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RESUMEN

Parasit6logos de diferentes instituciones médicas de Ciudad de La Habana realizaron la validacion externa de ENZYMEB#&npoocedim
diagnéstico de amebiosis intestinal desarrollado en el Instituto de Medicina Tropical «Pedro Kouri». Para ello, fuer@s colexttids

seriadas de heces de 212 individuos sobre las que se realiz6 la observacion microscopica (prueba de referencia) y eyenmunoensa
ENZYMEBA (prueba en validacion). ENZYMEBA, comparada con el examen microscépico de heces, mostré satisfactorios indices de
sensibilidad y especificidad. No se observaron reacciones cruzadas con muestras de heces en que estaban presentes étdesr@arasit

si se tiene en cuenta que para el diagndstico de amebiosis intestinal con ENZYMEBA es suficiente una sola muestra gatiecés, por

este procedimiento pudiera ser Util en estudios de eficacia terapéutica y de prevalencia.

Descriptores DeCS:TECNICAS PARA INMUNOENZIMAS; ENTAMOEBA HISTOLYTICA/enzimologia; HECES/parasitologia; EFI-
CACIA; VALOR PREDICTIVO DE LOS TESTS; PEPTIDO HIDROLASAS/anélisis; CUBA.

No obstante las importantes limitaciones que le Algunas pruebas seroldgicas han sido Utiles en el
son inherentes (subdiagnéstico, cuando no es reali- diagndstico de las formas extraintestinales de
zado de manera seriada; sobrediagndstico, cuando amebiosis, en particular del absceso hepét&io.
no es llevado a cabo por personal debidamente en- embargo, las formas intestinales de esta parasitosis
trenado) el examen microscoépico se mantiene como no han encontrado en estos examenes una solucion
el procedimiento de laboratorio mas empleado para eficiente al problema de su diagnostid®eciente-
la deteccion en heces Hatamoeba histolytic& mente se han desarrollado sistemas para la detec-
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cion de antigenos en heces, pero éstos aun no estéloble ciegas; es decir, los evaluadores que llevaron

disponibles para su uso regular. a cabo la observacion microscoépica de las heces no
En 1988, Luaces y Barrétdescribieron una conocieron de los resultados de los que realizaban

proteasa deE. histolyticaa la que nombraron ENZYMEBA, y viceversa, hasta el final del estudio

histolisina, posteriormente renombrada histolisaina. evaluativo.

En 1992, Luacesy otros desarrollaron un ensayo

inmunoenzimatico (ENZYMEBA) para la deteccién )

de histolisaina en las heces. Este procedimiento cof=XAMEN MICROSCOPICO DE LAS HECES

tinda siendo una singularidad genérica, pues es el

tnico en el cual el propio parasito aporta la enzima ~ El diagnéstico qoproparasﬂologmg se realizo
(histolisaina) que revela su presencia mediante examen directo con coloracién de Lugol,

Después de desarrollado el sistema, se pasé a I& Observacion con tincion tricrémica_se_ reservo solo
produccion, en el Instituto de Medicina Tropical Para aquellos casos en que aun existiese dudas del
"Pedro Kouri" (IPK) de los componentes principa- d?a_gnéstico_ (_JIeE. histolytica.S_e cor_lsiderc') aun in-
les de éste. Rebasada esta fase, fue necesario la vafilviduo positivo por observacion microscopica cuan-
dacién en Cuba de la version de ENZYMEBA, que do en 1 o mas de los 3 exdmenes realizados se ob-
emplea componentes producidos en el IPK. El obje-S€rv0 la presencia de 1 0 mas estadigs bistolytica
tivo del presente documento es reportar los resulta-

dos de ese estudio evaluativo. INMUNOENSAYO ENZYMEBA

ENZYMEBA se realiz6 segun reportalamaces
y otros en 1992 con algunas modificaciones. Bre-
vemente: placas de poliestireno de fondo plano y de
96 pocillos (Marxisorp, NUNC) fueron sensibiliza-
das durante 16 h a°€ con 125 pL/ pocillo de una
solucion 0,1 M de carbonato de sodio pH 9,6; que

sitblogos de reconocida experiencia en la observa—conten'a anticuerpos antihistolisaina obtenidos en

cion microscopica de parasitos intestinales. TodosSON€J0 (5 Kg/ML). Los sitios no recubiertos por los

ellos recibieron un breve adiestramiento en el uso®Nticuérpos fueron bloqueados mediante incubacion

del sistema que pretendian evaluar. durante 2 h a 37C con 150 pL/ pocillo de
seroalbumina bovina (BSA) al 0,1 % en solucién

tamponada de fosfato (PBS) (0,1 M, pH 7,2). Trans-
MUESTRAS DE HECES currida esta incubacion se elimin6é todo remanente
del agente bloqueante y se afadieron las muestras
Durante 1 semana se colectaron en los Hospitade heces, por duplicado, previamente diluidas en
les "Juan Manuel Marquez", "Carlos J. Finlay" y agua destilada (19 de heces en 3 mL de agua des-
"Miguel Enriquez" muestras seriadas (hasta 3, to-tilada).
madas en dias diferentes) de 212 individuos, que, Después de 4 h en contacto con la placaG 4
por diferentes motivos (enfermedad diarreica, exa-e€l material no "capturado” fue desechado y tras
menes de rutina, etcétera), acudieron a los respecti4 lavados con TWEEN-20 al 0,05 % en PBS, en los
vos servicios de parasitologia de dichos centrospocillos fueron colocados 100 puL de 100 mM
Todas las muestras fueron trasladadas el mismo diBenziloxicarbonil-L Arginil-L Arginine 2-(4-metoxi)
de su recepcién en los laboratorios del IPK. glicina-EDTA pH 9,5 que contenia, ademasyisteina
A cada muestra se le realiz6 observacion mi-2mM.
croscopica de las heces, para la deteccion de parasi- Luego de 16 h de incubacion a7, la accion
tos intestinales, y el inmunoensayo ENZYMEBA, de la enzima capturada fue revelada mediante la adi-
con vistas a detectar la presenciakElgamoeba ci6n de 100 pL de una solucién que contenia p-clo-
histolytica En todos los casos el trabajo se realiz6 aro mercuribenzoato 5 mM, Fast garnet 22,5 mg/mL,

METODOS

EVALUADORES

Para realizar la validacion de ENZYMEBA fue-
ron invitados a las instalaciones del IPK 5 para-
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EDTA 25 mM y TWEEN-20 al 1 % pH 6,0. La apa- T_ABLA 1. Comparacion de_ los resultados de la opservaci()n mic_ros‘m")—
L di d | do (de dif . pica y de ENZYMEBA aplicados a muestras seriadas de 137 indivi-
ricion inme |atq e color rosado (de diferente |n.tt.—:'n—duos

sidad) fue considerada como un resultado positivo,

y negativo en aquellos pocillos cuyo contenido con-

tinu6 amarillo. En cada ensayo se utilizaron 2 con-

troles (positivo y negativo). Positivd’ 27 1
ENZYMEBA

Observacion microscopica
Positiva Negativa

Negativo 0 109

ANALISIS ESTADISTICO ! Se considerd a un individuo positivo por observacién microscopica
cuando en 1 o mas de los 3 examenes realizados se observé presencia

Para el calculo de la sensibilidad, especifici- deE. histolytica 3 _
| dicti del i 2 Elinmunoensayo ENZYMEBA fue positivo en las 3 muestras seriadas
dad y valores prediclivos del INMuNoensSayo e 23 individuos. Sensibilidad: 100 %. Especificidad: 99,1 %. Valor

ENZYMEBA, se tom6 como prueba de referencia, predictivo positivo: 96,4 %. Valor predictivo negativo: 100 %. indice
la observacién microscépica de las heces realizada®® concordancia de Kappa: 0,97.

a 3 muestras seriadas de cada individuo participante .
en el estudio. Para ello, ademas, se confecciono | eamente metronidazol (250 mg/8 h) y furoato de

correspondiente tabla de contingencia de doble en- |onan|dda (509 m(?/ﬁ h), gmzos fltura;nte_lotd. Una
trada y se emple6 el procedimiento mateméatico re_lsertnana (taspugs € etrmlngl ohe ra smlento .S%.C(.)'
portado poKleinbaumy otros en 1982. ectaron otras 3 muestras de heces de este indivi-

Para estudiar la concordancia existente entr dgo sobre los que los 2 tipos de examenes mantu-

ENZYMEBA vy la observacion microscopica de las V'S;:(?VlErgAsu”a?_os 3 dlsirepantes (es decir
heces se calcul6 el indice de concordancia de KappaF, : continug positivo).

mediante el procedimiento descrito peleiss en El estudio de reacciones cruzadas, cuyos, resul-
19819 tados son mostrados en la tabla 2, demostré el no

reconocimiento por ENZYMEBA de otros

microorganismos presentes en las heces estudiadas.
RESULTADOS ENZYMEBA re_sulto posmv_o e_n_el examen _de

las 3 muestras seriadas de 28 individuos participan-

Entre las 212 muestras seriadas de heces, en 7es. Los resultados del examen microscopico a estas
muestras se observan en la tabla 3.

se detectaron microorganismos diferentes.desto- .
Como se puede observar, la prueba morfologica

lytica, fundamentalmente parasitos; sobre estas ‘I detect e de | q biosi
muestras se realiz6 el estudio de las posibles reac0'0 detecta una parte de 10S casos de amebiosis en

ciones cruzadas de ENZYMEBA. Con los resulta- cada ciclo y solo la acumulacién_de p(_)sitivos en las
dos de los examenes microscopicos y de3 muestra_s es la dque nos p_e_rmlte "?‘f'rmar que este
ENZYMEBA a las restantes 137 muestras (28 posi_examen d'|agnost|co 27 individuos infectados por
tivos a ENZYMEBA y de éstas 27 al examen mi- E. histolytica

croscopico) se calcularon los indices de sensibili-tagLa 2. Ausencia de reacciones cruzadas de ENZYMEBA con otros
dad, especificidad, valores predictivos positivos Yy parasitos

negativos del inmunoensayo que se evaluaba. Como ENZYMEBA

se muestra en la tabla 1, éstos fueron 100; 99,1parasito observado Positivo Negativo
96,4y 100 %, respectivamente. El indice de concor

: .. . Blastocytis hominis 0 13
dancia de Kappa entre ambos procedimientos diagsimdis tambla 0 1
nosticos fue de 0,97 (sélo no coincidieron en 1 re-Entamoeba coli 0 7
sultado). Ascaris _Iumbrico_ides _ 0 6

.. Enterobius vermicularis 0 7

ENZYMEBA se mantuvo positivo en lasiBies- Trichuris trichiura 0 13
tras de 1 individuo participante en el estudio sin Endolimax nana 0 14
que en ninguna de ellas la observacion microscopit'aduras 0 4
ca permitiera el hallazgo de algun estadiokde [ ., 0 -

histolytica A este caso se le administré simulta-
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TABLA 3. Resultados de la observacion microscopica realizada a plemente obedezca a la secrecidn de histolisaina

3 muestras seriadas de cada uno de los 28 individuos positivos a e .

ENZYMEBA durante el transito intestinal de este protozoo, apun-
ta hacia el uso de ENZYMEBA no s6lo como herra-

L . Muestra mienta diagndstica, sino también en estudios de pre-

Observacion microscopica Primera Segunda  Tercera . . . L. , .
valencia y de eficacia terapéutica, pues seria sufi-

Positiva 13 1 15 ciente el estudio de 1 muestra por individuo.

Negativa 15 17 13

Positividad acumulada 13 23 27
SUMMARY

" Positividad acumulada significa nimero de casos que tras cada mues-
tra han sido positivos en 1 o mas de ellas. Por ejemplo, la positividad Parasitologists from different medical institutions in Havana City
acumulada de 23 tras la segunda muestra significa que a los 13 posicarried out the external validation of ENZYMEBA, a diagnostic
tivos de las primeras se agregan otros 10 nuevos positivos con losprocedure of intestinal amebiasis developed at the «Pedro Kouri»
resultados de las segundas. Institute of Tropical Medicine. To this end, serial faeces specimens
from 212 individuals were collected and observed on the microscope
(reference test). The ENZYMEBA immunoassay (validation test) was
also made. On comparing ENZYMEBA with the microscopic
examination, satisfactory indexes of sensitivity and specificity were
found. No cross-reactions were detected in faeces specimens, where

Adentrados yaen la Ultima década del presentefound other para;ites were present, too. Taking into‘account thgt only
siglo, Ia necesidad de enconirar proceclimientos al<7y F72e: EEIen 0T P e e o of e
ternativos, o complementarios, al examen MICros-studies of therapeutical efficacy and prevalence.
copico de las heces para la deteccida. destolytica _ _
sigue estando presente. En ese sentido, ef{iilo i lEliaR T onmoiogy: FECESparasioioay
inmunoensayo ENZYMEBA, desarrollado por erricacy; PREDICTIVE VALUE OF TESTS; PEPTIDE
Luacesy otros es un paso importante. HYDROLASAS/analysis; CUBA.
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