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INVESTIGACION ORIGINAL
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RESUMEN:

Objetivos: Describir las caracteristicas morfoldgicas diferenciales mds relevantes de los estadios larvarios de uncinarias
(Ancylostoma duodenale y Necator americanus), y S. stercoralis, para su identificacién especifica en laboratorio clinico
convencional. Material y métodos: Estudio observacional durante julio del 2015 a agosto del 2016. Se realizaron cultivos en placa
de agar de muestras fecales positivas por microscopfa a larvas de nematodos o huevos de uncinaria. Las larvas desarrolladas en cultivo
fueron descritas morfolégicamente mediante claves, se identificaron las caracteristicas morfolégicas diferenciales més relevantes y se
ilustraron mediante microfotografias. Resultados: Las caracteristicas morfol6gicas mds relevantes para la diferenciacién especifica
fueron lalongitud de la cavidad bucal y la prominencia del poro genital en el estadio rabditiforme; y la forma del cuerpo, el extremo
terminal de la colay el didmetro del extremo anterior del intestino en relacién al esofago en el estadio filariforme. Conclusiones: Las
uncinarias A. duodenale y N. americanus, y S. stercoralis pueden identificarse especificamente por microscopia éptica mediante el
andlisis morfoldgico de sus estadios larvarios desarrollados en cultivo. Debido al requerimiento de equipos e insumos de uso comuin
en laboratorio de microbiologfa, se recomienda esta metodologfa para uso en laboratorios clinicos convencionales.

PALABRAS CLAVE: Strongyloides stercoralis, Ancylostomatoidea, Necator americanus, (Fuente: DeCS BIREME).

ABSTRACT:

Objectives: To determine the most relevant morphologic differences of larval stages of hookworms (Ancylostoma duodenale y
Necator americanus) and S. stercoralis for their specific identification in a conventional laboratory. Methods: An observational
study was carried-out between July and August 2016. Positive fecal samples at microscopy to nematode larvae or to eggs of
hookworms were cultured in agar plate. Larvae that developed in culture were described morphologically using passwords. We
identified the most relevant differential morphologic features and illustrated them using microphotography. Results: The most
relevant morphologic features that allow differentiating these nematodes were the longitude of the oral cavity and the prominence
of the genital primordium for the rabditiform larva; the shape of the body, the terminal end of the tail and the diameter of the
anterior extreme of the intestine in relation to the esophagus for the filariform larvae. Conclusions: Hookworms and S. stercoralis
can be specifically identified by optic microscopic examination of their larval stages developed in culture. We recommend this
methodology for conventional microbiology laboratories due to the requirement of simple equipment.

KEYWORDS: Strongyloides stercoralis, Ancylostomatoidea, Necator americanus, (Source: MeSH NLM).

INTRODUCCION

Segtin un informe de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), més de 1,5 millones de personas alrededor
del mundo, principalmente de dreas tropicales y subtropicales, estdn infectados con parasitos geohelmintos.
Asimismo, alrededor de 568 millones de ninos en edad escolar viven en regiones de intensa transmisiéon
de estas parasitosis, en los que incluyen la estrongiloidiasis y uncinariasis (1). La estrongiloidiasis (causada
por Strongyloides stercoralis y S. fullebornii), y uncinariasis (causadas por Ancylostoma duodenale, Necator
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americanus y eventualmente por A. ceylanicum), son infecciones parasitarias helminticas endémicas en varias
regiones del Perti e hiperendémicas en otras, con frecuencias superiores a 6% y 30% respectivamente (2,3).

Sin embargo, se desconoce varios aspectos de la epidemiologia y clinica de estas enfermedades en el Peru,
entre otras razones, debido a que los estudios de investigacion y de diagnéstico de laboratorios clinicos en
el pais, no consideran técnicas especificas para la deteccién y diferenciacion de las especies parasitarias en
mencidn.

Conocer la diferencia entre las larvas es importante para la salud publica porque permite identificar la
especie de nematodoy por lo tanto la enfermedad, en un contexto nacional donde la frecuencia y distribucion
de estas dos parasitosis aun se desconocen. Asimismo, diferenciar correctamente las larvas de uncinarias y S.
stercoralis en el laboratorio clinico es relevante en el manejo clinico del paciente, por cuanto las enfermedades
requieren tratamiento antiparasitario diferenciado, y sus complicaciones y riesgos no son las mismas. Por otra
parte, en estrongiloidiasis, la presencia de larvas filariformes en heces, ademas de las rabditiformes, demuestra
la multiplicacién acelerada del parasito en su ciclo autoinfectivo, indicando un sindrome de hiperinfeccion.

Por esta razén, este estudio tuvo como objetivo describir las caracteristicas morfoldgicas diferenciales
més importantes de los estadios larvarios rabditiforme y filariforme de las uncinarias (A. duodenale y N.
americanus), y S. stercoralis, para su identificacién especifica en laboratorio clinico convencional.

MATERIAL Y METODOS

Estudio descriptivo, observacional. Desde julio de 2015 a agosto de 2016 las muestras fecales positivas a larvas
de nematodos (Strongyloides) o huevos de uncinaria, detectados por examen microscépico directo en el
Laboratorio de Parasitologia, Metaxénicas y Zoonosis del Hospital Regional Lambayeque, fueron analizadas
por la técnica de cultivo en placa de agar (4).

Cultivo y desarrollo de los estadios larvarios

El cultivo en placa de agar permitié desarrollar todos los estadios larvarios para su posterior descripcion e
ilustracion de las caracteristicas morfoldgicas diferenciales més importantes mediante microscopia dptica. En
general se siguieron los procedimientos descritos previamente por Botero y Restrepo, 2012 (4), a los que se
le hicieron algunas modificaciones.

El cultivo en placa de agar permitié desarrollar todos los estadios larvarios para su posterior descripcion
¢ ilustracion de las caracteristicas morfoldgicas diferenciales mds importantes mediante microscopia dptica.
En general se siguieron los procedimientos descritos previamente por Botero y Restrepo, 2012 (4), a los que
se le hicieron algunas modificaciones.

Las muestras de materia fecal incluidas en el estudio fueron conservadas a temperatura ambiente (20 a 25
°C), hasta ser cultivadas en un lapso de tiempo no mayor a ocho horas desde su recoleccién. La conservaciéon
en refrigeracién de 2 a 8 °C no se recomendd por considerarse adversa para mantener la viabilidad y motilidad
de las larvas de S. stercoralis y la viabilidad de los huevos de uncinaria. La técnica de cultivo en placa de agar
consisti6 en colocar 2 g de materia fecal en el centro de la placa usando la técnica aséptica microbioldgica, se
sell$ la placa con parafilm y se incubé a placa derecha a 30° C y en condiciones de acrobiosis. La positividad
del cultivo y el desarrollo de las larvas se evidencié indirectamente por el crecimiento de colonias bacterianas
dispuestas en “caminos serpenteantes” sobre la superficie del agar. Las larvas se recuperaron de la superficie del
agar agregando 10 ml de formalina al 10%, luego la suspension larvaria se dejé sedimentar espontdneamente
y conservo en un tubo de centrifuga.

Las modificaciones a la técnica referenciada consistieron en los siguientes puntos:
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1. El medio de cultivo usado fue el Mc Conkey en lugar del Agar Nutritivo. El primer medio ofrecié
colonias bacterianas visualmente mas notorias (colonias lactosa positivas de color grosella con precipitado de
sales biliares), ademads, fue un sustrato favorable para el desarrollo de las larvas (similar al ofrecido por el Agar
Nutritivo), comprobdndose que los componentes quimicos selectivos del medio no afectaron su desarrollo.

2. Las muestras fecales de consistencia semisélida y s6lida fueron ablandadas agregando solucién salina
estéril y homogenizadas hasta convertirla en una suspensién acuosa densa. Se inoculé 2 ml de la suspension
usando pipetas plasticas estériles evitando salpicaduras y aerosoles. Esta modificacion permitié garantizar
la movilidad de las larvas en la muestra inoculada, a partir del cual se desplazan hacia la superficie del agar
diseminando bacterias en su trayecto, convirtiendo su cuerpo en una viva asa de siembra.

3. La incubacién para desarrollar larvas de Uncinaria se realizd hasta por seis dias, en lugar de dos (la
incubacion para S. stercoralis si fue de dos dias). Los huevos de uncinaria requirieron mayor tiempo de
incubacidn para eclosionar (48 a 72 horas) y por lo tanto el desarrollo a larvas filariformes también se
prolongé.

Descripcidn de las caracteristicas morfoldgicas diferenciales relevantes

Las larvas recuperadas en distintos momentos de la incubacién se estudiaron mediante microscopia dptica.
Las caracteristicas morfoldgicas diferenciales de los estadios rabditiforme y filariforme de las tres especies
fueron verificadas usando claves taxondmicas descritas previamente (5,6,7). Ademds, se priorizaron en
numero de orden aquellas caracteristicas mas relevantes, teniendo como criterio su conservacién especifica,
facilidad de visualizacién y aplicabilidad en laboratorios de anilisis clinicos convencionales. Asimismo, se
registraron las caracteristicas morfoldgicas mediante microfotografias usando un microscopio con software
para establecer dimensiones (Leica®).

El protocolo de estudio fue evaluado y aprobado por el comité de ética en investigaciéon del Hospital
Regional Lambayeque.

RESULTADOS

Se obtuvieron cultivos positivos y desarrollo exitoso de larvas filariformes de S. stercoralis entre dos a tres dfas
de incubacién. Mientras que se requirié de tres a cuatro dias para obtener larvas rabditiformes de Uncinariay
cinco a seis dfas para las filariformes. El tiempo menor requerido para el desarrollo de las larvas de S. stercoralis
fue debido a que en el momento de la siembra, la materia fecal ya contiene larvas rabditiformes (eclosionadas
en el intestino), e incluso larvas filariformes en casos de sindromes de hiperinfeccién (figura 1(A)).
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Figura 1. A: Cultivo de agar en placa para uncinarias y §. stercoralis. positivo (izquierda) v
negativo (derecha). Larvas de S. stercoralis: B: estadio rabditiforme. C: estadio filariforme y

D: extremo posterior (izquierda) y anterior (derecha).
CB: Cavidad bucal, PG: Poro genital.

FIGURA 1
figural

Las caracteristicas morfoldgicas mds relevantes para diferenciar las larvas de este primer estadio
(rabditiformes), se muestran en la tabla 1 y se ilustran en la figura 1(B) y figura 2(A). Cabe destacar que en
este estadio las uncinarias A. duodenale y N. americanus no son diferenciables morfolégicamente mediante
microscopia éptica.

Tabla 1. Caracteristicas morfologicas diferenciales (descritas en orden de relevancia), de las larvas en estadio
rabditiforme de 8. stercoralis y Uncinaria.

Caracteristicas §. stercoralis Uncinaria

Larga, con apariencia de surco
Cavidad bucal Corta en una distancia igual o mayor al
ancho del cuerpo anterior.

Poro genital Prominente, corto ¥ ahusado  Discreto
Extremo terminal de la cola Afilada Marcadamente afilada y estrecha
Diametro de la cabeza en relacion al cuerpo anterior  Similar Menor
Rango de longitud (pm) 300-380 pm 250-300 pm
TABLA 1
tablal
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Flgura 2. Larvas de Uncinaria: A) estadio rabditiforme, B) estadio filariforme de A.
duodenale, C) estadio filariforme de N. americanus y D) extremo terminal del estadio

filiforme de N. americanus (izquierda) y A. duodenale {derecha).
CH: Cavidad bucal, PG: Poro genital.

FIGURA 2
figura2

Las caracteristicas morfoldgicas mds relevantes para diferenciar las larvas filariformes de los nematodos en
estudio se muestran descritas en la tabla 2 ¢ ilustradas en las figuras 1(C), 1(D), 2(B), 2(C) y 2(D). En la
figura 3, se muestran diferencias entre larvas filariformes de A. duodenale y N. americanus.

{ e Ll T " P2
Figura 3. Extremo proximal de larvas filariformes de 4. duodenale (izquierda) y
N. americanus (derecha). mostrando diferencias en el estriamiento de la cuticula

v el diametro del extremo anterior del intestino en relacion al esofago.
BE: bulbo esofigico. IN: Intestine, CU: cuticula.

FIGURA 3
figura3

DISCUSION

Sibien existen técnicas moleculares y seroldgicas para detectar y diferenciar la especie helmintica en cuestion,
éstas son caras y requieren laboratorios complejos y equipamiento costoso y sofisticado, que no estén al
alcance de la mayorfa de los laboratorios clinicos ptblicos (8, 9, 10). Mientras que, el cultivo in vitro
de las larvas y su posterior diferenciacion morfoldgica mediante microscopia dptica es barato y puede
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implementarse en laboratorios con equipamiento bésico de cultivos microbioldgicos. No obstante, esta
técnica requiere de un analista calificado y entre 2 a 6 dias de tiempo para culminar el examen.

La técnica de cultivo en placa provee dos utilidades:

1. Permite la deteccién de S. stercoralis y Uncinaria al segundo y cuarto dia respectivamente (evidenciado
por el crecimiento bacteriano), con una alta sensibilidad (89% o mds), en comparacién a otras técnicas
convencionales de microscopia o cultivo (11,12). Es en este momento del cultivo que se podria realizar el
estudio morfoldgico de las larvas rabditiformes y diferenciar S. stercoralis y Uncinaria.

2. Da lugar al desarrollo completo de las larvas, desde la incubacién del huevo (caso de Uncinaria), hasta
el estadio filariforme. Sélo en este tltimo estadio se pueden diferenciar morfoldgicamente las especies de
uncinarias, razon por el que es tan importante que la técnica de cultivo promueva la evolucién completa.

Las larvas rabditiformes (larvas recién eclosionadas, también denominadas L1, de S. stercoralis y Uncinaria
presentan una longitud de 250 a 380 um y se caracterizan por presentar un cuerpo corto, similar al nematodo
del género Rhabditis. Mientras que, el estadio filariforme, también denominado infectante, es de mayor
tamafo (490 — 720 um), evolucionan mediante sucesivas mudas en condiciones de humedad y temperaturas
adecuadas, y se caracterizan presentar a un cuerpo alargado, similar al nematodo del género Filaria.

El tamano relativo de las larvas es una aproximacién especifica importante, sin embargo no lo considero
un criterio relevante a recomendar debido a que no todos los laboratorios cuentan con laminas patrén o
microscopios con sistemas informaticos para realizar las mediciones.

No fue posible realizar estudios inmunolégicos o moleculares a las larvas para complementar los resultados,
lo cual consideramos una limitacién del estudio.

Se concluye que la longitud de la cavidad bucal y la prominencia del poro genital son las caracteristicas
morfoldgicas més relevantes para diferenciar las larvas rabditiformes de uncinarias y S. stercoralis; asimismo,
en el estadio filariforme lo son la forma del cuerpo, el extremo terminal de la cola y el didmetro del extremo
anterior del intestino en relacion al eséfago.
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ENLACE ALTERNATIVO
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