dia.
2 conejos, con 250 larvas cada uno.

2 cobayos, con 200 larvas cada uno.

2 cricetos, con 125 larvas cada uno.

5 ratenes blancos, con 80 larvas cada uno.

Transcurridos cuarenta dias después de la infestacion, iniciamos ¢l examen
coprolégico, tanto de la cabra como de los roedores, diario por el método BAERMANN-
WerzeL. Lo mismo que en la experiencia anterior, matamos los roedores a los no-
venta dias, p.i., ¢ hicimos el examen de pulmén. En esta experiencia tampoco obser-
vamos el pulmén de la cabra, pues vivia cuando terminamos el trabajo.
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3. RESULTADOS

3.1, Comprobacion de la emigracion larvaria a partir de fos caracoles.
3.1.1.  Caracoles en moluscarios con habitat normal.

En los cuadros 1, H, 11l y IV cstin resumidos los resultados correspon-
dientes a los lotes de caracoles 1.9, 2.9, 3.2 v 4.9 respectivamente, de esta experiencia
(3.3.1). Como puede apreciarse, ¢l nimero de larvas cra distinto en los diversos cara-
coles, dentro de un mismo grupo, pero sin embargo, siempre permanccid en la mis-
ma magnitud, no habiéndose observado al final del ensayo ninguna disminucién.

Ademas, hemos de decir, que en estos ensayos, como mads tarde, también, he-
mos comprobado en otros, se diferencian dos clases de larvas IIl. Mientras que las
de un tipo presentaban todavia, granulaciones en la seccidn intestinal y estaban in-
moviles vy enrolladas aparecian otras, la mayoria por cierto, claras y vitreas
y, no pocas veces, muy vivaces. Puesto que la actividad de las larvas es, proba-
blemente, de gran significado para una posible emigracién, hemos separado, por
cso, ambos tipos en los cuadros. Por evitar confusiones, hemos usado los conceptos
de larvas II1 «preinfestante» e «infestantes, que se han gencralizado en la biblio-
grafia, pero, personalmente, estimamos que no se debe predeterminar su capacidad
infestante.

En ¢l cuadro V aparecen los resultados obtenidos con el lote 5.2 Los dos tlti-
mos caracoles, a pesar de haber estado sometidos durante dieciocho dias a la accion
de la lampara y en medio con humedad elevada, no manifestaron cambio alguno per-
ceptible, en el nimero de larvas, si lo comparamos con el de los dos caracoles exami-
nados al principio, a los 21 y 36, o con el examinado a los 121 dias, p.i., respectiva-
mente.

En el cuadro VI se recogen los resultados correspondientes al lote 6.2 Tam-
poco encontramos en este lote evidencia alguna, de la emigracién larvaria, al com-
probar el mimero de larvas de los siete caracoles examinados entre los veinte y ciente
trece dias p.i.. Otro tanlo podemos decir sobre los resultados de los ensayos realiza-
dos, posteriormente, con los tres restantes ejempiares del lote, e incluso, después de
estar sometidos a la accidn de la lampara durante un largo periodo, ¥y con humedad
relativa alta.

A los ciento sesenta y cuatro dias p.i., vivian, solamente. dos caracoles, que
sometimos a estivacién en un moluscario vacio, pero se les estimulaban sus movimien-
1os y, por tanto, la contraccion muscular, poniéndoios en una placa de Petri con un
poco de agua, durante seis a ocho horas cada dos o tres dias. El examen de este agua
y la del lavado de la placa fue negativo. Continuamos la experiencia colocando los dos
caracoles en una placa de Petri, completamente llena de agua, durante cuarenta y ocho
horas ininterrumpidas. Seguidamente encontramos una larva 111 de Protostrongylidae
en el liquido, pero uno de los caracoles estaba muerto. No es prueba evidente de la
emigracion larvaria, ya que la larva encontrada podria haber emigrado post mortem
del caracol sucumbido. El resultado, dias mds tarde, después de repetir la dltima prueba
con el tinico caracol vivo fue negativo.

En el cuadro VII tiguran los resultados logrados con cl lote 7.° Este cnsa-
yo no condujo a una comprobacion directa de Ja emigracion de las larvas, ni tampoco
la sugicre el grado de infestacién de los caracoles examinados, p.i., a intervalos mis
o menos regulares.
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En ¢l cuadro VI se aprecian los resultados observados con cl lote 8.2 En
una de las fases de ensayo con este lote, colocamos los caracoles, individualmente,
en agua. En la placa de uno de cllos encontramos dos larvas [II sin que el molusco
hubiera muerto. Esio prucha la emigracion directa de larvas infestantes de Protos-
trongylidae del caracol Cepaea hortensis. El mimero de larvas comprobadas no ha
sido, ciertamenie, clevado. La intensidad del parasitismo en los caracoles no cambid,
en esencia, en ¢l curso del ensayo.

El cuadro 1X recoge los resultados del lote 9.2 En cste cnsayo se repite, evi-
dentemente, la emigracion directa de larvas infestantes de Protostrongylidac del hos-
pedador Cepaea nemoralis. Habiamos colocado cinco caracoles en una placa de Pe-
tri llena de agua y, después de cuarenta y ocho horas, examinamos al microscopio
el liquido. Encomramos once lervas 111, Unas horas mas tarde, colocamos los ca-
racoles, individualmente, en placas de Petri con agua. Dos de estos murieron y en-
contramos nueve larvas en una y una en la otra placa, respectivamente, £n las de los
gite vivian, el resultado fire negativo. Sin embargo, diez dias més tarde, repetimos la
inmersidn de los tres vivos en agua y obtuvimos, de nucvo, resultado positivo. En-
contramos dos larvas 11, una en cada placa.

Alternamos la inmersion de los caracoles en agua con periodos en el molus-
cario, ya cn ecstivacion, ya con comida. En cl examen del sedimento del lavado del
moluscario o del moluscario v restos de comida, respectivamente, nunca encontra-
mos larvas I11 emigradas del hospedador.

En este ensayo, después de la inmersion de los caracoles en agua durante vein-
ticuatro a cuarenta y ocho horas, s¢ obtuvo, repetidas veces, la prueba directa de la
emtigracion de larvas HI de Cepaea nemoralis, aunque ¢l ndmero de cllas fuera
bajo en relacion al grado de infestacion encontrado cn los caracoles. Respecto al nid-
mero de larvas halladas en cada caracol en el curso del ensayo. no se advierte ninguna
variacién que pudiese justificar la emigracion de los parisitos del hospedador inter-
mediario, comoe pucde comprobarse en los resultados del cuadro 1X.

3.1.2. Caracoles en moluscarios vacios.

Con los dos lotes de caracoles utilizados en este ensayo no hemos podido com-
probar la emigracidn de larvas 1. Respecto al grado de infestacion en los hospe-
dadores, determinado post mortem, encontramos, en el lote Cepaea nemoralis, 215
larvas III/caracol y, en el lote Cepaea hortensis, 14 larvas IIl/caracol, respec-
tuvamente.

3.1.3.  Caracoles sometidos a la irradiacion de la ldmpara.

Por ¢l método BACRMANN-WETZEL examinamos el contenido d&é un molus-
cario (hoja de drbol) en el que habia estado el lote 1.° de caracoles. No encontramos
ninguna larva II1. Finalmente, comprobamos, por el examen de los moluscos en
placas comprensoras, que ¢l nimero de larvas albergadas por éstos fue de 315 lar-
vas Il /caracol.

El habitat del lote 2.° fue dado a comer a una cabra de un aiio. Ni el examen
coprolégico diario, durante sesenta y cinco dias, ni tampoco el de los pulmones, post
mortem, dieron pruebas de estar este animal atacado de Protostrongylidae. El recuen-
to de larvas de los caracoles dio un promedio de ciento setenta larvas 111/ caracol.
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3.1.4. Caracoles sometidos a cambios bruscos de temperatura.

Con cnsayos de cambios bruscos de temperatura, en ambiente con humedad
clevada, no se ha demostrado la emigracion de las larvas infestantes. Otro tanto obser-
vamos cuando, posteriormente, se someticron a la irradiacion con la lampara.

El promedio de larvas II1, encontrado en los caracoles de cada lote fue:

Lote 1.9 — 150 larvas/caracol
Lote 2.2 — 110 larvas/ caracol
Lote 3.9 — 42 larvas/ caracol

3.1.5. Caracoles infestados con un miimero determinado de larvas 1.

Este ensayo lampoco nos ha permitido comprobar, que las larvas abandonen
el caracol, después que han alcanzado el desarrollo completo. Como puede observar-
se en los cuadros X, XI, XHI y XIH no existe ninguna disminucion en el nime-
ro de larvas encontradas en los caracoles, de los respectivos lotes, que examinamos
a los ochenta o noventa dias p.i., respecto al de los que se examinaron con un mes o
mes y medio, por ejemplo, de anterioridad.

Asimismo, como puede comprobarse en los cuadros arriba citados, no exis-
te correlacion alguna entre el nimero de larvas que teéricamente, podrian haber inva-
dido los moluscos, y €l que se ha obtenido en el examen minucioso de los mismos. Sin
duda alguna, en las manipulaciones con el material (paso del tubo de ensayo a la pla-
ca Petri y viceversa, para ¢l segundo recuento) perdimos gran cantidad de larvas.
Es posible, también, que no se haya perdido e¢n las manipulaciones un nimero tan
clevado de larvas, sino que, por ¢l contrario, muchas de las larvas I, que invadieron
¢l caracol. no hubieran continuado el desarrollo v. en el examen con las placas com-
presoras, no encontramos ningiin vestigio de ellas.

3.1.6. Investigacion sobre la emigracion de las larvas [l de los caracoles
HILEeFOS.

1.—Un Helicella arigonus matado a los treinta y tres dias p. i., (cuadro
VIl). Contamos sctenta y siete larvas, cuarenta preinfestantes y treinta y siete in-
festantes en el examen con las placas. Dejamos, seguidamente, los trocitos de caracol
en placa de Petri con agua a la temperatura del laboratorio. De cinco a seis horas mis
tarde examinamos el liquido de la placa, directamente, al microscopio. No encontra-
mos ninguna larva III emigrada del tejido del caracol. EI material permanecié a
la temperatura del laboratorio y repetimos. veinticuatro v cuarenta y ocho horas mas
tarde, nuevamente, el examen microscopico. Tampoco ahora encontramos larva
alguna liberada de los trozos de caracol.

O—Un Cepaca horrensis matado a los treinta v tres dias p.i., (cuadro
VIII). En el examen con las placas compresoras encontramos 364 larvas del tipo
«infestante». Pusimos los trocitos de pie en agua a la temperatura del laboratorio:
de cuatro a seis horas mas tarde, segin nuestro reconocimiento microscdpico,
habian emigrado un 20 “¢ de ias larvas y, al dia siguiente, contamos 320, o sea, que
en veinticuatro horas habian emigrado un 88 % de las larvas.
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3.0—Dos Cepaea nemoralis, murieron a los cuarenta y seis dias p.i., {cuadro
I1X). Utilizdbamos cstos dos caracoles, sumergidos en agua, para investigar la posi-
ble emigracién de las larvas I, y en el curso del ensayo, muricron. Encontramos
nueve larvas I11 en la placa de uno y una cn la del otro. A continuacion, los pusi-
mos a 8% C durante veinticuatro horas en las respectivas placas con agua. Al final de
este plazo, encontramos, de. nuevo. diez y ocho larvas HI, respectivamente. En cl
examen con placas compresoras, encontramos que ¢l grado de invasion, en ambos
caracoles era relativamente alto: 294 y 495 larvas intestantes, respectivamente.

49—Un Cepaeca nemoralis, muerto a los noventa y dos dias p.i., (cuadro
iI11). Encontramos cien larvas III en el examen con las placas. chuidameptc,
pusimos los trocitos def caracol en agua a la temperatura del_labqralorio. Examina-
mos el liquido de la placa de Petri, directamente al microscopio, cinco y veinticuatro
horas. mas tarde. v hallamos cincuenta v.noventa larvas 111, respectivamente.

5..—Un Cepaea nemoralis, matado a los ciento ocho dias p. i., (cuadro III)
Contamos ciento cincuenta y una larvas I1I en las placas. Despues, colocamos los
trozos de caracol en agua a 8° C, en el frigorifico, durante veinticuatro horqs. Al fi-
nal de este plazo, examinamos el agua en busca de larvas emigradas y obtuvimos re-
sultado negativo. Pero, cuando habia permanecido el material cinco horas a la tem-
peratura del laboratorio, encontramos sesenta y cinco y a las Vel.nncuatro horas, plras
cincuenta y cuatro larvas, respectivamente. Asi que, habian emigrado en total ciento
veinte larvas, que representaban un 78 % de las que parasitaban el caracol.

6.0—Un Arianta arbustorum. matado a los ciento veintiin dias p.i.. (cuadro
V). En las placas compresoras contamos ochenta y siete larvas III. A continua-
cion, dejamos los trozos de caracol durante diéciscis horas a 8°IC en ¢l fl’lgOl'lfi(EO, en
placas de Petri con agua. En el examen microscopico, inmediatamente despudés, no
encontramos ninguna larva. Posteriormente, dejamos la placa de Petri, conteniendo
cl material, a la temperatura del laboratorio. De tres a cuatro horas, despues, conta-
mos ochenta larvas 111 libres en el medio, o sea, un 92 % del total.

3.2, Investigacion de la resistencia de las larvas T, liberadas del caracol, ante
las influencias ambientales.

3.2.1.  Resistencia a distintas temperaturas.

1.0—En la estufa de cultivos ¢ 30° C. Durante los primeros cinco a ocho dias
manifestaban las larvas movimientos, pero sin cambiar de lugar. Después de este pe-
riodo aparecian enrolladas, aproximadamente, la mitad y extendidas la otra mitad.
A los quince dias. después de estar sometidas a esta temperatura, estaban thas rela-
jadas'y unas pocas, solamente, presentaban débiles thovimientos ante el estimulo lu-
minoso.

El cuadro X1V muestra que a partir del dia 7.° comienzan a morir algunas
larvas. Al cabo de un mes habian muerto la mayoria y a los cincuenta dias, practica-
mente, habian muerto el 100 %%, pues tan solo vivia una larva de uno de los lotes.

2.0—A la temperatura del laboratorio (20 a 23 C). Durante los primeros
veinte dias del ensayo, dos tercios de las larvas manifestaban movimientos intensos;
el testo permanecian enrolladas, sin moverse. Poco a poco llegaron a estar inmoviles
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todas las larvas y, al cabo de un mes, aparecian extendidas. Pero en este periodo, to-
davia cra posible cl que se pusiesen en movimiento, después de estimularles durante
cinco minutos intensamente bajo la limpara. No obstante, no se desplazaban de un
lado para otro. Finalmente, a los dos meses de iniciado el ensayo, cstaban todas las
larvas en absoluta inmovilidad y no reaccionaban ante el estimulo de la limpara.
Los resultados a lo largo del ensayo estin recogidos en en cuadro XV. Como puede
verse en este, 4 los noventa dias habian muerto de los grupos 1.9y 2.9, el 63,6 % y
el 50 % de as larvas, respectivamente. Los grupos 3.0y 4.9 permanecieron en ensa-
yo hasta los cincuenta y ocho dias, solamente. Al cabo de este periodo, habian muer-
toun 25 % del 3.2 y un 10 % del 4.° grupo respectivamente,

3.9—En el frigorifico a 53¢ C. En los reconocimicntos, llevados a cabo diaria-
mente, comprobamos el diferente comportamiento de las larvas segin avanzaba el
tiempo. Durante los quince primeros dias, se movian todas, incluso en el momento en
que se sacaban del frigorifico. Poco después de las dos semanas, aparecian sin movi-
miento y enrolladas, pero bastaban diez a quince minutos a la temperatura del labora-
torto, para que manifestasen pequefios movimicntos, y otros cinco minutos a la ilu-
minacion de la limpara, para que iniciasen, de nuevo, sus desplazamientos. Este com-
portamiento, que presentaban el 100 % de las larvas del ensayo, pudo observarse
hasta, aproximadamente, mes y medio después de iniciado el mismo. En adelante,
cuando poniamos las Jarvas a la temperatura del laboratorio, de media a una hora,
permanecian completamente en reposo, pero con el estimulo luminoso de la limpara
manifestaban movimientos, aunque una tercera parte, solamente, se desplazaban.
Con esta conducta permanccicron las larvas hasta los noventa dias que finalizamos
el ensayo. Como puede verse en el cuadro X VI habian muerto, al cabo de los tres
meses, un 20 % de las larvas de los grupos 1.2y 2. y ninguna de los grupos 3.9 y 4.°
En los cuatro grupos se observaron bajas por pérdidas en las manipulaciones.

3.2.2.  Resistencia bajo la kimpara.

Observamos al microscopio, diariamente el comportamiento de las larvas de
los lotes bajo la lampara y el de aquéllas cuyos lotes servian como testigo.

Las larvas de los grupos irradiados mostraron, durante los dos primeros dias
del ensayo, movimientos muy vivaces que cesaron ya al tercer dia. Un tercio de estas
larvas yacian entonces extendidas, mientras que el resto estaban todavia enrolladas.
Después de tres semanas estaban todas las larvas inméviles. En cambio, las del gru-
po testigo no estaban al principio, ciertamente, tan vivaces, pero permanecieron en
actividad hasta tres semanas y, ademds, después de este plazo, reaccionaban al esti-
mulo luminoso de la lampara.

Llama la atencidn, que las larvas sometidas a la iluminacién sufrieron una
alteracion més rdpida de su estructura interna y que tenian un aspecto més claro que
las testigo. Como pucde verse en el cuadro XVII y en el grdfico 1, los lotes testigos
sobrepasaron los cuarenta y cuatro dias de ensayo sin observar bajas dignas de men-
cién. Sin embargo, en los lotes irradiados empezaron pronto a sucumbir. A los dieci-
sicte dias habian muerto todas las larvas del lote 1.° y a los cuarenta y cuatro el
78,8 G0 de las del 2.9, respectivamente.

Se observa, ademds, diferente resistencia entre los grupos irradiados. En el
grupo 1.2 habian muerto todas las larvas a los diecisicte dfas, mientras queenel 2.0
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no muricron tan pronto. Una explicacion de ello seria, que las larvas del grupo 1.0
habian parasitado el caracol durante cuatro meses, mientras que las del grupo 2.9, so-
lamente, Lreinta y cuatro dias.

3.2.3. Resistencia a la desecacion.

Hemos observado, que cuando agregibamos agua sobre las larvas en deseca-
cién, manifestaban éstas un aspecto muy diferente al que presentan normalmente. Su
estructura interior aparecia muy cambiada, obscrvindose rayas transversales muy
marcadas. Aproximadamente la mitad de las larvas se movian inmediatamente des-
pués de anadirles el agua, las restantes quedaban inmaviles, pero, poco a poco, des-
pués de una a dos horas, manifestaban los primeros movimicentos.

Grupo 1.  Larvas recientemente aisladas del caracol.

Los resultados de este ensayo pueden verse en el cuadro XVIII. Segin apa-
rece en él, un nimero muy elevado de larvas soportaron la desecacién mas de vein-
tiocho horas. Ademds, se aprecia que tampoco existe diferencia notable en relacion con
los distintos grados de temperatura estudiados en desecacion. No obstante, la tempe-
ratura tiene, probablemente, influencia en la mortalidad sucesiva, que es mayor con
la mas alta.

Grupo II.  Larvas aisladas quince dias antes y otras recientemente.

lLos resultados se resumen en el cuadro X1X, en el que puede verse que las lar-
vas aisladas recientemente del caracol son mas resistentes que las que sc habian reco-
gido quince dias antes. Mitntras que en los lotes 1.0y 2.9 s¢ produjo, ninguna y dos
(10 % ) bajas, respectivamente, durante la etapa de desecacion, en el lote 3.9, que se
mantuvo en cl frigorifico, muricron ocho larvas ( un 66 % ) y en el 4.9, que se tuvo
en la estufa de cultivos, murieron todas. En cuanto a la longevidad posterior en agua,
observamos que, a los cuarenta y tres dias, vivian catorce larvas del 1.% lote y diccisie-
te del 2.9 lote, es decir un 87,5 % y un 85 7, respectivamente, de las iniciales, y del
lote 3.2 vivian dos larvas, que representan un 16,6 %.

Grupo II1.  Larvas aisladas veintidds dias antes y otras recientemente.

Los resultados estin resumidos en el cuadro XX. Segiin indicamos en, «Mate-
riales y Métodos», 3.4.3. Grupo III, las larvas de este ensayo permanecieron no-
venta horas en desecacion a la temperatura del laboratorio, pero previamente se habian
tenido, excepto las recientemente aisiadas, en agua a diferente temperatura.

Lote 1.°—Murieron doce larvas, el 60 5, durante el periodo de desecacion
y las ocho restantes al dia siguiente de haberles agregado el agua en el pocillo de his-
tologia.

Lote 2.°—Durante la desecacion murieron ocho larvas, el 40 % . Al dia si-
guiente de agregada el agua murieron tres en fechas posteriores sucumbicron algunas
mas. El dia veinte vivian solamente dos larvas.

Lote 3.°—Durante la desecacion murieron cuatro larvas, ¢l 20 % . Dos dias
después de agregarles cl agua murieron dos y el dia veinte vivian, todavia, trece.
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Lote 4.°—Durante la desecaciéon murieron cinco larvas, el 20,8 %. A los die-
ciséis dias de agregarles el agua sucumbi6 una y al veinte dia vivian dieciocho.

Lote 5.9—En el periodo de desecacion no murié ninguna larva. A los tres dias
de agregarles el agua sucumbieron dos y el veinte dia vivian veinticuatro.

Lote 6.9—Durante la desecacion murieron dos larvas y al octavo dia después
de ponerles agua una. El veinte dia vivian veintitrés.

3.3.  Investigacion, in vivo, de la capacidad infestante de las larvas i

3.3.1. Larvas liberadas por digestion artificial.

A partir de los cuarenta dias p.i., hicimos diariamente cl examen coprolégico
de la cabra y de los animales de laboratorio, hasta los noventa dias p.i.

El examen coprolégico, diariamentc a lo largo de cincuenta dias, de la ca-
bra y de los animales de laboratorio tuvo un resultado negativo. Asimismo, verifica-
mos el examen post mortem de los pulmones de los animales de laboratorio y no en-
contramos Protostrongylidae adultos, ni larvas 1.

3.3.2. Larvas contenidas en el tefido muscular del caracol.

El examen coprolégico de los animales de laboratorio resulté negativo des-
de los cuarenta hasta los noventa dias p.i., fecha en que los matamos. El andlisis de
los pulmones, post mortem, tampoco probé que se hubiese logrado la infestacién en
cllos. Pero el cxamen coproldgico de la cabra resultd positivo, a los cuarenta dias des-
pués de la infestacién, con la presencia de cuatro larvas 1. En los dias sucesivos se
incrementd el mimero de éstas considerablemente.

4. DISCUSION

Se acepté en general el ciclo evolutivo de los Protostrongylidae dado a cono-
cer por HOBMAIER y HOBMAIER (1929), segin el cual, las larvas después de logrado
su completo desarroilo, permanecen en el hospedador intermediario y la infestacion del
hospedador definitivo se realiza por la ingestién accidental de los caracoles atacados.
En contraposicién a ello, y por primera vez, se manifestd MawrtaJan (1937, 1947,
1949), fundado en experimentos propios, afirmando que las larvas infestantes en con-
diciones ambientales Gptimas (temperatura y humedad), emigran regularmente
del hospedador intermediario, verificindose la  infestacién del hospedador
definitivo, esencialmente, por la ingestion de las larvas libres. Otros autores ru-
sos {(MATHEKIN, TURLIGINA ¥ SALAJEWA, 1954) no consiguieron comprobar los ha-
llazgos de DawTJaN. Pero Kassar (1958 a) se unié completamente al concepto de
éste, pues también €l acepté el punto de vista de que la oveja se infesta principalmen-
te al tomar con la comida larvas infestantes libres, aunque igualmente pueda tener una
cierta importancia la ingestién casual de caracoles infestados.

ientras que el concepto de DAwTJAN y KAssAl sobre la salida de las larvas
de Protostrongylidae de su hospedador intermediario estd bien fundamentado, faltan
indicaciones detalladas sobre la proporcién en que sucede y el valor epizotioldgico
correspondiente a esta aptitud de las larvas. DAwTJAN citd una serie de factores, los
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que deben tener influencia sobre la magnitud de la emugracién. Ademds de los ya
citados (temperatura y humedad optimas) tiene gran impartancia la actividad de los
caracoles porque repercute en contracciones del pie. La intensidad de invasién, asi
como la especie de caracol. dice DAWTJAN tienen influencia,

Nucstros propios ensayos probaron que las larvas de Mullerius capillaris v
de Protostrongylus rufescens, cuando han alcanzado su completo desarrollo, son capa-
ces de abandonar al caracol y salir al extertor.

Nuestros hallazgos no estan de acuerdo con los antecedentes bibliograficos,
ya que éstos sefialan que la emigracion de las larvas se presenta regularmente y en
masa ante la existencia de las circunstancias favorables. Por eso pensamos que seria
fundamental en nuestros ensayos, proporcionar suficiente humedad v elevada tem-
peratura. Para ello tuvimos los caracoles constantemente a la emperatura de 20-23v C,
que es muy superijor a la que estin sometidos en condiciones naturales, especialmente
en la épaca en que se presenta también la segunda condicion importante para la sali-
da de las larvas: humedad en forma de rocio o lluvia. En nuestra opinién tampoco
tienen lugar la emigracién en un medio demasiado seco. Por cso en los recipientes uti-
lizados se mantuvo siempre elevada la humedad del aire y la del substrato, porque
diariamente se humedecia el follaje y la hierba, elevandose todavia mds al cubrir al-
gunos de los recipientes con una tapadera. Por dltimo el colocar, de cuando en cuan-
do, los caracoles en placas de Petri completamente llenas de agua significé llegar al
aporte maximo de¢ humedad. Pues esto mismo, durante unas cuantas horas, tampoco
basté para lograr la salida de las larvas, sino que fueron precisas mas de veinticuatro
horas.

Asi, pues, respecto a los factores de humedad y calor, en nuestros €nsayos se
cubrio toda la gama de posibles condiciones para una tuerie emigracion,

Se sabe, que valores constantes de humedad y temperatura no actian frecuen-
temente como estimulo bioldgico, sino que éste aparece cuando ticnen lugar cambios
bruscos de esos factores. Por eciemplo, una salida mas o menos repentina de las cerca-
rias de Fasciola hepatica ael Lvmnea truncatula, se presenta cuando éste se lleva a
durante poco tiempo a un ambiente muy humedo y de nucvo, rapidamente se lleva a
un ambiente cdlido. Pero si permanece sin interrupcién a la temperatura de! labora-
torio, entonces salen las cercarias lentamente. Otro tanto sucede con la liberacion de
las <bolas de mucus» que contienen la Cercaria vitrina de Dicrocoelium dentriticum
a partir de los moluscos terrestres, primeros hospedadores intermediarios (CorRDERO,
comunicacion personal). Con este fundamento realizamos en nuestros ensayos un es-
timulo en los caracoles mediante cambios intensos de temperatura y de humedad. Sin
embargo, no descartamos que las condiciones naturales que se presentan en el prado
sean las mds adecuadas para que, por oscilacién de temperatura, tenga lugar la salida
de las larvas de Protostrongylidae.

Segin DAwTJAN las contracciones del pie del caracol actian favorablemen-
te en la emigracion de las larvas. Esta circunstancia, sin duda, se dio también en nues-
tros ensayos. Aparte de que algunas veces los caracoles estuvieron durante cierto tiem-
po en estivacion, cuando se mantuvieron en frascos sin substrato, sin comida ni hume-
dad adecuada, en el resto del ensayo se mostraron siempre muy activos. El micro-ha-
bitat en el recipiente correspondi6 siempre, més o menos, al que existe en la naturale-
za después de la lluvia o por la manana con el rocio. Naturalmente los moluscos tam-
bién reposaban durante largo tiempo en estas condiciones diariamente. Sin embargo,
se manifestaron muy activos en cl momento de recibir la comida, pero sobre todo
cuando se humedecia el contenido del recipiente, en cuyo caso la actividad fue mads
prolongada. Un ulterior inconveniente para la emigracién de las larvas hubiese sido
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una larga pasividad que lleva consigo la falta de contracciones, en el caso de que el
caracol hubicse estado todo el tiempo en el interior de la concha sin tener relacidn al-
guna con ¢l exterior. Pero en nuestros ensayos no se dio esta circupslancia. o

La emigracion de las larvas infestantes de Protostrongylidae sucedio, eviden-
temente, antes en los caracoles muertos que en los vivos. También aqui fue preciso un
maximo de humedad, y es digno de mencion que Ia cantidad de larvas emigradas au-
mentd cuando se cortd mecanicamente en trozos el pie del caracol, lo que suponia
abrir nuevas vias de salida. En este caso pasaron en dos dias casi todas las larvas al
agua del medio. Los resuitados de nuestros ensayos sugieren que, junto a una cierta
temperatura, tiene la mayor significacion para la emigracién de las larvas un grado
de humedad extremadamente alto. Puede ocurrir que, el verdadero impulso para la
activacion de las larvas existentes en el pie del caracol, parta de un cambio de las con-
diciones osméticas. En favor de ello estd, que en caracoles vivos, cuyo pie s¢ remojé
largo tiempo en agua, pudo verse que aumentaba de tamaiio por irflbibif:ién y al mis-
mo tiempo se presentaba claramente transparante, Esto fue todavia mas evidente en
los casos en que se corto el pie en trozos.

Una vez liberadas las larvas IIt de Mullerius capillaris y de Protostrongy-
lus rufescens pueden permanecer largo tiempo con vida y manifiestan gran resistencia
ante la accion del medio exterior.

Segun KorLaN {1960) las larvas de Cystocaulus ocreatus son muy rgsistcn-
tes ante la sequedad y estin en condiciones de permaneccer varios meses con vida an-
te la desecacion completa del suelo. Nuestras observaciones sobre las larvas infestan-
tes de Mullerius capillaris y Protostrongylus rufescens sefialan que igualmente, son
resistentes contra la desecacion completa. Pueden soportar este estado durante largo
tiempo. La duracion-de la vida a temperaturas elevadas es notablemente mas corta,
que cuando la conservacion se hace a pocos grados por encima del punto de congela-
cion. Dichas larvas manifiestan ser muy sensibles a la luz directa.

En resumen, puede compararse biologicamente el comportamiento en la na-
turaleza de las larvas 111 de Protostrongylidae liberadas del caracol, con el de las
larvas 1, cuando, con las heces, llegan al exterior. También éstas pueden soportar
muy bien las influencia externas, sobre todo la sequedad extrema. pero por el con-
trario son muy sensibles a la luz directa (SUPPERER, 1956; ROSE 1957 b; y otros).

El hecho de que la prueba de infestacion con larvas obtenidas de caracoles,
mediante digestion artificial, haya resultado negativa, no permite dar una conqlusmn
definitiva sobre la capacidad infestante de tales larvas. Estas procedian de oveja’y se
administraron a un hospedador apropiade, una cabra, pero por tratarse de un solo
individuo no es suticiente para dar una solucion completa sobre el particular. Respec-
to a los animales de laboratorin utilizados, no son hospedadores naturales de estos
varmes. v solo el conejo puede albergar una especie de Protostrongylus. Segin nues-
tros resultados tampoco son experimentalmente receptivos a las larvas por nosotros
utilizadas, de origen ovino. ’ o

En suma, la larva III de los Protostrongylidae puede vivir, bajo condicio-
nes normales, largo tiempo al aire libre. Por ello cabe pensar que el medo de infesta-
cion con larvas emigradas puede tener importancia. Pero hasta qué punto la salida de
las larvas tiene lugar en condiciones naturales, no ha podido aclararse en nuestros
ensayos, seglin los cuales parece no tener un gran valor practico. Por lo tanto, segin
esto, probablemente la ingestion de caracoles infestados tiene mucha mayor impor-
tancia para la infestacion del Hospedador definitivo. Si bien en nuestros ensayos se
cumplieron las condiciones sefaladas por. DawTJian (1937, 1947, 1949) y Kassal
(1958 a) como principales (temperatura y humedad suficientes), llegamos a resul-
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tados que estdn en contraposicidn con la tesis de dichos autores, segin la cual la
emigracion de las larvas tiene el mdximo valor epizotioldgico. Nuestras observacio-
nes, en cambio, concuerdan con las de MataekiN, TURLIGINA y SALAJEWA (1954),
quienes no lograron, tampoco, confirmar experimentalmente los resuliados de
DawTJAN,

Todas las especies de caracoles utilizadas en nuestros ensayos con Protostron-
gylidae resultaron ser hospedadores intermediarios apropiados. Ya sc conocia, des-
de los cnsayos de HosMalERr y Hosmaltr (1929), la receptividad de Cepea horten-
sis, Arianta arbostorum 'y Arion hortensis. Kassal (1957 b) cita Eulota fruticum.
A la lista de posibles caracoles hospedadores intermediarios podemos anadir Cepea
nemoralis, Helicella arigonus y Monacha incarnara.

5. CONCLUSIONES

En las condiciones en que se han llevado a cabo nuestras experiencias se ha
llegado a las siguientes conclusiones:

1.2 La emigracion de las larvas Il de Mullerius capillaris y Protostron-
gylus rufescens a partir de los moluscos hospedadores intermediarios solamente sc¢
verificd cuando se sumergicron en agua y, ain asi, en nimero muy escaso. Ni la hu-
medad relativa alta, temperaturas diversas, estimulos en la motilidad e irradiacion
bajo la limpara, provocaron la salida de las larvas.

2.2 En la epizotiologia de las Protostrongylidosis no parece tener importan-
cia practica la emigracion larvaria, verificindose la infestacion del hospedador de-
finitivo por la ingestion accidental de caracoles portadores de larvas 111.

32 Las larvas de Miillerius capillaris y Protostrongylus rufescens han de-
mostrado ser muy resistentes a las bajas temperaturas (noventa dias a 5-8° C) y algo
menos a las mas altas (menos de un mes a 30° C).

4.2 La jrradiacién con limpara es letal a partir del segundo dia y algunas
lo soportan como méximo cuarenta y cuatro dias, aprecidndose mas resistencia en las
larvas jovenes que cn las formadas en ¢l hospedador con mayor anticipacion, lo que
prueba la existencia de un proceso de envejecimiento en el molusco.

5.4 Las larvas 11l de Millerius capillaris 'y Protostirongylus  rufescens
son muy resistentes a la desecacién completa (noventa horas), soportando la falta de
humedad mejor a temperaturas bajas que a las altas,

63  Cepeaea nemoralis, Helicella arigonus y Monacha incarnata han de
afadirse a la lista de caracoles apropiados como hospedadores intermediarios de
M. capillaris y P. rufescens.

6. RESUMEN

Después de revisar los antecedentes bibliogréficos sobre la biologia de los Protostrongylidae
ovinos se llevaron a cabo investigaciones para determinar, si las larvas infestantes de estos nemd-
todos emigran de los caracoles hospedadores intermediarios, segin han afirmado algunos autores.

En las condiciones de este trabajo se logré demostrar la salida de larvas infestantes de
Mudllerins capitlaris y Protostrongvius rufescens del hospedador intermediario, pero su numero fue
sumamente pequefio, a pesar de reproducirse cxaclamente las condiciones experimentales sefia-
ladas como dptimas por dichos investigndores. Esto significa que la emigracidn larvaria a partir
de los caracoles no es el principal factor epizotioldgico, aungue sea posible la infesiacion por
tales larvas emigradas. No se han podido aclarar las circunstancias bajo las cuales emigran las
larvas del hospedador intermediario.

5 Sc ha demostrado la elevada resistencia de las larvas 111 liberadas del hospedador interme-
diario ante diversas temperaturas, desecacion e irradiacion bajo limpara.
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Cepaca nemoralis, Helicella arigonus y Monacha incarnata han de afiadirse a la lista de
caracoles apropiados como hospedadores iniermediarios de Mallerios capillaris y Protosirongylus

refescens.
RESUME

Aprés avoir revisé les antécédents bibliographiques sur la biologic des Protostrongylidae
ovins, on a fait recherches pour déterminer si les larves mfeslamcs’de ces nématodes émigrant
des escargots hotes intermédiarires, comme quelques auteurs ont affirme. .

Dans les conditions de ce travail on arriva & démontrer de larves infestantes de Mulle-
rius capiflaris et Protostrangylies rufescens de héie intermédiaire, mais leur pombrg fut extré-
mement petit malgré 1'exacte reproduction des conditions expérimentales indiquées comme
excellentes par les investigateurs cux-mémes. Ceci signifie que‘l'émlg,.mnon larvaire & partir des
escargots n'est pas le facteur épizootiologique principal, guoique 1 _mfcsmtmn moyennant  les
susdites larves émiprées soit possible. On n'a pas pu expliquer les circonstances dans lesquelles
Jes larves de I'hdte intermédiaire émigrant. il =y

On a démontré la grande et forte résistance des larves LI libérées de I'hote intermédiaire
a différentes lempérasures et avec dessication et irradiation sous lampe. '

On doit ajouter les Cepaca nemoralis, les Helicella arigonus et les Momlcjm incarnata,
i la liste d'escargots convenables comme hdtes intermédiaires des Mullerius capillaris et Pro-
tostraongylius refuscens.

SUMMARY

After a revision of the bibliographic records on the biology of ovine Protostrongylidae
some research works were carried out 10 determine wether the infesting larvae of these nematodes
emigrate from the intermediate host snails as some authors have stated. )

Under the conditions of this work the origin of infesting larvae of Mullerins capillaris
and Protostrongy rufescens from the intermediate host was shown but their number was very
small though the experimental conditions considered by the workers as optimun were exactly
reproduced. This means that the migration of larvae starting from snails is not the main epi-
zootiologic factor though the infestation may be possible through said emigrating larvae. We
have not been able 10 find out the circumstances under which the larvac migrate from the in-
termediate host. . ) i ;

The grear resistence of third larvae freed from the intermediate host against various tempera-
tures, desiccation and irradiation under lamp has been shown. . )

Cepaca nemoralis, Helicella arigonus and Monacha incarnata must be included into the
fist of spails adequate as intermediate hosts of Mullerius capillaris and Protostrongylus rufescens.

7. AGRADECIMIENTO

Queremnos expresar nuestra sincera gratitud a cuantas personas nos han ayudado en la
realizacién de este trabajo, pero muy especialmente: .

Al Prof. Dr. MIGUEL CORDERO DEL CAMPILLO por habernos sugerido el estudio
de este interesante tema y por habernos dado las directrices, tanto para la investigacion como
para la disposicion, fundamentales para llevar a cabo esta tesis. .

Hemos realizado los experimentos en el «Institut fiir Parasitologie und Parasitiire Kran-
kheiten der Tiere der Justus Liebig Universitiit» en Giessen (Alemania Occidental), donde, cn
todo momento, tuvimos a nuestra disposicion el material y los animales de experimentacion
del Instituto, Por ello ¥ por la ayuda cientifica presentada damos las gracias, al Prof. Dr. h, c.
R. WETZEL con quien, siendo Director del Instituto, iniciamos e] trabajo, y a su sucesor Y
actual Director del mismo Instituto, Prof. Dr. G. LAMMLER, con quien hemos llevado a cabo
y terminado Ia mayor parte de los trabajos de experimentacion que constituye esta tesis,

8. BIBLIOGRAFIA

DawTaan, E. A. (1937)—K izuchoniu biologii Jegonochnogo gelminta ovels i koz Synthe-
tocaulus kochi Schurz, OrLow el KuTass, 1933 (Sobre el ciclo biologico de Synthetocautus kochi
SchuLz, OrLow y KuTass, 1933, un verme pulmonar de la oveja y de la cabra). En ruso Rab. po gel-
mint. Skrib. 105-122.

— 133 —



—— {1947)—Srawnitolnaja wospriimischiwost molluskoW k inwasirowaniu litschin-
kami M. capillaris, C. ocreatus | Synthetocanlus spp. (La relativa receptividad de los caracoles a la
invasion por larvas de M. capillaris, C. ocreatus y Synthetocaidus spp). En vuso. Trud. Arm. Niwi.
5, 3-20.

(1949)—Cikl raswitija nematod legkich ovjec i kos Armenil (El ciclo evolutivo
de los nematodes pulmonares de la oveja y de [a cabra en Armenia). En ruso. Zool. Shornik A. N.
Arnt. Niwi, 6, 185-266,

HOBMAIER, A. y HoBMAIER, M. (19259)—Uber die Enrwiclung des Lungenwurmes Syntheto-
caulus capillaris in Nackt-, Weg- und Schnirkelschnekken. Miinsch, tieriirzt. Wseh., 36, 497-500.

Kassal, T. (1957)—Schnecken als Zwischenwirte der Protostrongyliden. Zschr. Parasitentk,
18, 5-19.
~—— (1958)—Stadies on the morfology of the adult Cystocanius acreatus and its prein-
fective larvae. Acta vet. hung, 8, 349-373,

Kotian, A. (1960)—Helmintologie. Budapest 1960.

MarTiNez MoraLes, E. (1964)—Zur Kenntnis der Epidemiclogie der Protostrongylidac.
Inang. Diss., Giessen.

MaTiekiin, P. B, TURLIGINA, E. 8. y SaLAIEWA, N, M. (1954)—K biologii lisonok proto-
trongilid ovets i koz v sviazi s epizotogiijej protostrogilidozy y v Srednej Azii (Aportacién sobre la
biologia de las larvas de protostrongylidae de Ia oveja y de 1a cabra y sobre la epizootiologia de las
protostrongilidosis en Asia Central). En ruso, Zool. Zurnal., 33, (2), 373-394.

Rosg, J. H. (1957)—Observations on the bionomics of the freliving first stage larvae of the
sheep lungworm, Meillerius capillaris J. Helminehl., 3%, 17-28.

SUPPERER, R. (1956)—Beitrag sur Kenntnis der Wiederstands kraft von Lungenwurmlarven
des ersten Stadiums. Zschit. Parasitk. Berlin, 17, 289-299,

Svarc, R. y Zmoray, I, (1960)—Beitrag zur Kenntnis des Enthiillungs prozesses der Larven
von Miillerius capiliaris. Helmintologia, 2, 133-39.

- 13 —

i




