Evaluacion detécnicas paragtologicasen €
diagnostico de estrongiloidiasis por Strongyloides
sercoralis.

Efficacy of five methods for detection of Strongyloides stercoralis in human stool specimens.
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SUMMARY

Objectives. We compared the efficacy of five methodsfor the detection of Strongyloides stercoralisin human
stool specimens. Methods and materials; We evaluated fecal samples from 109 individuals from Nagazu,
Pasco (Peru). Each sample was directly tested using five parasitological techniques. simple direct smear,
spontaneous sedimentation in tube, Baermann technique modified by Lumbreras, Dancescu culture and
agar plate culturetechnique. Results: From the 109 stool samples, 42 (38.5%) had S. stercoralis for at least
one of the methods studied. Comparing techniques, the agar plate culture technique detected the higher
percentage of cases: 40, followed by 39 cases by the Dancescu culture, then 25 cases by the Baermann
technique, 16 cases by spontaneous sedimentation in tube and 2 cases by simple direct smear. No significant
difference was found between the agar plate culture technique and the Dancescu culture, but it was found
between those and the other techniques studied. Conclusions: We consider that the Dancescu culture and
the agar plate culture provide good sensitivity for the diagnosis of Strongyloidiasis at a low cost and should
be implemented at parasitology laboratories whenever the diagnosis is sought. This methods could be
utilized in special groups of patients such as malnourished children, immunocompromised individuals and
patients who need to be treated with immunosuppressive drugs to prevent the risk of hyperinfection. (Rev
Med Hered 2005;16:11-18).

KEY WORDS: Strongyloides stercoralis, Baermann technique modified by Lumbreras, Dancescu culture,
agar plate culture technique.

RESUMEN

Objetivos: Comparamos la eficacia de cinco técnicas en el diagnostico de Srongyloides stercoralis en muestras
fecales. Material y métodos: Se evaluaron las muestras de heces de 109 pobladores de Nagazu, Pasco (Peru).
Cada muestra fue sometida a 5 técnicas parasitol gicas. examen directo, técnica de sedimentacion esponténea en
tubo, técnica de Baermann modificada en copa por Lumbreras, Cultivo de Dancescu y cultivo en agar. Resultados:
De las 109 muestras fecales, 42 (38,5%) presentaron S. stercoralis en al menos una de las técnicas utilizadas. Al
comparar lastécnicas entre si el cultivo en agar en placa detectd la mayoria de los casos: 40, seguido del Cultivo de
Dancescu con 39 casos, |a técnica de Baermann, con 25 casos, la técnica de sedimentacion espontanea en tubo, con
16 casos, y finalmente, el examen directo, con 2 casos. No hubo diferencia significativa entre el cultivo en agar en

! ProfesoraAuxiliar del Departamento de Medicina de laUniversidad Peruana Cayetano Heredia.
2 Profesora Asociada del Departamento de Medicinade la Universidad Peruana Cayetano Heredia.

Rev Med Hered 16 (1), 2005 11



LauC.y Cal.

placay el Cultivo de Dancescu, pero si entre éstosy el resto de las técnicas estudiadas. Conclusiones: A partir de
estos resultados concluimos que tanto el Cultivo de Dancescu como el cultivo en agar en placa son herramientas
bastante sensibles y de bajo costo para mejorar el diagndstico de estrongiloidiasis humana por |o que deberian ser
implementadas en |os |aboratorios cuando esta infeccion deba descartarse. Estos métodos podrian ser utilizados en
ciertas poblaciones seleccionadas, tales como nifios desnutridos, trabajadores en riesgo, alcohdlicos y antes de
iniciar una terapiainmunosupresora afin de evitar €l riesgo de una hiperinfeccion. (Rev Med Hered 2005;16:11-18 ).

PALABRASCLAVE: Srongyloides stercoralis, técnica de Baermann modificadaen copapor Lumbreras, cultivo de

Dancescu, cultivo en agar en placa.

INTRODUCCION

Laestrongiloidiasisesunahelmintiasis producida por
el nematodo Srongyloides stercoralis. Se estima que
por [o menos 100 millones de personas estan infectadas
con Srongyloides stercoralisen el mundo, especialmente
en regiones tropicales y subtropicales (1,2). La
estrongiloidiasis esendémicaen Africa, India, Sudeste
asiatico, América del Sur (particularmente Brasil y
Colombia), Bangladesh y Pakistan (3). Enel Perq, las
regiones de mayor prevalencia se ubican en la selva
baja (4,5) y selva central (6,7) con prevalencias de
hasta 96,5% (8,9).

Se han descrito casos autdctonos en Lima de
estrongiloidiasisdelos cuales el 90% eran procedentes
delosdistritosde Lima, pero con antecedente deviajes
alaselvaen el 63% de los casos (10).

Laprevalenciade estrongiloidiasis depende del area
geografica, de las condiciones ambientales, calidad de
la vivienda, status socio-econdémico, estandares de
higiene enlacomunidad, hacinamiento y caracteristicas
fisicasy quimicas del suelo tales como latemperatura,
la humedad, y la vegetacién (11,12,13). Ademas en
paises pobres la nutricion deficiente puede ocasionar
dafio en la mucosa intestinal, afectando la inmunidad
humoral y celular, creando condicionesfavorables para
€l parésitoy exacerbandose las deficiencias proteicas,
caldricas y vitaminicas (14).

Srongyloides stercoralis es un nemétodo especifico
del hombre. Presenta varios estadios: larva rabditoide
o rabditiforme, larvafilariforme, adultos de vidalibre,
en cuya fase se identifican machos y hembras y la
hembra adulta (15). La hembra partenogenética de S.
stercoralis pone muy pocos huevos al dia,
aproximadamente 50 (16), los que maduran a larvas
rabditoides que salen con las heces del paciente y
constituyen la forma diagndstica.

En los pacientes sometidos a terapia con

corticosteroides 0 que presentan inmunosupresion por
alguna patologia puede presentarse el cuadro de
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autoinfestacion interna o hiperinfeccion por
Srongyloides stercoralis (17,18,19,20), que puede
conducir alaestrongiloidiasi sdiseminada, muchasveces
con desenlacefatal. Asimismo, laautoinfestacion permite
gue €l paciente mantenga un curso asintomético de
estrongiloidiasis, permaneciendo asi por décadas (21).

La infeccién de més larga data documentada hasta
hoy ha sido de 65 afios (22).El diagnéstico definitivo
delaestrongiloidiasis se hace conlavisualizacion directa
delaslarvasrabditoides. Esto tiene muchas dificultades
porque depende del nimero de larvas presentesy de la
sensibilidad de los métodos diagnosticos. Existen
diversos métodos coprolégicos para evaluar esta
infeccion. El examen directo defrotisfecal esun método
poco sensible para detectar estrongiloidiasis (23). La
técnicade Baermann modificadaen copapor Lumbreras
fueintroducidaen 1955 (24) y hademostrado su eficacia
en el diagnoéstico de S. stercoralis (25), logrando
determinar tasas de prevalenciaen laselvaperuana que
varian entre 8 a 96,5% (4,8,26). Este método
aprovecha tanto el termotropismo como el
hidrotropismo positivo delaslarvas para concentrarlas
bioldgicamente. El Cultivo de Dancescu, también
conocido como de carbén vegetal, descrito en 1967,
muestra una alta sensibilidad para el diagnostico de
estrongiloidiasis (27). La técnica de sedimentacion
espontanea en tubo (TSET), descrita por Tello en 1988
(28) tiene como fundamento la sedimentacion
espontanea en solucion salina fisioldgica tanto de
protozoarios como de helmintos.

El cultivo en agar en placadatade 1990 (29). Consiste
en colocar 2 gramos de heces en €l centro de una placa
petri conteniendo agar nutritivo, dejandola reposar
selladaatemperatura de ambiente por 48 horas (30). Si
lamuestra presenta larvas de Srongyloides stercoralis
éstas se van a desplazar sobre la superficie del agar,
diseminando las bacterias que van arrastrando en su
cuerpo, de manera que estos trazos apareceran
marcados por las colonias de bacterias. Si las placas
sedejan en incubacién mas de 6 dias, también se podrén
diagnosticar las larvas de Uncinarias y encontrar
adultos de vidalibre (31).



Evaluacién de técnicas parasitol 6gicas

MATERIAL Y METODOS

El presente estudio es detipo descriptivo comparativo
transversal y se llevd a cabo en la Comunidad Nativa
de Nagazu, provincia de Oxapampa, Departamento de
Pasco, en los meses de julio a setiembre de 2003.

La Comunidad Nativa de NagazU se encuentraen €l
Departamento de Pasco (Per(), aproximadamente a
1480 m.s.n.m. Esta comunidad fue elegida para el
estudio, en virtud de que laselva central esreconocida
como unapoblacion endémicaparaS. stercoralis(6,7).
Se incluyeron las muestras fecales de 109 personas,
entre 1 a 75 afios, que acudieron voluntariamente al
despistaje parasitol 6gico.

Se calcul 6 el tamafio muestral con ayudadel Software
Epi info version 6.4, 1996 (CDC Atlanta, USA). Se
considerd que la posibilidad de infeccién por S.
stercoralisen lapoblacion fuerade 61,7%. Conunade
92% a 95% y un poder 3-1 de 90% se determinG un
tamafo muestral de 109 pacientes.

Criterios deinclusion: El criterio de inclusion fue
el haber residido en la zona de estudio por un minimo
deun mes, yaque el periodo calculado entre el ingreso
del parésito por lapiel y laproduccion de las primeros
huevos es de 28 dias (15), tiempo después del cua es
posible obtener las larvas rabditoides en las heces del
paciente.

Criterios de exclusién: Se excluy6 atodo paciente
gue hubiese recibido tratamiento antiparasitario con
accion efectivacontraestrongiloidiasis (Tiabendazol o
Ivermectina) un mes previo al estudio.

Los datos de 200 personas fueron consignados en
unafichade encuestaepidemiol dgica. A cadaindividuo
se le entregd un envase plastico nuevo y limpio, de
boca ancha, con tapa roscay de 250 cc de capacidad,
con €l fin de que colocara sus heces en éste. Se puso
especial énfasisen quelamuestradeberiaser del mismo
dia, que no se hubiese obtenido con purgantes o
supositoriosy que ésta pertenecieraalamismapersona
(ya que posteriormente recibiria el tratamiento
antiparasitario gratuito respectivo), con el fin de no
producir sesgos en la recoleccion de la muestra.

Cada envase fue debidamente rotulado anotandose
el nombre, la edad del sujeto y la fechay la hora de
entrega del mismo. Los envases conteniendo |las
muestras fecales fueron sellados cuidadosamente con
cintaadhesivaeinmediatamente depositados dentro de
cajasdetelgopor con lafinalidad de mantener un rango
detemperatura semejante alatemperaturaambiental y

evitar asi la muerte de las larvas durante su transporte
previo a examen. Se determiné que larecoleccion de
las muestras debia realizarse en un lapso de tiempo no
mayor de 2 horas, luego del cua se recogieron 143
muestras (n=143 hombresy mujeresentre 1 a 75 afos).
Se estimo recolectar un 30 por ciento méas de muestras
sobre el tamafio muestral cal culado, por laprobabilidad
de tener que excluir aguellas que no cumpliesen las
condiciones para ser analizadas. Todas las muestras
fueron trasladadas inmediatamente al Laboratorio de
Parasitologia del Instituto de Medicina Tropical
Alexander von Humboldt para su procesamiento. El
procesamiento se inicid después de 10 horas de
recogidas las muestras y €l tiempo que tomd procesar
todas las muestras fue de 2 a 3 horas. De acuerdo al
tamario muestral calculado para €l estudio, se procesd
un nimero final de muestras de 109 (n=52 varones
entre 4 a 75 afios de edad y n=57 mujeres entre 1 a 69
anos de edad). Las muestras descartadas fueron 34
(n=34 hombres y mujeres entre 5 a 60 afios de edad)
debido a que eran insuficientes para realizar las cinco
técnicas (n=28), a que tenian mezclas con orina (n=3)
y aque correspondian afichas con datos no verificables
0 incompletos (n=3).

Debido aquelaslarvasrabditoides (L 1) evolucionan
afilariformes (L3) en un lapso de 12 a 15 horas (32) y
con €l fin de evitar el riesgo de contagio a manipular
las heces, se procuré que el procesamiento de todas
las muestras culminase dentro de este periodo de
tiempo. Si apesar deesto laslarvasrabditoideshubieran
evolucionado a filariformes no se hubiese afectado el
diagnostico de estrongiloidiasis pero si se hubiese
confundido el diagnostico del estadio clinico de la
parasitosis.

Se procesd cada muestra fecal por los métodos:
Examen directo con solucion salinafisiol6gicaal 0,85%
y lugoal, utilizando 2 mg de heces para cada emulsion
(34), técnica de sedimentacién espontanea en tubo,
utilizando de 2 a 5 gr de heces para su preparacion
(28), Técnica de Baermann modificada en copa por
Lumbreras, utilizando de 5 a 10 gr de heces para su
elaboracion(9), Cultivo de Dancescu o en carbon,
utilizando de 5 a 10 gr de heces (27), cultivo en placa
de agar, utilizando 2 gr de heces(30).

Las lecturas de las placas de cultivo, tanto de
Dancescu como de agar, se llevaron a cabo dentro de
los primeros 6 dias luego de haberse procesado éstas,
con €l fin de no permitir el desarrollo de larvas de
Uncinariasy evitar asi posiblesfalsospositivos(31,33).

L os resultados obtenidos se expresaron en nimeros
y porcentajes para la elaboracion de las tablas. Para
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determinar si hubo diferencia significativa entre la
eficaciadelastécnicas, sedetermind larazén de eficacia
(dividiendo el niUmero de casos positivos por cada una
de las técnicas entre el nimero total de casos de
estrongiloidiasis detectados) y luego dichas razones
fueron enfrentadas por parejas en una matriz de
comparaciones. Aplicamoslaprueba“z’ paradiferencia
de dos proporciones.

Se determiné la sensibilidad para cada una de las
técnicas. Parael andlisisestadistico seempled el paquete
estadistico SPSS versién 10 y el programa Win
Episcope version 2 para Windows.

RESULTADOS

Se obtuvieron 109 muestras fecales. Estas
correspondieron a 52 (48%) de varones 'y 57 (52%)
de muijeres. Lapoblacion de estudio comprendi6 sujetos
entre 1 a 75 afos (18,82 + 15,78 afos). De las 109
muestras fecales analizadas, 42 presentaron S.
stercoralis por al menos unade las técnicas efectuadas
(Tabla N°1).

El cultivo en agar en placapermiti¢ detectar el mayor
ndmero de casos de estrongiloidiasis (n=40), seguido
del Cultivo de Dancescu (n=39), latécnicade Baermann
modificada en copa por Lumbreras (n=25), la Técnica
de Sedimentacion Espontanea en Tubo (n=16) y
finalmente el examen directo (n=2) (Tabla N°2).

TablaN°1. Prevalenciageneral de Strongyloides
stercoralisen lacomunidad nativa deNagazU, provincia
de Oxapampa, Departamento dePasco. Per (1, 2003.

Ndamero de
casos Porcentaje (%)
Con Strongyloides stercoralis 42 38,5
Sin Strongyloides stercoralis 67 61,5
Total 109 100,00

TablaN°2. Numerodecasosdeestrongiloidiasis
detectadospor cadatécnica.

Técnica de Laboratorio Proporcion de Razon de
casos positivos eficiencia
Cultivo en agar en placa 40/42 0,95
Cultivo de Dancescu 39/42 0,93
T. de Baermann 25/42 0,56
T. de sed. esp. en tubo 16/42 0,38
Examen directo 2142 0,05

Tabla N°3. Matrizdecomparacionespor pareasmediantelapruebade”z” para
lascincotécnicaspar asitol6gicas.

Agar en placa Dancescu T.de Baermann Sed.esp.en T. E. directo

Agar en placa 2=0,4611 2=3,9120 2=5,5549 2=8,2923
p=0,322600 p=0,001000 p=0,000010 p=0,000001

Dancescu 2=3,5864 7=5,2782 2=8,0764
p=0,001100 p=0,000010 p=0,000001

T.de Baermann 2=1,9645 z=5,3734
p=0,024700 p=0,000010

Sed.esp.en tubo z=3,7227
p=0,001080
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Todas las larvas recuperadas fueron identificadas
como larvas rabditoides (L1) de S. stercoralis, no
obteniéndose larvasfilariformes (L3) ni adultos de esa
especie. La prueba “z” no demostré diferencia
significativaentred cultivo en agar en placay € Cultivo
de Dancescu, pero si entre €ellas respecto a la técnica
de Baermann, la técnica de sedimentacién espontanea
en tubo y el examen directo (Tabla N°3).

La sensibilidad de cada una las técnicas, cuando se
compararon éstas con |0s casos positivos y negativos
detectados por los cinco métodos fueron los siguientes:
cultivo en agar en placa 95,24%, Cultivo de Dancescu
92,86%, técnica de Baermann 59,52%, técnica de
sedimentacion espontanea en tubo 38,09% y examen
directo 4,76%.

De los 42 casos positivos por cada método para
detectar la presencia de Srongyloides stercoralis, se
evidencia que sdlo 1 caso fue positivo a través de las
cinco técnicas utilizadas; 2 casos fueron positivos sélo
por €l cultivo en agar en placa; 1 caso sélo por € Cultivo
de Dancescu y 1 caso solo por latécnicade Baermann.
Tanto |a técnica de sedimentacion espontanea en tubo
como el examen directo no demostraron en forma
aisladaninguin caso de estrongiloidiasis.

DISCUSION

En laprécticarutinariade lamayoriade laboratorios
de parasitologia a nivel nacional, se utiliza el examen
directo en solucién salinay lugol con una solamuestra
fecal cuando sedesearealizar un examen parasitol 6gico
deformarépida. S6lo algunos|aboratorios cuentan con
facilidades pararealizar algunatécnicade concentracion
(como la técnica de Baermann o la técnica de
sedimentacion) o los cultivos (como el cultivo en agar
en placa o e Cultivo de Dancescu) para obtener un
diagndstico mas confiable. Los indices de sensibilidad
de 4,76% y 38,09% obtenidos en el presente estudio
para el examen directo y la técnica de sedimentacion
espontanea en tubo confirman la baja eficiencia que
demuestran estos métodos en el diagnostico de estos
nematodos. Labajaefectividad de estas técnicas puede
atribuirse adiversosfactores, talescomo ladistribucién
no uniformey laintermitenciaen lapuestadelaslarvas.

Dichos hallazgos coinciden con |os determinados por
Maco y cols (31) quienes encontraron valores de
sensibilidad muy bajos para ambas técnicas (3% Yy
18,2% respectivamente). Multiples estudios habian
demostrado que latécnicade Baermann modificadaen
copapor Lumbreras eraunapruebade atasensibilidad
(80%, 90%) para €l diagndstico de estrongiloidiasis
(35,36). Sin embargo, en el presente estudio se pudo

evidenciar labajasensibilidad delatécnicade Baermann
(59,52%) frente alos cultivos. El Cultivo de Dancescu
mostro en este estudio unasensibilidad similar a Cultivo
en agar (92,86% y 95,24% respectivamente), lo cual
fue también demostrado por Terashimay cols (81,7%)
(27).

Presumiblemente, la superioridad de este resultado
se debe al hecho de haber utilizado papel filtro en el
Cultivo de Dancescu. El papel filtro, siendo una base
inerte en medio acuoso, simula las condiciones
adecuadas para el desarrollo del ciclo de vidalibre del
Srongyloides stercoralis. EI empleo del papel filtro en
el Cultivo de Dancescu y un adecuado sellado de las
placas contribuy6 ademas amantener lahumedad de la
muestray evitar la contaminacion en el laboratorio por
el desarrollo de larvas filariformes infectantes dentro
de las placas.

Se encontrd una sensibilidad para el Cultivo en agar
de 95,24%, resultado que concuerda con el estudio de
Uparanukraw y cols (37) quienes encontraron una
sensibilidad de 78 a 100%. Asimismo, Koga y
colaboradores (30) compararon €l cultivo en agar en
placa, latécnicade sedimentaci 6n en tubo usando papel
filtroy el examen directo, demostrando claramente que
el cultivo en agar era 1.7 veces més eficiente que la
técnica de sedimentacion con papel filtro (96,8% y
58,1% de sensibilidad respectivamente).

Otros estudios encuentran indices de sensibilidad
menores parael cultivo en agar como son |os obtenidos
por Sukhavat y cols (38) asi como por Inga (39)
(83,6% y 87,9% respectivamente).

A pesar de quedl cultivo en agar en placadetect6 40/
42 casos de estrongiloidiasis y €l Cultivo de Dancescu
39/42 casos, la prueba “z” demostré6 que ambas
técnicas fueron igualmente efectivas, al no haber
diferenciasignificativaentre ellas; pero si entre ellasy
la técnica de Baermann, la técnica de sedimentacion
espontaneay €l examen directo.

Caberesaltar que labaja sensibilidad obtenida por la
técnica de Baermann podria deberse a que la cantidad
recomendada para su gjecucion es de 10 g, lo cual en
nuestro caso, por la dificultad de obtener una mayor
cantidad de heces en las muestras, tuvo que realizarse
con 4 a5 g. Esto indudablemente representa un
inconveniente al realizar la técnica de Baermann, no
siendo asi para el cultivo en agar, en el que puede
detectarse estrongil oidiasis alin exi stiendo pocacantidad
de heces (2 g) y pocas larvas en €llas.

Con respecto alaevaluacion de costos, se determind
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TablaN°4 Costo dematerial delaboratorio de cada unadelastécnicas

Material de laboratorio

E.directo Sed.esp.ent. T.Baermann Dancescu Agar en p.

Placa petri plast.Falcon

15cm

Agar nutritivo al 1,5%
Carbon vegetal
Papel filtro

Parafilm

Agua destilada

Lamina portaobjetos 64,00 64,00
Solucién Salina

Fisiolégica 0,85% 0,04 46,20
Solucién Yodada de

Antoni o Lugol 0,69 0,69

Gasa hospitalaria

quirdrgica 7 x 7 cm 1,60
Pipeta Pasteur

1ml 12,00 12,00

Celofan 6,5 x 2 cm 5,00 5,00

Total por

200 unidades 81,73 129,49

Precio unitario 0,41 0,65

Valores expresados en Soles.
No incluye mano de obra, ni otros elementos del costo fuera de materiales de laboratorio.

180,00 180,00
42,00
4,00
20,00
34,00 34,00
3,00
90,00
1,60
12,00
103,60 241,00 256,00
0,52 1,21 1,28

gueloscostos delaplacade agar como los de Dancescu

no son tan elevados (S/.1,28 y $/.1,21 Soles cada una,
respectivamente) (Tabla N° 4); por lo cual, si se
considera la superioridad de éstas con respecto a las
demas técnicas, seria altamente beneficioso para los
pacientes. Las ventgjas del Cultivo de Dancescu frente
al cultivo en agar son: la poca dificultad técnicay la
sencillez en su gjecucion y en su procesamiento, su
bajo costo y su alto rendimiento; en tanto que el cultivo
en agar es un poco mas complejo, ya que requiere de
mayor tiempo en su elaboracién y de una mejor
implementacion e infraestructura del laboratorio
(agitador automético, autoclave, refrigeradora) lo que
puede comprometer su aplicacién rutinaria.

Podemos considerar que tanto el cultivo en agar
como €l Cultivo de Dancescu deberian emplearse como
métodos de rutinaparael diagnéstico de S. stercoralis,
engruposdealtoriesgo (con DiabetesMéllitus, linfoma,
leucemia, desnutricidn, acoholismo, tratamiento con
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corticosteroides 'y  cualquier condicion
inmunosupresora), por laposibilidad de desarrollar una
enfermedad diseminada o hiperinfeccion con un
prondstico fatal.
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