METODO PARA CONSTATAR EL ESTADO DE VIDA O

MUERTE DE LAS LARVAS DE TRIQUINAS (TRICHINELLA

SPIRALIS, OWEN) ENQUISTADAS, EN LAS CARNES
CONSERVADAS

(Publicado en la Revista del Ministerio de Industrias. Afio VII, N.e 47, Julio de 1919)

A fines del afno 1918, tocd al Instituto de Anatomia Patold-
gica y Parasitologia de la Escuela de Veterinaria, realizar algunas
investigaciones con motivo de la comprobaciéon de produstos tri-
quinosos expendidos por una fabrica de embutidos. Demostrada la
presencia de triquinas en varios de esos productos, que ya habian
sido utilizados para la alimentaciéon (1), era de gran importancia
establecer si las larvas enquistadas estaban vivas o muertas. El
Director del Instituto doctor Kurt Wolffhiigel, me encomendé6 la
tarea de hacer esa investigacion; y con ese fin, esforzandome por
llegar a un diagndstico exacto, hice una serie de experiencias que
me permitieron obtener datos de gran valor y condiciones precisas,
como norma de juicio. Resultados de esas experiencias son los que
paso a exponer brevemente, como contribuciéon a la solucién de un
problema que tanta importancia tiene, desde los puntos de vista
higiénico y médico. )

A )

La bibliografia es completamente pobre en este asunto; no hay
establecida ninguna nerma precisa para un diagnéstico de esa natu-
raleza: salvo lo que dice Ransom (2), en un trabajo sobre los efec-
tos de la refrigeracidn sobre las larvas de Trichinella spiralis.

Rennes (3), al hablar de la investigacién y examen de los pa-
rasitos, después de tratar sobre la comprobacién de la triquina, dice
que la vitalidad de los parasitos de una manera general, se estable-
ce por la accién del calor o haciendo actuar una solucién de picro-
carmin; con este reactivo, si los parasitos estuvieran muertos se co-
lorarian; lo contrario, si estuvieran vivos.

Los procedimientos indicados por Rennes (l. c.), fueron los
primeros de que hice uso, utilizando para ello, ademas del material

(1) Varias personas habian comido de esos productos (jamones), cuando se comprobdé que
estaban triquinosos. ‘

2) B. H. Ransom. — Effects of refrigeration upon larve of Trichinella spiralis. — Jourral
of Agricultural Research. Jannary 31 1916, Washington. B
(3) J. Rennes. — Traité de ’inspection des viandes de boucheris. — 1910, Masson & Cia. —

Paris.
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motivo de los ensayos, preparaciones de musculos de ratas triquino-
sas, recientemente muertas con ese fin; los resultados demostraron
la insuficiencia de los procedimientos. Por la calefacciéon suave de
las preparaciones no se obtuvo movimiento visible de las larvas,
tanto en las preparaciones de jamén triquinoso como en las de
mausculos de ratas; sin embargo, las larvas de estos Ultimos estaban
vivas, como debia suponerse y asi resulté de los ensayos realizados.

En cuanto a la accion del picro-carmin, los resultados fueron
del mismo orden. Pequenas fracciones de carne con triquinas de am-
bos origenes, fueron colocadas previa dislaceracién, en una solucion
de picro-carmin; las fibras musculares tomaron los colores, dificul-
tando la visibilidad de las larvas, pero éstas nunca se coloraron y
sin embargo, segin resulté de investigaciones posteriores, las de las
preparaciones de jamén estaban muertas.

En vista de tales resultados me decidi a hacer algunas expe-
riencias, propendiendo a establecer condiciones mas precisas como
base de un diagnéstico exacto.

Fué mi primera orientacién obtener la liberacién de las larvas
enquistadas, para hacerlas mas accesibles a la observacién y a la
accién de los excitantes fisicos y quimicos. Para ello ensayé la di-
gestion artificial de los musculos triquinosos por el jugo gastrico.

Para la digestién utilicé, primeramente, jugo gastrico preparado
segin la féormula que da Ransom en su trabajo citado, que es la
siguiente:

Pepsina . . . . gramos 2.50
Acido clorhidrico . . . ¢ c 10.00
Cloruro de sodio . . . gramos 5.00
Agua hasta formar . . ¢ c 1000

En la digestién del jamén triquinoso prescindi del cloruro de
sodio, en la preparacién del jugo gastrico, por encontrarse ya esa
substancia abundantemente en el jamoén.

Primera experiencia

Tres a cinco gramos de jamén bien desmenuzado, eran colo-
cados en 150 a 200 c. c. de jugo gastrico (seguin la férmula indica-
da) en un matraz Erlenmeyer y luego puesto en estufa a 37°-38° c.
por espacio de 18 a 20 horas. Al cabo de ese tiempo, aunque el as-
pecto era de que la digestién no estaba terminada, hice el examen
microscopico, echando una parte del contenido del matraz, previa-
mente bien agitado, en una capsula de Petri. Para ese examen uti-

licé el mismo aumento que para el examen triquinoscépico comin
(obj. 16 m. m. y ocular 2).
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Observé varias larvas libres, todas afectando la forma de cifra
6 (fig. 1) y algunos quistes en via de digestion.

Coloqué nuevamente el matraz en la estufa para que conti-
nuara la digestidén; al cabo de otras 24 horas hice nuevamente el
examen: todos los quistes estaban disueltos y las larvas libres, afec-
tando todas ellas la forma de cifra 6. Las larvas no reaccionaban
por calefaccidén, que al principio la hice suavemente y luego mas
fuerte.

El aspecto uniforme de todas las larvas (en cifra 6) y la no
reaccién al calor, hacia suponer que estuvieran muertas.

Fig. N.2 1. — Larvas muertas de Triquinella Spiralis. Muestran
la forma en cifra 6 .

Segunda experiencia

Deseando aclarar bien los hechos y dar justa interpretacion a
las observaciones anteriores, puse en digestion artificial en las mis-
mas condiciones que la experiencia primera, muasculos de ratas tri-
quinosas, recientemente muertas a ese fin, y comprobada la existencia
de larvas de triquina con la observacién microscépica. Observé en-
tonces, que todas las larvas libres afectaban la forma de una espiral
completamente cerrada y que por calefaccién suave se movian, des-
envolviéndose (Fig. 2).

Tercera experiencia

Pensando en el posible error de que las triquinas del jamon,
aun estando vivas, pero con vitalidad muy disminuida por la salazon
y tiempo de conservacién, podian resultar muertas al final de la

~
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digestién artificial, por la accién del acido clorhidrico en fuerte con-
centracion (10 °/,) del jugo gastrico, y teniendo en cuenta que
el jugo gastrico natural actia enérgicamente a una concentracién
acida so6lo del 2 /o v que la fuerte proporcién indicada por
Ransom debe obedecer a evitar por ese medio la putrefaccién, factor
que en este caso muy poca importancia tiene por la brevedad de la
experiencia (1), hice un nuevo ensayo de digestion artificial con jugo
gastrico de acidez 5 °/y, solamente, y aumenté la cantidad de pep-
sina para hacer mas activa la digestién. El jugo gastrico empleado
quedd formado segln la siguiente férmula:

Pepsina . . . . gramos 5.00
Acido clorhidrico. . cc 5.00
Agua destilada hasta. c. c¢. 1000

Fig. N.? 2. — Larvas vivas del mismo pardsito, en espiral un
P ¢
tanto desenvuelta por la accién del calor

Cuando en lugar de digerir jamén digeria musculos de rata,
agregaba cinco gramos de cloruro de sodio. Puesto a digerir en las
mismas condiciones de temperatura, resultaban al cabo de las 18-20
horas, libres todas las larvas y comprobé que atn en esas condicio-
nes las larvas afectaban la misma forma.

(1) El dia 4 del mes de Abril préximo pasado, a pedido del sefior doctor Kurt Wolffhiigel,
Kg:: a tdlgem- en jugo gastrico con icido clorhidrico en concentracién del 5%, una rata triqui-
0 diegs:ir'an (mem?s la piel), para numerar las larvas que tenia en el sistema muscular. El .liqmdo
neu:rg[' lo entré en putrefaccién a las 48 horas, posiblemente porque el 4cido clorhidrico fué
H alizalo por la cal de los huesos, pues al final de ese tiempo (48 horas) tenia reaccién alca-

na; sin embargo las larvas ¥ i .
! estaban atn vi 1 ! "
ling; sin embargo vivas el 2 de Mayo, lo que prueba que resisten mucho
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1

ACCION DE LOS COLORANTES

En el deseo de comprobar si el uso de algunos colorantes po-
drian ser utilizados como elementos de prueba para establecer el
estado de vida o muerte de las larvas de triquina, hice algunas ex-
periencias.

Comencé por utilizar el Picro-carmin recomendado por Ren-
nes (l. c.).

Primera experiencia

Puse a digerir, en las condiciones indicadas anteriormente, por
una parte pequefias porciones del jamén triquinoso, y por otra de
musculos de rata triquinosa, en matraces de Erlenmeyer. En cada
matraz, que contenia aproximadamente 50 c. c. agregué 8 a 10 c.
de Picro-carmin; colocados en la estufa a 37°-38° c. los retiré a las
18-20 horas; hecho el examen microscopico, observé que las tri-
quinas procedentes del jamén, ademas de afectar la forma de cifra
6, el protoplasma estaba colorado intensamente en amarillo (razén
por la cual aparece en negro en la Fig. 1); las triquinas procedentes
de los musculos de rata estaban en espiral cerrada y completamente
incoloras.

Constituia un dato mas en favor del estado de muertas de las
triquinas procedentes del jamén. Sin embargo, me llamé la atencién
que el protoplasma apareciera solamente colorado en amarillo, dan-
do la impresién de que sélo hubiera actuado el acido picrico y no
el carmin. Para aclarar ese punto, hice la siguiente experiencia:

Segunda experiencia

A ]

Coloqué a digerir en dos Erlenmeyer, por separado, jamoén,
mas jugo gastrico, mas carmin, y jamén, mas jugo gastrico, mas acido
picrico. Al final del tiempo de digestion (18 a 20 horas), comprobé
que las triquinas que sufrieron la accién del carmin permanecian
completamente incoloras, mientras que las que habian estado en
contacto con el acido picrico se habian colorado intensamente en
amarillo. Quedaba, pues, perfectamente aclarado que la coloracién
que tomaban las triquinas muertas por la accion del Picro-carmin,
se debia exclusivamente a la accién del acido picrico, con prescin-
dencia del carmin.

Tercera experiencia

Pensé que la diferencia de accién de los dos colorantes podria
tener como causa, que la cuticula quitinosa de la triquina ofrecia
resistencia (a pesar de su estado de muerta) al pasaje de las, s_ubSr
tancias de moléculas complejas, poco difusibles y bastante proximas
sus soluciones a las soluciones coloidales, como el carmin y gran
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numero de las substancias colorantes. A este respecto hice algunas
experiencias, colocando larvas muertas de triquinas en presencia de
soluciones de carmin, eosina, rojo neutro, acido picrico, acido crémi-
co, y obtuve el siguiente resultado: las larvas colocadas en solucio-
nes de acido picrico y acido crémico (substancias perfectamente cris-
taloides y solubles) se coloraron en pocas horas (4 a 10 horas); las
colocadas en Eosina y Rojo neutro (substancias de moléculas com-
plejas y de solubilidad incompleta en el agua), presentaron un prin-
cipio de coloracién a los 5 o 6 dias; las colocadas en Carmin no se
habian colorado aun en ese plazo. Hay que agregar, que no es dificil
que la coloracién observada en las larvas colocadas en las soluciones
de Eosina y Rojo neutro, se deba aiin en parte a la alteracién su-
frida por la cuticula de las larvas, debido al tono molecular bajo
del liquido en que estaban sumergidas, haciéndolas quizas mas per-
meables.

Experiencias complementarias

Para obtener mayor seguridad, si realmente la forma en cifra
6 de las larvas de triquinas y la coloracion por el acido picrico,
constituian suficiente garantia del estado de muertas, hice los si-
guientes ensayos y observaciones:

1.° Un matraz conteniendo larvas vivas de triquinas proce-
dentes de la digestion de musculos de rata, fué calentado, suave-
mente al principio e intensamente después; observadas luego al
microscopio, comprobé que las larvas habian afectado la forma de
cifra 6 y se coloraban por el acido picrico.

2.° Un matraz conteniendo larvas vivas de triquinas, del mis-
mo origen que el anterior, en el jugo gastrico que habia servido
para digerirlas, sirvi6 para ensayos perioédicos, habiendo compro-
bado que después de una permanencia de 30 a 40 dias en esas
condiciones, la forma de espiral cerrada que afectaban en plena
vitalidad, se iba haciendo mas abierta y las larvas reaccionando
menos a la accién del calor, y al cabo de un tiempo todas ellas ha-
bian perdido la sensibilidad al calor y presentaban la forma en
cifra 6.

Si a estas observaciones agregamos lo que dice Ransom en su
trabajo citado, de que las larvas muertas por el frio afectan tam-
bién la forma en cifra 6, nos vemos inclinados a suponer que esa
forma sea caracteristica de las larvas de triquinas muertas, (salvo el
caso posible de una muerte rapida, con coagulacion instantanea del
protoplasma o alteracién de la cuticula) y ello se explicaria por la
forma especial de la cuticula adquirida en su desarrollo espiral
dentro de la capsula quistica.

.. Debo consignar que esa forma que damos como caracteristica,
solo se observara quiza cuando las larvas estan colocadas en un me-



COMPILACION DE TRABAJOS CIENTIFICOS 55

dio liquido de tono molecular bajo o hipoténico, con pequefias can-
tidades de sales en disolucién, como las utilizadas en mis experien-
cias; si se emplearan soluciones salinas o moleculares de otro orden,
concentradas, (hipertonicas), el parasito perderia liquido y la cap-
sula apareceria flaccida y sin forma propia; por eso es conveniente
no agregar cloruro de sodio al jugo gastrico cuando se va a digerir
carnes preparadas a base de sal (1).

En lo que respecta a la observacion del jamén triquinoso
empleado en estas experiencias, debo consignar que el estado de
muertas, de las larvas, qued6é comprobado también por experien-
cias de ingestion, hechas en el Instituto de Anatomia Patoldgica
por el doctor Kurt Wolffhiigel. A varias ratas blancas se les hizo
comer fracciones triquinosas del jamén; unas fueron muertas en
horas sucesivas de la ingestién y no se comprob6é en ningin caso
larvas vivas en el contenido gastro-intestinal; otras quedarorn, para
observar si se producia invasion larval en el sistema muscular, ob-
teniendo también resultado negativo; hizo igualmente, una expe-
riencia administrando jamén a un gato, con el mismo resultado
negativo.

CONCLUSIONES

De las experiencias relatadas resulta:

1.9 Que la digestion artificial permite poner en libertad las
larvas enquistadas de Trichinella spiralis, sin perjudicarlas sensi-
blemente, en el término de 18 a 20 horas, necesario para que la
digestion tenga lugar (2).

2.0 Que las larvas muertas, una vez en libertad, adoptan la
forma en cifra 6, caracteristica (con la salvedad hecha en otro
lugar, de que eso no es probable en una muerte con coagulacion
instantanea del protoplasma o alteraciéon profunda del saco cuticu-
lar); las larvas vivas afectan una forma de espiral y reaccionan
facilmente al calor.

3.2 Que el acido picrico colora facilmente el cuerpo protoplas-
maético de las larvas muertas y deja incoloro el de las larvas vivas,
y que los colorantes de constitucién molecular compleja, como los
colores derivados de la anilina, y el carmin y -otros, no coloran o
coloran dificilmente el cuerpo protoplasmatico de ese parasito, su-
puesta se entiende, la integridad de la membrana cuticular.

(1) Hice la siguiente experiencia: En una caja Petri conteniendo triquinas muertas, agregué
glicerina hasta una concentracién al 1/3. Al cabo de 1 a 2 horas, las larvas habfan perdido la
forma que damos como caracteristica. :

(2) Confirma las observaciones de Ransom y anteriores de otros autores.



El método de examen

De acuerdo con nuestras experiencias, aconsejamos el siguiente
método, para establecer el estado de vida o muerte de las larvas de
triquinas enquistadas.

Se prepara jugo gastrico artificial, segin la férmula:

Pepsina . . . . . . . grs. 5
Acido clorhidrico concentrado . C.C 5
Clorurode sodio . . . . . grs. 5
Agua hasta formar . . . . c.c. 1000

Se puede también preparar jugo gastrico artificial, a partir de
la mucosa de estémago de perro o gato, en la siguiente forma:

Mucosa fresca de estémago de perro o gato . . grs. 50
Ac. clorhidrico concentrado . . . . . . CC 5
Agua hasta . . . . . . . . . . ¢.c. 500

Se pone en maceracioén en la estufa 38°-40°, por 12-24 horas
y luego se filtra por algodon; al usarlo se diluye en el doble de agua
y resulta una solucién muy activa. Esta fé6rmula la usé en mis ex-
periencias con resultados superiores a la anterior.

Se toma luego el material triquinoso, se divide en pequeias
porciones, como las que se utilizan para el examen triquinoscopico
por el compresor, y en un matraz o vaso de vidrio se agrega jugo
gastrico a razén de 10-15 c. c. por cada gramo de materia muscular,
y se coloca en estufa a 38°9-40°; se puede emplear temperatura mas
baja, pero la digestién se hace entonces mas lentamente; en cambio,
no conviene pasar de 40° porque se debilita la pepsina y ademas se
puede perjudicar la vida de las triquinas, lo que tendria gran im-
portancia, dado el caso que tuvieran poca vitalidad. A las 18 o 20
horas de permanencia en la estufa, se retira el vaso o matraz; puede
dar la impresién de que la digestiéon no ha sido completa, observan-
dose aun tejido muscular, pero en el examen microscoépico se encon-
traran las larvas ya libres, pues el tejido conjuntivo interfibrilar y
el quistico se digieren con suma facilidad; si esto no sucediera se
debera a que el jugo gastrico empleado tiene muy poco poder diges-
tivo y convendra entonces, dejar 12 o 24 horas mas en la estufa o
renovar el jugo gastrico.

Para el examen microscépico se agita bien el contenido del ma-
traz e inmediatamente (no dando lugar al depésito de las larvas)
se echa una parte en una caja de Petri y se procede al examen utili-
zando el aumento de examen triquinoscépico corriente (objetivo 16
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milimetros, ocular 2). — Si las triquinas estuvieran vivas, se les
vera en espiral mas o menos cerrada y por la calefaccién suave se
observaran movimientos. La Fig. 2 muestrd las triquinas vivas ex-
citadas por la calefacciéon. Si estuvieran muertas se observaran en
forma de cifra 6 y no reaccionaran por el calor; si se le agrega acido
picrico, el cuerpo protoplasmatico se colorard en amarillo intenso
al cabo de 4 a 5 horas (Fig. 1).

Para mayor seguridad y abreviar el diagnéstico, se pueden pre-
parar dos digestiones simultaneas: una segin queda indicada y otra
con el agregado de 3 c. c. de solucién concentrada de acido picrico
por cada 100 c.c. de jugo gastrico utilizado. Al hacer esto se obser-
vara la formacién de un precipitado (albuminoideos precipitados por
el acido picrico); el jugo gastrico pierde sin duda alguna, por esa
circunstancia, una parte de su poder digestivo, (los precipitados al-
buminoideos producidos en las soluciones de diastasas arrastrai con-
sigo parte de éstas), pero, si ha sido preparado con pepsina activa
o con mucosa estomacal, (en las condiciones que hemos indicado),
la digestién tendra lugar suficientemente para poner en libertad las
larvas de triquinas, segiin lo he comprobado en todas mis experien-
cias.

Puestos en la estufa los dos matraces, se retiran al cabo de las
18 a 20 horas y se procede al examen microscépico. — Del que no
contiene acido picrico se hara segin queda descripto; del que con-
tiene acido picrico se vierte parte del contenido, previamente bien
agitado, en una capsula de Petri y se le agrega, por gotas, solucién
de soda o potasa hasta que desaparezca el precipitado que se habia
formado por la adicién del acido picrico; se procede entonces al exa-
men microscépico. Las larvas vivas apareceran eq espiral mas o me-
nos cerradas, trasliicidas, incoloras; las larvas muertas en forma de
cifra 6, con el cuerpo protoplasmatico en amarillo intenso y retraido,
muy separado de la cubierta cuticular, salvo en dos o tres partes
(Fig. 1), que en forma de abultamientos quedan préximos a la cu-
ticula; la separacién del cuerpo protoplasmatico de la cuticula, se
debe probablemente al ingreso de liquido a través de la misma
y que hace turgescente al parasito; los abultamientos corres-
ponden a partes que conservan adherencias con la cuticula, o a 6r-
ganos de contextura rigida, no cediendo asi a la presién del liquido.

El cuerpo de las larvas en forma de cifra 6 no ocupa un mismo
plano; si imaginamos una de esas larvas con la extremidad afilada,
(bucal) hacia arribd, observandola por la parte convexa (del brazo
largo) notaremos que el brazo corto esta desviado hacia la derecha,
colocado sobre un plano que incide en angulo agudo al plano del
brazo largo, correspondiendo al punto de mayor abertura a la.ex-
tremidad gruesa (caudal) (c.). Este hecho y demas apuntados, po-
nen de relieve que la forma en cifra 6 descripta, es una espiral muy
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abierta, forma normal de la cuticula, adquirida por el desarrollo es-
piraliforme dentro del quiste conjuntivo —que la toma cuando han
desaparecido—, por la muerte o inhibicién, la contractivilidad.

Ransom, en el trabajo citado, describié algunas alteraciones
de la parte protoplasmatica de las triquinas muertas por la acciéon
del frio: color mas palido del cuerpo celular, aspecto granuloso es-
pecial del protoplasma, nicleos muchas veces no aparentes; el as-
pecto granular de las células seria dificil de describir. Yo no he acor-
dado maycr importancia a estas alteraciones, porque en su mayor
parte constituyen diferencias de grado dificiles de apreciar y que
estan por otra parte ligadas a los factores que provocaron la muerte
de las triquinas; no es dificil que algunas de esas alteraciones corres-
pondan a fendémenos de plasmolisis ocasionados por la muerte por
el frio.

He deseado, con el presente trabajo, dejar establecido un pro-
cedimiento con condiciones bien precisas para comprobar en un breve
plazo (18-20 horas) el estado de vida o muerte de las larvas de
Trichinella spiralis (Owen), cuestién que tiene mucha importancia,
sobre todo, para casos analogos como el que motivé mis experien-
cias, en que varias personas habian comido jamén triquinoso, y que
para instituir un tratamiento en ellas se hubiera tenido que esperar
los resultados de experiencias largas como son las pruebas de inges-
tién en animales de laboratorio.
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