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RESUMEN

La infeccion por Toxocara canis (T. canis) representa una importante zoonosis
parasitaria de distribucion mundial. EI hombre se infecta por la ingestion
involuntaria de huevos larvados del parasito. Es importante conocer el
comportamiento de T. canis en los diferentes 6rganos del ser humano, mediante la
ejecucion de estudios experimentales en ratones de la cepa BALBI/c, para lo cual
se requiere infectarlos con huevos larvados viables del parasito. El objetivo de
esta investigacion fue obtener huevos larvados infectantes de Toxocara canis para
la inoculacion de ratones BALB/c en estudios experimentales. Se trabajé con 12
hembras adultas de T. canis, provenientes de una perra (Canis lupus familiaris)
cachorra mestiza, con signos clinicos de parasitosis y resultado coprolégico
positivo a Toxocara spp., la cual fue tratada con pamoato de pirantel a una dosis
Unica de 15 mg/kg via oral. A dichas hembras, se les realiz0 la diseccion del utero
y se obtuvo un total de 1.200.000 huevos del parasito, que fueron incubados en
solucién formalina/ringer 2,5% a una temperatura de 25 °C y una humedad de
98% durante 4 semanas, se oxigenaron y monitorearon cada 3 dias, observando
las diferentes fases de su desarrollo. Desde la primera hasta la ultima revisién, se
encontré una viabilidad de 99 a 99,5% es decir, que sélo 0,5 a 1% del total de
huevos, no desarrollaron la forma larvaria. Los huevos larvados infectantes de T.
canis, representan el factor de riesgo mas importante en la transmision de esta
enfermedad.
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ABSTRACT

Infection with Toxocara canis (T. canis) represents an important parasitic
zoonosis with worldwide distribution. Man becomes infected by involuntarily
ingesting larvated eggs of the parasite. It is important to know the behavior of T.
canis in different human organs, by carrying out experimental studies in mice of the
BALB/c strain, for which it is necessary to infect them with viable larvated eggs of
the parasite. The objective of this research was to obtain infective larvae eggs of
Toxocara canis for inoculation of BALB/c mice in experimental studies. We worked
with 12 adult females of T. canis, from a mixed-breed female dog (Lupus canis
familiaris) puppy, with clinical signs of parasitosis and a positive coprological result
for Toxocara spp., which was treated with pyrantel pamoate at a single dose of 15
mg/kg. orally. The uterus was dissected from these females and a total of
1.200.000 eggs of the parasite were obtained, which were incubated in 2.5%
formalin/ringer's solution at a temperature of 25 °C and a humidity of 98% for 4
weeks, they were oxygenated and monitored every 3 days, observing the different
phases of their development. From the first to the last review, a viability of 99 to
99.5% was found, that is, only 0.5 to 1% of the total eggs did not develop the larval
form. The infective larvae eggs of T. canis represent the most important risk factor
in the transmission of this disease.

Key words: Toxocara, zoonosis, parasite, egg, larva.
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INTRODUCCION

La infeccion por Toxocara canis (T. canis) representa una importante zoonosis
parasitaria de distribucion mundial, endémica en gran parte de los paises de
Ameérica, Africa y Asia, especificamente prevalente en zonas tropicales [1,2]. Este
helminto afecta a caninos y felinos que actian como hospedadores definitivos, de
igual manera afecta a otras especies animales como ganado, cerdos, roedores,
lagomorfos y aves que son hospedadores paraténicos y al ser humano que actia
como un hospedador accidental, siendo este ultimo infectado por la ingestion
involuntaria de huevos larvados de Toxocara spp. expulsados al ambiente con las
heces de hospedadores definitivos parasitados y por la ingestion de larvas
ubicadas en hospedadores paraténicos infectados, al consumirlos crudos o poco
cocidos [2,3]. Cada hembra de Toxocara puede llegar a producir hasta 200.000
huevos por dia [4,5], los cuales aparecen en las heces de los perros (Lupus canis
familiaris ) parasitados a las 4-5 semanas post-infeccién, para luego embrionar en
el medio ambiente, en condiciones de humedad y temperatura adecuadas a las 2-
3 semanas [6], haciéndose infectantes. Estos huevos larvados de T. canis, son
muy resistentes a los factores fisicos y quimicos del ambiente y se ha reportado
que pueden mantenerse viables en el suelo por 2 a 4 afios o mas [3,7],
representando un factor de riesgo importante para el ser humano. A pesar de que
en el intestino del ser humano no existen las condiciones necesarias para el
desarrollo del parasito hasta su fase adulta, las larvas penetran la pared intestinal,
llegan a la circulacion, se propagan via sistémica y migran por diversos 6rganos
[8], generando cuatro sindromes clinicos que se han clasificado como: larva
migrans visceral, larva migrans ocular, neurotoxocariosis y toxocariosis encubierta
[9], los cuales pueden llegar a afectar gravemente al paciente. Para el diagnéstico
definitivo de la infeccion por T. canis en el ser humano, se realiza la deteccion de
las larvas del nematodo en biopsias. Sin embargo, este procedimiento no es de
eleccion por ser extremadamente invasivo y depende de la carga del parasito, su
ubicacion y la etapa de infeccion en que se encuentre el paciente [8]. En este
caso, la implementacion de técnicas de inmunodiagnostico asi como el estudio
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clinico y epidemiolégico del paciente, constituye un gran apoyo en la
determinacion de la enfermedad. Es por ello que resulta muy importante conocer
el comportamiento del parasito en los diferentes tejidos y 6rganos del ser humano,
lo cual es posible mediante la ejecucion de estudios experimentales,
principalmente en ratones de la cepa BALB/c. Estos representan el modelo animal
idéneo, ya que se ha comprobado que la ruta migratoria de las larvas de T. canis 'y
las lesiones que ocasionan en los érganos, son similares a las del ser humano;
asimismo, la cepa en particular tolera infecciones masivas por el nematodo
durante periodos prolongados, lo que permite una mejor comprension de las
relaciones parasito-hospedador en la toxocariosis humana [10,11,12]. Para poder
ejecutar dichos estudios, es necesario infectar experimentalmente a los ratones
con huevos larvados viables del parésito, de alli la importancia de realizar la
presente investigacion en la cual se estableci6 como objetivo principal, obtener
huevos larvados infectantes de Toxocara canis para la inoculacion de ratones

BALB/c en estudios experimentales.

MATERIALES Y METODOS

Esta investigacion se llevd a cabo en la Unidad de Investigacion de
Parasitologia Veterinaria, perteneciente al Decanato de Ciencias Veterinarias de la
UCLA, Venezuela. Se obtuvo los parasitos adultos de Toxocara spp. de una perra
(Canis Lupus Famiiaris) mestiza de 3 meses de edad, con signos clinicos de
parasitosis (ascitis, emaciacion, mucosas palidas, diarrea) y resultado positivo por
coprologia a Toxocara spp. La paciente fue tratada con pamoato de pirantel a una
dosis Unica de 15 mg/kg [13,14,15]. Este farmaco no es vermicida ni ovicida, solo
ocasiona bloqueo neuromuscular [16], lo cual permiti6 obtener ejemplares viables
del nematodo (Figura 1), que fueron recolectados de las heces defecadas por la
perra. Estos parasitos se lavaron cuidadosamente y se acondicionaron en envases
de vidrio con solucién azucarada a temperatura ambiente y fueron trasladados
inmediatamente a la Unidad de Investigacion de Parasitologia Veterinaria de la
UCLA, donde se procedi6é a su identificacion morfolégica y morfométrica con una

lupa estereoscopica (Marca Nikon SMZ645) y la ayuda de un Médico Veterinario
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Parasitélogo. Se reconocieron 5 machos adultos de Toxocara spp., 4 hembras
adultas de Toxocara cati (T. cati) y 12 hembras adultas de Toxocara canis
(T.canis), las cuales midieron entre 12 y 14 cm de longitud. Una vez identificadas
las hembras de T. canis, se extrajeron los huevos de ellas mediante la diseccion
del utero, realizada por un Médico Veterinario Parasitélogo (Figura 2) y se
colocaron en tubos donde se concentraron por centrifugacion a 1.500 rpm durante
5 minutos [17]; 200 ul de pellet, que contenia los huevos a una concentracion
promedio de 1.000 huevos por cada pl, fueron transferidos a cada una de las 6
capsulas de Petri empleadas con 20 ml de soluciéon formalina/ringer 2,5% y se
mantuvieron a 25 °C y 98% de humedad durante 4 semanas [18]. Dichos huevos
se oxigenaron y monitorearon cada 3 dias con ayuda del microscopio 6ptico
(Marca Olympus CX21), determindndose mediante observacion las caracteristicas
presentes durante las diferentes fases de su desarrollo (huevos con una célula,
con morulas y con larvas) (Figura 3) [17]. Durante la segunda y cuarta semana de
incubacion, se realizé una técnica especial para poder efectuar la medicion de las
larvas de T. canis, en la que se mezclé 0,5 ml de la solucién con huevos y 0,5 ml
de hipoclorito de sodio (5%), se dejo reposar dicha mezcla 5 minutos, se procedié
a lavarla dos veces con agua bi-destilada mediante centrifugacién y luego se
mezclé en el vortex [19], logrando que las larvas salieran de los huevos para
medirlas, utilizando el ocular micrométrico del microscopio 6ptico (Marca Olympus
CX21). Durante la cuarta semana, cuando alcanzaron una medida 6ptima para
considerarse infectantes (Figura 4), se procedié a conservar los huevos larvados
en tubos Eppendorf a 4°C [20], quedando en promedio 1.000 huevos en cada
tubo, los cuales fueron previamente tomados de las capsulas de Petri, lavados tres
veces con cloruro de sodio, recolectados por centrifugacion (2000 rpm durante 3
minutos) y contados en camara de Neubauer [21]. De esta manera, los huevos
larvados infectantes de T. canis pueden permanecer refrigerados, hasta el
momento en que van a ser empleados para la inoculacion respectiva de los

ratones.
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RESULTADOS

De cada una de las 12 hembras adultas de Toxocara canis (T. canis), se
extrajeron en promedio 100.000 huevos, lo que indica que se obtuvo
aproximadamente 1.200.000 huevos del parasito. Desde la primera hasta la ultima
revision de ellos, se encontrd una viabilidad de 99 a 99,5% (Figura 5), ya que so6lo
0,5 a 1% del total, no desarrollaron la forma larvaria. En la primera semana de
incubacion, ya se observaban larvas con movimiento en el interior de los huevos y
sus capsulas estaban en buen estado. Durante la segunda semana de incubacion,
se observo un movimiento normal de las larvas, pero las mediciones indicaron que
aun no habian completado su desarrollo. En la cuarta semana las larvas
presentaron movimientos normales y se constatd que en promedio alcanzaron una
longitud de 410 p, lo que demostraba que habian completado su desarrollo y eran

infectantes.

DISCUSION

Debido a que la toxocariosis es una de las principales enfermedades
parasitarias, zoonoticas y tropicales desatendidas a nivel mundial, con un impacto
socioeconémico significativo y causante de enfermedad grave en los seres
humanos [22, 23], es muy importante la ejecucion de investigaciones que
contribuyan a nuevos conocimientos relacionados con el comportamiento de
Toxocara canis (T.canis) en el humano, desde el momento en que el huevo es
expulsado del parasito adulto, hasta que ingresa al organismo de su hospedador y
la larva lleva a cabo su migracién en él. Una de las caracteristicas que aumenta el
riesgo potencial de infeccion por este nematodo, es la alta fecundidad de la
hembra adulta de T. canis, que puede llegar a producir hasta 200.000 huevos al
dia [5]; hecho confirmado en el presente estudio, ya que de cada una de las 12
hembras adultas encontradas, se obtuvo un promedio de 100.000 huevos al
momento de la extraccion por diseccion uterina, para un total de 1.200.000 huevos
aproximadamente, con una viabilidad de 99 a 99,5%. Este valor es similar al
obtenido por otro autor, quien encontré en su trabajo una viabilidad de 84,7% el

dia 30 de la incubacién de huevos de T. canis, sin diferencias significativas en el
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transcurso del tiempo evaluado [24]; ambos valores, demuestran la gran
resistencia que tienen estos huevos en el ambiente, ya sea artificial como el
empleado en dichas investigaciones o natural donde requieren alrededor de una
semana (Mma&s en temperaturas muy bajas) para embrionar, conservando su
potencial infeccioso durante varios afios [25], lo que asegura la exitosa continuidad
del ciclo biologico del parasito e incrementa alin mas ese riesgo de infeccion en el

ser humano.

CONCLUSIONES

Los huevos larvados infectantes de Toxocara canis, representan el factor de
riesgo mas importante en la transmision de esta enfermedad. Su gran resistencia
a factores externos le permite desarrollarse hasta su estadio infectante y
permanecer asi durante varios afios en ambientes naturales o artificiales. Esto se
confirmo al obtener 1.200.000 huevos de 12 hembras adultas del nematodo, los
cuales presentaron un porcentaje de viabilidad de 99-99,5%. Dicha caracteristica
contribuye a poder emplearlos en la ejecucion de estudios experimentales, que a
su vez permiten incrementar los conocimientos acerca del comportamiento del
pardsito en el ser humano afectado; lo que, sin duda, tiene un gran valor para el

diagndstico y tratamiento correcto de la enfermedad.
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ANEXOS

Figura 1. Ejemplares adultos de Toxocara spp.
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Figura 2. Utero (|) de hembra de Toxocara canis con huevos (1) en su
interior; izquierda lupa estereoscopica, derecha microscopio optico;
40X

Figura 3. Huevos de Toxocara canis con diferentes formas evolutivas. Con
una célula (1), con mérulas (|) y con larva (—); 10X
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Figura 4. Larvas infectantes de Toxocara canis (1); 10X

Figura 5. Huevos de Toxocara canis extraidos del Utero; lzquierda, dia 1 de
incubacién. Derecha, dia 30 de incubacion; 10X
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