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Enzymeba. Método efectivo para estudios de prevalencia de infec-
cion intestinal por Entamoeba histolytica.™

Luis Fonte Galindo,** Fidel Nititez Fernandez,** Lizara Rojas Rivero,** Ana Margarita Montalvo Alvarez,**
Esteban Alberti Amados,** Carlos Finlay Villalvilla***

RESUMEN. El desarrollo de procedimientos que per-
mita diagndstico eficaz de amebiasis intestinal tiene gran
importancia epidemiolégica. Fue valorada la eficacia de
Enzymeba, examen inmunoenzimdtico para la deteccién
de Entamoeba histolytica en heces empleando una sola
muestra por individuo pues se demostré E. histolytica en
27 de los 686 participantes en el mismo. La observacién
microscopica de heces solo igual6 el resultado de Enzy-
meba cuando fueron analizados los resultados de ambos
procedimientos sobre tres muestras de cada uno de los
individuos en el estudio. Por su alta sensibilidad, reque-
rir de una sola muestra por persona encuestada y ser un
inmuneanilisis realizable en condiciones minimas de la-
boratorio, Enzymeba es una herramienta muy itil para
estudios de prevalencia.
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La amebiasis es la infeccidn intestinal producida en el
hombre por Entamoeba histolytica.' Han sido descritas® for-
mas patégenas y no patégenas de este protozoo. Reciente-
mente, se ha sugerido que ambas formas constituyen especies
separadas.’ La deteccion de E. histolytica en heces tradicio-
nalmente se ha basado en el halluzgo de los quistes y/o trofo-
zoitos correspondientes en el examen microscépico de mate-
ria fecal. Sin embargo, este procedimiento posee limitaciones
importantes, entre otras, la excrecién de quistes es intermiten-
te, por lo que se requiere al menos de tres exdmenes en dias
sucesivos para solo detectar 90% de los casos;* los procedi-
mientos microscopicos habituales tienen poca sensibilidad
cuando son realizados por personal no bien entrenado; fre-
cuentemente otras células en heces, en particular leucocitos,
se identifican erréneamente como quistes E. histolytica.’

La mayoria de los informes sobre la prevalencia de la
amebiasis intestinal ofrecen, en el mejor de los casos, resul-
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SUMMARY. The development of diagnostic me-
thods for studying amebiasis prevalence is of great epi-
demiological importance. The efficacy of Enzymeba,
immunoenzimatic assay for the detection in heces of
Entamoeba histolytica, was studied. Enzymeba emplo-
ying only one sample from each participants in the stu-
dy, showed infection by E. histolytica in 27 of 686 parti-
cipants in the study. The microscopy observation of he-
ces obtained the same results of Enzymeba when were
done on three samples from each individual. Because
its high sensibility, the requirement of only one sample
from each persons and the use of minimal laboratory
conditions, Enzymeba is a very useful tool for prevalen-
ce studies.
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tados aproximados, debido a que fueron realizados en indi-
viduos seleccionados, tales como hospitalizados que por al-
gin motivo han requerido asistencia médica.* Las prevalen-
cias verdaderas, que deben derivarse de la bisqueda en po-
blaciones no seleccionadas, no son conocidas. A ello se
agrega que estos estudios se hicieron mediante la observa-
cién microscdpica de una sola muestra como herramienta
para detectar la infeccion y de ello se deriva como expresa-
mos antes, falsos diagndsticos de amebiasis.

Se ha desarrollado un nuevo procedimiento para detectar
infeccién con E. histolytica en heces.™ Esta técnica, nom-
brada Enzymeba, estd basada en la deteccién de una protei-
nasa de E. histolytica, histolisaina, purificada y caracteriza-
da en 1988 por Luaces y Barret.’ Teniendo en cuenta las
bondades de Enzymeba, en particular que sélo necesita una
muestra de heces por persona para un diagndstico efecti-
vo,™ decidimos estudiar la factibilidad de su empleo en es-
tudios de prevalencia.

Materiales y métodos

Poblacion. El estudio se hizo en 404 estudiantes con
edades entre 11 y [7 anos y 282 personas relacionadas
{maestros, personal no docente de la escuela y familiares de
ambos) en dos escuelas de ensefianza media de la Cuidad de
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La Habana. Se recogieron tres muestras de heces de cada in-
dividuo y fueron estudiadas parasitolégicamente.

Meétodos de examen. A cada muestra se le realizd exa-
men microscépico directo usando eosina y lugol, y se con-
centré una porcién de la muestra por el método de Ritchie.'?
Otra porcidén de la muestra fue congelada a -10 °C hasta su
procedimiento por Enzymeba.

El método de Enzymeba, un inmunoanilisis producido
en forma comercial por el Instituto de Medicina Tropical
“Pedro Kour(”, La Habana, Cuba, fue empleado de acuerdo
con las instrucciones del fabricante, basadas en el proceder
descrito por Luaces.” El valor de corte fue determinado cal-
culando la media de las densidades 6pticas (DO) de los ca-
s0s negativos mds dos desviaciones estindar y fue de 0.824.

Los resultados pudieron verificarse a simple vista 0 cuan-
tificarse espectrofotométricamente midiendo en un lector de
inmunoandlisis (Titertek Multiskan; Flow Laboratories,
Mclean, Va.) 2 520 nm.

Tratamiento. Todas las personas positivas a E. histolyti-
ca no presentaban sintomas clinicos de amebiasis y fueron
tratadas con furoato de diloxanida, un amebicida luminal,
libre de efectos colaterales serios de contraindicaciones."
La dosis suministrada fue 500 mg tres veces al dia durante
10 dias. Cuando el ciclo del tratamiento termind, se recogie-

Cuadro 1. Resultados de Enzymeba y observacion micros-
cHpica realizados a tres muesiras de heces por participan-
tes en dins alternos.

Positivos Negativos  Totales
Examen Positivos 27 V] 27
Microscépico Negativos 1] 659 659
Total 27 659 686

Todos los positivos lo fueron en las tres muestras.
De los 27 positivos, 15, 7 y 5 lo resultaron por primera vez en la la.
2a. y 3a. muestra, respectivamente.

ron otras tres muestras de heces en dias alternos comenzan-
do al séptimo dia después del tratamiento. La primera mues-
tra fue procesada por microscopia y Enzymeba, y las otras
sélo por microscopia.

Resultados

De las 686 personas que participaron en el estudio, en 27
se detectd por observacién microscopica y por Enzymeba la
presencia de E. histolytica (Cuadro 1). Sin embargo, todos
los casos positivos lo fueron por Enzymeba desde la prime-
ra muestra, no ocurriendo asi con la observacién microscé-
pica, pues con éstas el niimero de casos positivos se acercs e

Cuadro 2. Resultados de Enzymeba y de la observacién microscépica de heces, realizados antes y después del tratamien-
to, en 27 individuos infectados con Entamoeba histolytica y tratados con furoato de diloxanida.

Presencia de quistes de

Densidad éptica (DO) Valores

E. histolytica en Enzymeba*
Pretratamiento Postratamiento Pretratamiento Postratamiento
+ - 1,162 0.211
+ - 2113 0.235
+ - 2.161 0.186
+ - 2.021 0.216
+ - 2.183 0.173
+ - 2121 0.301
+ - 1.720 0.245
+ - 1410 0.312
+ - 1.620 0.116
+ - 1.720 0.171
+ - 1.640 0.225
+ - 0.980 0.210
+ - 0.971 0.172
+ - 1.340 0.183
+ - 1.820 0.201
+ - 0.850 0.193
+ - 0.848 0.113
+ - 0.991 0.173
+ - 1.810¢ 0.178
+ - 2.011 (.188
+ - 1811 0.275
+ - 2.076 0.275
+ - 2.010 0.210
+ - 2.211 0.183
+ - 1.890 0.121
+ - 1.315 0.139
+ - 2.136 0.210

*Un valor de densidad 6ptica < 0.824 (punto de corte) fue considerado un negativo para Enzymeba.
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Método efectivo para estudios de prevalencia de infeccién intestinal por Entamoeba histolytica.

igualé al de Enzymeba en la medida en que aumenté el ni-
mero de muestras por individuo involucrado en el estudio
(15 lo fueron con la primera muestra; 7 y 5 resultaron posi-
tivos por primera vez con la segunda y tercera muestra, res-
pectivamente).

Para verificar los resultados obtenidos por ambos métodos,
a los 27 individuos positivos se les tratd con furoato de diloxa-
nida y la infeccién, como se muestra en el cuadro 2, fue elimi-
nada en todos ellos. Esto fue comprobado tanto por microsco-
pia como por Enzymeba. En el caso de esta iltima prueba, y
como también puede observarse en el cuadro 2, todos los valo-
res de DO obtenida, caen por debajo del valor de corte después
del tratamiento amebicida. Ello se corresponde con la diferen-
cia estadisticamente significativa de los valores antes y después
del tratamiento {prueba ¢ de Student p < 0.001).

Discusién

Ha sido estimado que aproximadamente 12 millones de
personas, 12% de la poblacién mundial, est4 infectada por
E. histolytica.* Sin embargo, la cifra de prevalencia de la in-
feccién varia considerablemente de un drea geogrifica a
otra. Ello ocbedece junto a las diferentes condiciones clima-
tolégicas e higiénico sanitarias, a los métodos de deteccién
utilizados en cada estudio y, en caso de la observacién mi-
croscépica de heces, al nimero de muestras tomadas por
cada individuo encuestado.’®

Enzymeba detecta una proteinasa excretada por cepas
patégenas y no patégenas de E. histolytica con independen-
cia de que quistes y trofozoitos de este protozoo estén pre-
sentes en la muestra problema.’” Nuestro trabajo demuestra
que, a diferencia del examen microscépico de heces, con
Enzymeba es suficiente el estudio de una muestra por indi-
viduo para conocer si éste estd infectado por E. histolytica.

En este estudio, los resultados de Enzymeba coincidieron
con los de la observacién microscépica de heces cuando
ésta se realizé a tres muestras por individuo en el estudio.
La objetividad de estos resultados se demostr6 con la nega-
tivizacién de los mismos tras el tratamiento amebicida co-
rrespondiente. En nuestra casuistica se empleé furoato de
diloxanida, un amebicida luminal, por dos razones: porque
ninguno de los individuos tenian sintomas clinicos y porque
la forma *“portadores asintomdticos”, asociada a zimodemos
no patdgenos es la forma mds comiin de la amebiasis intes-
tinal en Cuba."?
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Enzymeba emplea un sustrato cuya hidrélisis, una vez
detenida la reaccién, produce una coloracién roja facil-
mente distinguible del amarillo de base que permanece en
los pocillos en que se efectiian la prueba cuando la hidréli-
sis no tiene lugar. Esta ventaja de Enzymeba permite su
utilizacién en condiciones minimas de laboratorio, pues no
requiere el uso obligatorio de un lector ELISA,

Las ventajas de Enzymeba a que hemos hecho referen-
cia, en particular su sensibilidad, que emplea una sola
muestra por paciente y que no requiere, a diferencia de los
otros exdmenes inmunoenzimdticos, de un lector ELISA,
hacen de este procedimiento una herramienta muy litil en
estudios de prevalencia.
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