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RESUMEN

Se realiz6 una serie de 3 estudios en la provincia de Cienfuegos para demostrar que la amebiasis intestinal en Cuba podria ser un
problema de salud sobredimensionado. Con los 2 primeros, se demostraron 2 componentes de esta sobredimension: el
sobrediagndstico microscépico y el desconocimiento de la presencia de Entamoeba dispar, especie no patégena, en mucho de
los casos en que la observacion microscopica fue correcta. Aqui se reporté el estudio que demuestra el tercer componente: la
creencia erronea de que existe resistencia de Entamoeba histolytica a metronidazol. Para €llo, a 35 individuos con infeccién por
una o ambas especies del complejo E. histolytica / E. dispar se les administr6 metronidazol a la dosis de 250 mg 3 veces d dia,
durante 10 d. A muestras de heces colectadas inmediatamente después del tratamiento se les aplico la prueba ENZY MEBA, para
detectar la presencia de una o ambas especies del complejo E. histolytica / E. dispar, y un procedimiento de reaccién en cadena
de la polimerasa mdltiple, para precisar la especie presente. Los resultados de la aplicacion de estos ensayos permitieron
comprobar la desaparicion de la infeccion por E. histolytica en todos los casos y, por lo tanto, concluir que en aquella provincia,
como posiblemente en el resto del pais, el metronidazol contindia siendo una droga eficaz en el tratamiento de la amebiasis
intestinal.
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CUBA.

Entre 1993y 1994 seredizé en Ciudad deLa
Habana un estudio de control de calidad del
diagndstico deamebiasisintestinal por observacion
microscopica de heces. En esta tarea se utilizo
como prueba comparativa el procedimiento
ENZYMEBA, inmunoensayo para la deteccion
en heces de histolisaina, proteasa excretada por
E. histolytica.l? Los resultados del estudio
demostraron que el examen microscdpico de heces

estaba asociado a un importante sobrediagnostico
deamebiasisintestinal .2

Mientras se realizaba €l estudio descrito en el
parrafo anterior, la conjuncion de vigjasy nuevas
evidenciassugirieron qued problemapodriair mas
alla del sobrediagndstico microscépico de esta
parasitosis.*® Por aquellos afios, partiendo de
criterios bioquimicos, inmunol égicosy genéticos,
guedd demostrado que existen 2 especies de
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amebas morfol 6gicamenteindistinguibles.® Unade
ellas, Entamoeba histolytica, es responsable de
lallamada amebiasis. La otra, Entamoeba dispar,
parece no ser patdgena.

Esta novedad taxonomica conducia a 2
consideraciones préacticas: laprimera, queaun bien
realizado € diagnostico microscopico, y sobretodo
cuando se identificaban quistes, las amebas
observadas podrian corresponder a la especie
E. dispar y, en consecuencia, no tratarse de un
caso de amebiasis; la segunda, que los supuestos
casos de resistencia amebiana a metronidazol
podrian en realidad tratarse de pacientes que
acudieron alos servicios hospitalarios por presentar
diarreas, selesindico un examen microscopico de
heces para confirmar la sospecha clinicay este
resulté en un falso diagnéstico de amebiasis
intestinal (bien porque se confundieron con amebas
estructuras presentes en |las heces, bien porque se
informd la presencia de E. histolytica en una
muestra en que la ameba presente era E. dispar).
En cualquier caso, el paciente regresa con los
sintomasiniciales, porque seleindicé tratamiento
para una enfermedad que no padecia.

El conjunto de elementos hasta aqui descritos
sugirio que laamebiasisintestinal en Cuba podria
ser un problema de salud sobredimensionado
(porque se sobrediagnostica, porque se
desconoce la existencia de E. dispar y porque
se considera errGneamente que existe
resistenciadeE. histolyticaa metronidazol). Con
€l objetivo de hacer unavaloracionintegral deesta
sobredimension, y de sus posibles componentes,
se realizé una serie de 3 estudios en la provincia
de Cienfuegos. Conlos2 primeros, sedemostraron
2 componentes de esta sobredimension: el
sobrediagndstico microscépico® y el descono-
cimiento de la presencia de E. dispar en muchos
de los casos en que la observacion microscopica
fue correcta.®* Aqui se reporta el estudio que
demuestra que en aquella provincia, como
posiblemente en el resto del pais, el metronidazol
contintiasiendo unadrogaeficaz en el tratamiento
delaamebiasisintestinal.

METODOS
I. Muestras

Este estudio es el Gltimo de una serie de
3, redlizados para demostrar los 3 componentes

de la sobredimensién citada arriba. Para la
realizacion de la serie, muestras de heces, hasta

un numero de 424, fueron col ectadas deindividuos
gue por diferentes razones, entre ellas padecer de
diarreas, acudieron alos servicios médicos de
2 hospitalesy 13 policlinicos de la provincia de
Cienfuegos, entrelos mesesde mayoy septiembre
de 1996. En estas muestras, €l personal técnico de
esas unidades de salud habia detectado, por los
procedimientos derutinautilizados parael examen
microscopico de heces, lapresenciade quistesy/o
trofozoitos de E. histolytica.

Todas las muestras fueron congeladas a
-20 °Cy enviadasaloslaboratoriosde parasitologia
del Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri”
(IPK). En estos laboratorios, para confirmar o
negar la infeccion por microorganismos del
complgoE. histolytica/ E. dispar, acadamuestra
seleaplicd e inmunoensayo ENZY MEBA. Para
precisar la especie amebiana presente en las
muestras positivas a ENZYMEBA, estas fueron
estudi adas mediante un procedi miento de reaccion
en cadena de la polimerasa (RCP) mdltiple.

A 35 individuos con infeccion confirmada por
una o ambas especies del complegjo E. histolytica
/ E. dispar (11 infeccion mixtay 14 infeccién por
E. dispar), alos que sus respectivos médicos de
asistencia les habian indicado tratamiento con
metronidazol, selestomd unasegundamuestrade
heces inmediatamente después de finalizado. A
estas muestras postratamiento, que también fueron
congeladasa-20 °Cy trad adadas alos|aboratorios
del IPK, se le aplicaron los procedimientos
ENZYMEBA y RCP.

Il. ENZYMEBA

El ensayo inmunoenzimatico ENZY MEBA,
empleado en este estudio para confirmar o negar
lainfeccion por microorganismos del complejo
E. histolytica / E. dispar, antes y después del
tratamiento, es producido y comercializado en
forma de juego diagndstico por el IPK. Este
procedimiento fue realizado de acuerdo con las
instrucciones del productor, basadas en la
metodol ogia descrita por Luacesy otros.!

I1l. RCP mlltiple

Para precisar la especie presente en las
muestraspositivasaENZY MEBA, antesy después



TABLA. Resultados de la aplicacion de los procedimientos ENZYMEBA y RCP
multiple a muestras de heces, tomadas antes y después del tratamiento con metronidazol

Pretratamiento Postratamiento
N ENZYMEBA RCP N ENZYMEBA RCP
24 + + para E. dispar 22 - -
2 + + para E. dispar
11 + + infeccion mixta 7 - -
4 + + para E. dispar
35 35
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del tratamiento, se aplico aestas un procedimiento
de RCP. Esta prueba, disefiada y normalizada
especialmente para esta serie de estudios permite
la realizacion simultédnea de 2 pruebas de RCP
(de aqui la denominacion de RCP multiple), una
para detectar E. histolytica y otra para detectar
E. dispar. Este ensayo fue realizado segun
metodol ogiadescritaen lapublicacion, quereporta
los resultados del segundo estudio de la serie de
3 realizadaen la provincia de Cienfuegos.**

Lascondicionesdel ensayo fueron optimizadas
para €l desarrollo simultaneo de 2 reacciones no
relacionadas, mediante el empleo de una mezcla
de 2 pares de cebadores especificos para cada
especie. Cada par de cebadores daria lugar a un
producto amplificado electroforéticamente
distinguibledel otro debido asusdiferentestamarios
moleculares: 96 pares de bases el correspondiente
a E. dispar (EdPL1/2) y 132 pares de bases €l
correspondiente a E. histolytica (EhP %). La
construccién de los cebadores estuvo basada en
las secuencias reportadas P145 de E. histolytica
y B133 de E. dispar repetidas en sucesion en los
respectivas ADN circulares extracromosomales>14
Estas secuencias estan presentes exclusivamente
en sus respectivas especies y, en consecuencia,
son utiles en la caracterizacion genética. Las
secuencias de |os cebadores fueron: EdP1: 5°-
-ATG GTGAGGTTGTAGCAGAGA, EdP2: 5"-
-CGAT ATTGGATACCTAGTACT, EhP1: 5 -
-CGATT TCCCAGTTAGAAATTA Y EhP2: 5"-
-CAAAA TGGTC GTCGTCTAGGC.

IV. Tratamiento
A los 35 individuos con infeccion confirmada por

una o ambas especies del complejo E. histolytica
/ E. dispar se les habia indicado, por parte de sus

respectivos médicos de asistencia, tratamiento con
metronidazol aladosisde 250 mg, 3 vecesa dia,
durante 10 d (Laboratorio Orlando Gutiérrez,
Ciudad de La Habana, Cuba).

RESULTADOS

A 35 individuos positivos ainfeccion por
E. histolytica/ E. dispar, alos cuales seles habia
indicado tratamiento con metronidazol, selestomo
una segunda muestra de heces inmediatamente
después de finalizado. Estas muestras fueron
estudiadas por los procedimientos ENZY MEBA
y RCP. Como se aprecia en latabla, las muestras
de 6 individuos permanecieron positivas a
ENZYMEBA despuésdel tratamiento. Cuando se
les aplict la prueba de RCP multiple a estas
6 muestras, todas fueron positivas a E. dispar y
ningunalo fueaE. histolytica. Esdecir, se observo
que en todos los casos desaparecié la infeccion
por E. histolytica.

DISCUSION

El nimero de drogas a las que se les ha
demostrado actividad antiamebianaesamplioy los
esguemas en que estas han sido utilizadas son
variados.®® De €ellas, pese a 2 reportes de fallas
terapéuticasen el tratamiento del absceso hepético
amebiano en la década de los afios 70,67 €l
metronidazol contintiasiendo € mésuniversamente
empleado en & tratamiento de todas las formas
clinicasde amebiasisinvasiva.’®

En la casuistica de este estudio, en la que €l
metronidazol fue la droga antiamebiana utilizada,
se observé que la infeccion por E. histolytica
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desapareci6 en todos los casos y que 6 individuos
permanecieron infectados por E. dispar. Esta
incapacidad del metronidazol para eliminar la
infeccion por E. dispar en todos los casos, se
explicas setiene en cuentalalocalizacion de la
accién de esta droga (fundamentalmente histicay
parciamente luminal)*®y lapermanenciaexclusiva
de esta especie en el lumen intestinal.’® Este
resultado demuestra que en la provincia de
Cienfuegos, como posiblementeen el resto ddl pais,
€l metronidazol contintia siendo una droga eficaz
en el tratamiento delainfeccidn por E. histolytica.

Con este trabajo se completa unatrilogia con
la cua se corrobora la percepcién inicial de este
equipo detrabajo, de quelaamebiasisintestinal en
Cuba, como posiblemente en otros paises, podria
estar siendo un problema de salud sobredimen-
saionado (porque se sobrediagnostica microsco-
picamente, porque se desconoce la posible
presencia de E. dispar en mucho de los casos en
gue la observacion microscopica fue correcta y
porgue se considera erréneamente que existe
resistencia de E. histolytica al metronidazol).

La sobredimensién de la amebiasis intestinal
como problema de salud tiene 2 importantes
consecuencias:

1. El desarrollo de acciones yatrogenas respecto
al paciente (postergacion del tratamiento de la
dolencia que realmente padece, dafio de laflora
bacterianaintestinal por efecto deun tratamiento
antiamebiano).

2.La incursién en gastos innecesarios (en
medicamentos, en usos de |os servicios
hospitalarios, en € retardo delareincorporacién
del paciente a sus actividades habituales). Los
resultados de esta serie de estudios acercan a
mejor conocimiento de esta sobredimension y
pone a todos en condiciones de realizar las
acciones necesarias para su superacion.

SUMMARY

Three studies were conducted in Cienfuegos province to prove
that intestinal amebiasis in Cuba could be an overestimated health
problem. The first two studies showed two components of this
overestimation: microscopical overdiagnosis and lack of
knowledge about Entamoeba dispar, a non-pathogenic species,
in most cases in which microscopical examination was correct.
This paper reported the third study that showed the third
component: the wrong belief that Entamoeba histolytica is
resistant to metronidazole. Thirty-five individuals infected with

one or both species of E-histolytica-E.dispar combination were
given metronidazole at a dose of 250 mg three times daily for
10 days. Stool samples taken immediately after the treatment
were tested by ENZYMEBA to detect one or both species and by
a multiplex polymerase chain reaction procedure to determine
the existing species. The results of these assays revealed that
E.histolytica infection disappeared in al the cases, therefore, we
may conclude that in Cienfuegos province and probably in the
rest of the country, metronidazol remains an effective drug in
the treatment of intestinal amebiasis

Subject headings: DYSENTERY AMEBIC/drug therapy;
METRONIDAZOLE/therapeutic use; IMMUNOENZYME
TECHNIQUES, CUBA.
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