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RESUMEN

Parasitólogos de diferentes instituciones médicas de Ciudad de La Habana realizaron la validación externa de ENZYMEBA, prociento
diagnóstico de amebiosis intestinal desarrollado en el Instituto de Medicina Tropical «Pedro Kourí». Para ello, fueron colectadas muestras
seriadas de heces de 212 individuos sobre las que se realizó la observación microscópica (prueba de referencia) y el inmyo
ENZYMEBA (prueba en validación). ENZYMEBA, comparada con el examen microscópico de heces, mostró satisfactorios índ
sensibilidad y especificidad. No se observaron reacciones cruzadas con muestras de heces en que estaban presentes otros parásos. Además,
si se tiene en cuenta que para el diagnóstico de amebiosis intestinal con ENZYMEBA es suficiente una sola muestra de heces ppaciente,
este procedimiento pudiera ser útil en estudios de eficacia terapéutica y de prevalencia.

Descriptores DeCS: TECNICAS PARA INMUNOENZIMAS; ENTAMOEBA HISTOLYTICA/enzimología; HECES/parasitología; EFI
CACIA; VALOR PREDICTIVO DE LOS TESTS; PEPTIDO HIDROLASAS/análisis; CUBA.
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No obstante las importantes limitaciones que
son inherentes (subdiagnóstico, cuando no es r
zado de manera seriada; sobrediagnóstico, cua
no es llevado a cabo por personal debidamente
trenado) el examen microscópico se mantiene co
el procedimiento de laboratorio más empleado p
la detección en heces de Entamoeba histolytica1,2
Algunas pruebas serológicas han sido útiles e
diagnóstico de las formas extraintestinales
amebiosis, en particular del absceso hepático.3 Sin
embargo, las formas intestinales de esta parasi
no han encontrado en estos exámenes una solu
eficiente al problema de su diagnóstico.1 Reciente-
mente se han desarrollado sistemas para la d
 Habana.
1 Especialista de I Grado en Inmunología. Investigador Auxiliar. Instituto de Medicina Tropical "Pedro Kourí "(IPK).
2 Especialista de I Grado en Microbiología (Parasitología). Investigador Auxiliar.
3 Licenciada en Biología. Investigadora Agregada. IPK.
4 Especialista de I Grado en Microbiología (Parasitología). Hospital Militar "Carlos J. Finlay".
5 Especialista de I Grado en Microbiología (Parasitología). Centro Provincial de Higiene y Epidemiología de Ciudad de La
6 Especialista de I Grado en Microbiología (Parasitología). Instituto de Gastroenterología.
7 Especialista de I Grado en Microbiología (Parasitología). Hospital Clinicoquirúrgico "Miguel Enríquez".
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ción de antígenos en heces, pero éstos aún no 
disponibles para su uso regular.

En 1988, Luaces y Barret6 describieron una
proteasa de E. histolytica a la que nombraron
histolisina, posteriormente renombrada histolisaín7

En 1992, Luaces y otros7 desarrollaron un ensay
inmunoenzimático (ENZYMEBA) para la detecció
de histolisaína en las heces. Este procedimiento 
tinúa siendo una singularidad genérica, pues e
único en el cual el propio parásito aporta la enzi
(histolisaína) que revela su presencia.

Después de desarrollado el sistema, se pasó
producción, en el Instituto de Medicina Tropic
"Pedro Kourí" (IPK) de los componentes princip
les de éste. Rebasada esta fase, fue necesario la
dación en Cuba de la versión de ENZYMEBA, q
emplea componentes producidos en el IPK. El ob
tivo del presente documento es reportar los resu
dos de ese estudio evaluativo.

MÉTODOS

EVALUADORES

Para realizar la validación de ENZYMEBA fue
ron invitados a las instalaciones del IPK 5 pa
sitólogos de reconocida experiencia en la obse
ción microscópica de parásitos intestinales. To
ellos recibieron un breve adiestramiento en el 
del sistema que pretendían evaluar.

MUESTRAS DE HECES

Durante 1 semana se colectaron en los Hosp
les "Juan Manuel Márquez", "Carlos J. Finlay"
"Miguel Enríquez" muestras seriadas (hasta 3,
madas en días diferentes) de 212 individuos, q
por diferentes motivos (enfermedad diarreica, e
menes de rutina, etcétera), acudieron a los resp
vos servicios de parasitología de dichos centr
Todas las muestras fueron trasladadas el mismo
de su recepción en los laboratorios del IPK.

A cada muestra se le realizó observación 
croscópica de las heces, para la detección de pa
tos intestinales, y el inmunoensayo ENZYMEB
con vistas a detectar la presencia de Entamoeba
histolytica. En todos los casos el trabajo se realiz
tán
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doble ciegas; es decir, los evaluadores que llev
a cabo la observación microscópica de las hece
conocieron de los resultados de los que realiza
ENZYMEBA, y viceversa, hasta el final del estud
evaluativo.

EXAMEN MICROSCÓPICO DE LAS HECES

El diagnóstico coproparasitológico se real
mediante examen directo con coloración de Lu
la observación con tinción tricrómica se reservó s
para aquellos casos en que aún existiese duda
diagnóstico de E. histolytica. Se consideró a un in
dividuo positivo por observación microscópica cu
do en 1 o más de los 3 exámenes realizados s
servó la presencia de 1 o más estadios de E. histolytica.

INMUNOENSAYO ENZYMEBA

ENZYMEBA se realizó según reportaron Luaces
y otros en 1992,7 con algunas modificaciones. Br
vemente: placas de poliestireno de fondo plano 
96 pocillos (Marxisorp, NUNC)  fueron  sensibiliz
das durante 16 h a 4 °C con 125 µL/ pocillo de un
solución 0,1 M de carbonato de sodio pH 9,6; 
contenía anticuerpos antihistolisaína obtenidos
conejo (5 µg/mL). Los sitios no recubiertos por 
anticuerpos  fueron  bloqueados mediante incuba
durante 2 h a 37 °C con 150 µL/ pocillo de
seroalbúmina bovina (BSA) al 0,1 % en  soluc
tamponada  de  fosfato  (PBS) (0,1 M, pH 7,2). Tra
currida esta incubación se eliminó todo remane
del agente bloqueante y se añadieron las mue
de heces, por duplicado, previamente diluidas
agua destilada (1g de heces en 3 mL de agua
tilada).

Después  de 4 h en contacto con la placa a 4°C,
el material no "capturado" fue desechado y t
4 lavados con TWEEN-20 al 0,05 % en PBS, en
pocillos fueron colocados 100 µL de 100 m
Benziloxicarbonil-L Arginil-L Arginine 2-(4-metoxi)
glicina-EDTA pH 9,5 que contenía, además, L-cysteina
2mM.

Luego de 16 h de incubación a 37 °C, la acción
de la enzima capturada fue revelada mediante la
ción de 100 µL de una solución que contenía p-
ro mercuribenzoato 5 mM, Fast garnet 22,5 mg/m
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EDTA 25 mM y TWEEN-20 al 1 % pH 6,0. La ap
rición inmediata de color rosado (de diferente int
sidad) fue considerada como un resultado posi
y negativo en aquellos pocillos cuyo contenido c
tinuó amarillo. En cada ensayo se utilizaron 2 c
troles (positivo y negativo).

ANÁLISIS ESTADÍSTICO

Para el cálculo de la sensibilidad, especif
dad y valores predictivos del inmunoensa
ENZYMEBA, se tomó como prueba de referenc
la observación microscópica de las heces realiz
a 3 muestras seriadas de cada individuo particip
en el estudio. Para ello, además, se confeccio
correspondiente tabla de contingencia de doble
trada y se empleó el procedimiento matemático
portado por Kleinbaum y otros en 1982.8

Para estudiar la concordancia existente e
ENZYMEBA y la observación microscópica de 
heces se calculó el índice de concordancia de Ka
mediante el procedimiento descrito por Fleiss en
1981.9

RESULTADOS

Entre las 212 muestras seriadas de heces, 
se detectaron microorganismos diferentes de E. histo-
lytica, fundamentalmente parásitos; sobre e
muestras se realizó el estudio de las posibles 
ciones cruzadas de ENZYMEBA. Con los resu
dos de los exámenes microscópicos y 
ENZYMEBA a las restantes 137 muestras (28 p
tivos a ENZYMEBA y de éstas 27 al examen m
croscópico) se calcularon los índices de sensi
dad, especificidad, valores predictivos positivo
negativos del inmunoensayo que se evaluaba. C
se  muestra  en la tabla 1, éstos fueron 100; 9
96,4 y 100 %, respectivamente. El índice de con
dancia de Kappa entre ambos procedimientos d
nósticos fue de 0,97 (sólo no coincidieron en 1
sultado).

ENZYMEBA se mantuvo positivo en las 3 mues-
tras de 1 individuo participante en el estudio  
que  en  ninguna de ellas la observación microsc
ca permitiera el hallazgo de algún estadio deE.
histolytica. A este caso se le administró  simul
-
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TABLA 1 . Comparación de los resultados de la observación micro
pica y de ENZYMEBA aplicados a muestras seriadas de 137 ind
duos

                                                                Observación microscópic
                                                                Positiva1             Negativa

Positivo2 27 1
ENZYMEBA

Negativo 0 109

1 Se consideró a un individuo positivo por  observación microscóp
cuando en 1 o más de los 3 exámenes realizados se observó pre
de E. histolytica.
2 El inmunoensayo ENZYMEBA fue positivo en las 3 muestras seria
de 28 individuos. Sensibilidad: 100 %. Especificidad: 99,1 %. Va
predictivo positivo: 96,4 %. Valor predictivo negativo: 100 %. Índi
de concordancia de Kappa: 0,97.

neamente  metronidazol (250 mg/8 h)  y  furoato  
diloxanida  (500 mg/8 h), ambos durante 10 d. U
semana después de terminado el tratamiento se
lectaron otras 3 muestras de heces de este in
duo sobre los que los 2 tipos de exámenes ma
vieron resultados discrepantes (es de
ENZYMEBA, continuó positivo).

El estudio de reacciones cruzadas, cuyos re
tados son mostrados en la tabla 2, demostró e
reconocimiento por ENZYMEBA de otros
microorganismos presentes en las heces estudia

ENZYMEBA resultó positivo en el examen d
las 3 muestras seriadas de 28 individuos particip
tes. Los resultados del examen microscópico a e
muestras se observan en la tabla 3.

Como se puede observar, la prueba morfológ
sólo detecta una parte de los casos de amebios
cada ciclo y sólo la acumulación de positivos en 
3 muestras es la que nos permite afirmar que 
examen diagnosticó 27 individuos infectados p
E. histolytica.

TABLA 2 . Ausencia de reacciones cruzadas de ENZYMEBA con ot
parásitos

                                                                         ENZYMEBA
Parásito observado                             Positivo                 Negativo

Blastocytis hominis 0 13
Giardia lamblia 0 11
Entamoeba coli 0 7
Ascaris lumbricoides 0 6
Enterobius vermicularis 0 7
Trichuris trichiura 0 13
Endolimax nana 0 14
Levaduras 0 4

Total 0 75
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TABLA 3 . Resultados de la observación microscópica realiza
3 muestras seriadas de cada uno de los 28 individuos posit
ENZYMEBA

                                                                      Muestra
Observación microscópica           Primera       Segunda      Terce

Positiva 13 11 15
Negativa 15 17 13
Positividad acumulada* 13 23 27

*   Positividad acumulada significa número de casos que tras cada
tra han sido positivos en 1 o más de ellas. Por ejemplo, la positi
acumulada de 23 tras la segunda muestra significa que a los 1
tivos de las primeras se agregan otros 10 nuevos positivos c
resultados de las segundas.

DISCUSIÓN

Adentrados ya en la última década del pres
siglo, la necesidad de encontrar procedimiento
ternativos, o complementarios, al examen mic
cópico de las heces para la detección de E. histolytica
sigue estando presente. En ese sentido
inmunoensayo ENZYMEBA, desarrollado p
Luaces y otros7 es un paso importante.

Los resultados de este estudio evaluativo
muestran que ENZYMEBA es un procedimie
diagnóstico de amebiosis intestinal altamente efic
te-altos índices de sensibilidad, especificidad, v
res predictivos y concordancia cuando se le com
ró con el examen microscópico realizado a 3 m
tras de heces por individuo incluido en el estud

Respecto al examen microscópic
ENZYMEBA mostró resultados diferentes sobre
muestras de 1 caso. Dado que esta diferenc
mantuvo tras el uso combinado de un amebi
hístico y otro luminal, es muy posible que se trat
un falso positivo del inmunoensayo en estudio.

ENZYMEBA, no obstante, confirmó su alta e
pecificidad al registrar resultados negativos cua
se le empleó con muestras de heces en las que
ban presentes otros parásitos intestinales.

Muy interesante nos fue conocer q
ENZYMEBA resultó positivo en 28 individuos de
de la primera muestra. En 27 de ellos el examen
croscópico tuvo igual resultado, pero fue neces
la observación de las 3 muestras de cada partic
te. Es decir, ENZYMEBA fue capaz de detecta
infección, aún en aquellas muestras en que n
detectaron desde el primer momento quistes
trofozoítos de E. histolytica. Este hecho, que pos
a
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blemente obedezca a la secreción de histolis
durante el tránsito intestinal de este protozoo, a
ta hacia el uso de ENZYMEBA no sólo como her
mienta diagnóstica, sino también en estudios de
valencia y de eficacia terapéutica, pues sería 
ciente el estudio de 1 muestra por individuo.

SUMMARY

Parasitologists from different medical institutions in Havana C
carried out the external validation of ENZYMEBA, a diagnos
procedure of intestinal amebiasis developed at the «Pedro K
Institute of Tropical Medicine. To this end, serial faeces specim
from 212 individuals were collected and observed on the micros
(reference test). The ENZYMEBA immunoassay (validation test) 
also made. On comparing ENZYMEBA with the microscop
examination, satisfactory indexes of sensitivity and specificity w
found. No cross-reactions were detected in faeces specimens, 
found other parasites were present, too. Taking into account tha
one faeces specimen per patient is enough for the diagnosis of in
nal amebiasis with ENZYMEBA, this procedure may be usefu
studies of therapeutical efficacy and prevalence.

Subject headings: IMMUNOENZYME TECHNIQUES;
ENTAMOEBA HISTOLYTICA/ enzymology; FECES/parasitology
EFFICACY; PREDICTIVE VALUE OF TESTS; PEPTIDE
HYDROLASAS/analysis; CUBA.
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