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RESUMEN EN ESPANOL: Se describe el método modificado de Olson y Jones, de
Saveigny para la obtencion del Segundo Estadio Larvario del Toxocara Canis in vitro.
Se puede obtener un numero importante de larvas sin alteracion de ellas y se enfatiza
la necesidad de continur los estudios en animales de experimentacién,
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RESUME FRANCAIS: On décrit la méthode modifiée de Olson et Jones, de Saveig-
ny, pour obtenir la seconde phase larvaire du Toxocara Canis in vitro. On peut obte-
nir un nombre important de larves sans aucune altération de celles-ci, et il faut ap-
puyer sur la nécessité de continuer les études avec les animaux expérimentaux.
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INGLISH SUMMARY: The method described is that modified by Olson and Jones,
of Saveigny, for obtaining the Second Larval Phase of Toxocara Canis in vitro. A con-
siderable number of larvae can be obtained without their alteration and the need is
stressed for continued studies with experimental animals.
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TECNICA DE PREPARACION DEL SEGUNDO ESTADIO LARVARIO DE TOXOCARA CANIS

El Toxocara Canis (Werner, 1782)(1), el
pardsito mas comun de los perros, es capaz
de infectar al hombre que ingiere huevos
fértiles, siendo ésto mas frecuente en nifios
que estan en contacto con cachorros infes-
tados o con tierra contaminada con los
huevos de los nematodes!.

La enfermedad producida por la migra-
cion del Segundo Estadio Larvario a través
del cuerpo es conocida como Larva Mi-
grans Visceral (Beaver 1952)2.

Existen dos principales formas de mani-
festacion clinica: una visceral y otra ocu-
lar3,

TABLA2

TOXOCARIASIS OCULAR

| .—Nifios mayores
2.~ No hay sintomas sistémicos
3.—La respuesta inmune es menor

TABLAI
MANIFESTACION CLINICA
L.M.V. Larva Migrans Visceral
Edad Promedio 2 afios
Geofagia
Fiebre
Tos
Convulsiones
Hepatomegalia
Infiltracién Pulmonar
Eosinofilia cronica

El ataque ocular (Wilder 1950)* no es
raro pero difiere en varios aspectos de los
casos sistémicos!:3.
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Existen actualmente tres manifestacio-
nes oculares de la Toxocariasis®.

1.- Endoftalmitis Crénica Difusa (Wilder
1950 Fig. 1.

2.- Granuloma retinal localizado en el
polo posterior (Ashton 1960) Fig. 2.

3.—Retinitis Periférica. (Hogan 1965).

Aunque el ataque al segmento anterior
es raro se han observado uveitis con hipo-
pion, nédulos en el iris y se han visto larvas
moéviles en la cornea y en el cristalino®.

El diagnodstico de la enfermedad en hu-
manos es dificil ya que el pardsito no puede
ser detectado en la sangre y en heces.

A pesar de existir eximenes seroldgicos
mas especificos como es la prueba ELISA
(Enzime Linked Immunosorbent Assay),
el diagnéstico definitivo es la identifica-
cion de la larva en los tejidos®.’.

Debido a que se desconoce mucho sobre
todos los aspectos de la infestacion huma-
na, se han utilizado muchos animales de
experimentacion (ratones, monos, ovejas,
pollos, palomas, puercos, conejos) a los
cuales se les ha administrado por via oral,
carotidea o intravitrea el 24 estadio larva-
rio de Toxocara Canis lograndose produ-
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cir la enfermedad con sus manifestaciones
semejantes a las de hombre obteniéndose
asi mayor informacion sobre esta enferme-
dads.

OBJETIVOS:

El objetivo de este trabajo fue la prepa-
racion del Segundo Estadio Larvario del
Toxocara Canis para ser usado en anima-
les de experimentacidn, libre de microor-
ganismos e irritantes quimicos.

MATERIAL Y METODOS:

Hembras adultas, gravidas de Toxocara
Canis (Doble de tamafio del macho) fueron
obtenidas del intestino delgado (yeyuno)
de un cachorro infestado (detectado por un
examen en fresco de la materia fecal previo
enriquecimiento con un método de flota-
cion) (Fig. 3).

Las hembras se depositaron en un cap-

sula de Petri conteniendo Tis-u-sol (®),
Fueron dejadas toda la noche en una incu-
badoraa 37° para depositar los huevos.
Los huevos no embrionarios fueron lava-
dos en Tis-u-sol Ry colocados en un tubo
de centrifugacion donde se centrifugaron a
una baja velocidad (800 xgr) por 2 6 3 mi-
nutos para sedimentarlos. Se aspird el flui-
do hasta pocos milimetros por encima de
los huevos. (EsquemaI).

HEMBRAS DE TOXOCARA CANIS
INCUBACION
HUEVOS NO EMBRIONARIOS
TIS-U-SOL(R)
CENTRIFUGACION

HUEVOS INMADUROS
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Los huevos en un pequefio volumen de
solucién fueron divididos en 2 grupos.

A un grupo de huevos no embrionarios
se les afiadio una solucion al 0.5% de for-
malina en Tis-u-sol (® (para retardar el
crecimiento bacteriano) y fueron coloca-
das en una céapsula de Petri revestida con
Siliclad ® (Clay Adams. Inc. New York)
un compuesto de silicona soluble en agua
con el proposito de prevenir asi la adhe-
sion y consecuente pérdida de los huevos.

Los del Grupo 11 se colocaron en una so-
lucién 50: 50 de hipoclorito de sodio y
agua corriente (para remover moco y teji-
dos adheridos a ellos) permaneciendo en
esa solucion por 4 minutos luego se volvie-
ron a centrifugar para ser sometidos a la
formalina como los del otro grupo.

Para la embrionizacion las dos capsulas
de Petri conteniendo los huevos fueron de-
jadas a la temperatura del cuarto por 23
dias y aireados con pipeta de Pasteur cada
2 63 dias. (Esquema 2)

HUEVOSINMADUROS

GRUPOI GRUPO2
FORMALINA 0.5%
50: 50 S. de HIPOCLORITO
de SODIO '

FORMALINA 0.5%

EMBRIONIZACION
23 DIAS

Después de estos dias de espera se obser-
vo con el microscopio que mas del 50% de
los huevos contenian el Segundo Estadio
Larvario. (Fig. 4).
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Fig. 1: Endoftalmitis Cronica Difusa.

Fig. 2: Granuloma retinal localizado en el polo posterior.

Fig. 3
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Fig. 4: Huevos con el Segundo Estadio Larvario.

Los huevos embrionarios existian casi
en igual proporcion en las dos capsulas de
Petri por lo que se decidié reunirlos en un
solo grupo.

El Segundo Estadio Larvario fue obte-
nido por la incubacion completa de los
huevos embrionarios utilizando el método
modificado de Olson y Jones, de Saveigny
(1974)%.10, 11,12, '

Los huevos embrionarios fueron lava-
dos y centrifugados sucesivamente en 2
oportunidades. Posteriormente se encuba-
ron a 29° en una solucion de 3.5% de cloru-
ro de benzalconio por 15 minutos con agi-
tacion periddica y nuevamente centrifuga-
dos (800 x gr.) por 2 minutos y transferidos
atubos esteriles.

A partir de ese momento la técnica utili-
zada fue aséptica.

Los huevos se lavaron y centrifugaron
por cuatro veces en una solucion de cloru-
rode sodioal 0,9%. (Esquema 3).

HUEVOS EMBRIONARIOS
LAVADO H,0
INCUBACION____ CLORURO DE
BENZALCONIO 3.5%

CENTRIFUGACION
LAVADO CL NA 0.9%
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Para dejar libre las larvas fue necesario
romper la membrana que los recubre. Para
esto se colocaron en un moledor de tejidos
(Tissue grinder) y manualmente molidos
en dos oportunidades.

Una gota de la solucion se colocod entre
lamina y laminilla y se observé a través del
microscopio que las larvas estaban libres.
(Fig. 5).

Estas larvas fueron puestas en una solu-
cion de Ringer conteniendo Penicilina
(100 unit/ml y Estreptomicina 1.5
mgrs/ml,

Las larvas fueron recuperadas utilizando
el aparato de Baermarin®?. (Esquema 4).

La suspension de las larvas fue dejada
toda la noche en la solucion de Ringer con
antibidticos a 37" en el aparato de Baer-
mann !4 15. 16conteniendo 3 capas de gasa
estéril a través de las cuales las larvas mi-
graron y fueron coleccionadas en el otro
lado el dia siguiente.

Las larvas obtenidas se lavaron y centri-
fugaron con Ringer y ya estaban listas para
ser usadas en animales de experimentacion
oen la preparacion de antigenos!”.
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Fig. 5

Esquema 4

DISCUSION

No se sabe actualmente como la larva
entra y sale del ojo, porque los tejidos ocu-
lares reaccionan deferente a la infestacion,
si la larva se queda para siempre en ¢l ojo
continua migrando fuera del ojo a otros te-
jidos v porque la larva tiene predileccion
por ciertas areas del ojo tales como es lare-
tina periférica.

Debemos de ser conscientes que estas
preguntas deben ser contestadas para tener
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un mejor conocimiento de la patofisiologia
de la enfermedad especialmente en lo rela-
cionado al ojo.

Es necesario seguir los estudios en ani-
males de experimentacion.

El método permite la obtencidon de las
larvas sin aparente lesion de las mismas. Se
trata mds de una incubacidon mecdanica
donde no hay microorganismos ni mate-
riales toxicos.
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