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RESUMEN

Introduccion. Campylobacter sp. y Salmonella enterica
son dos de los principales microorganismos causantes de gas-
troenteritis en nuestro medio. Las pruebas inmunocromato-
graficas de deteccion de antigeno realizadas directamente so-
bre muestras de heces por su sencillez y rapidez de obtencion
de resultados pueden hacer de ellas elementos de diagndstico
utiles en el contexto de la atencion primaria.

Material y métodos. Durante octubre de 2012 se se-
leccionaron todas las heces en las que se aislo una bacteria
enteropatdgena de entre las recibidas en el laboratorio de Mi-
crobiologia del Hospital Universitario Virgen de las Nieves de
Granada para coprocultivo. Dichas muestras fueron estudiadas
mediante procedimientos estandarizados y en aquellas en las
que se aisld un enteropatogeno se investigd simultaneamen-
te la presencia de antigenos de Campylobacter (Campy Leti®
y Ridaquick Campylobacter®) y Salmonella (Salmonella Leti®)
para determinar su sensibilidad y especificidad.

Resultados. Se recibieron 235 muestras de las que se
aislaron 8 Salmonella enterica (7 del serogrupo B y 1 del se-
rogrupo D), 7 Campylobacter jejuni, 4 Aeromonas hydrophila
y 1 Yersinia enterocolitica. La sensibilidad y especificidad de
Campy Leti, Ridaquick Campylobacterscreen y Salmonella Leti
fueron respectivamente: 100% y 46%; 100% y 69%; vy 75% vy
100%. La concordancia entre los test para deteccion de Cam-
pylobacter fue 77, 8%.

Conclusiones. En atencion primaria las pruebas rapidas
inmunocromatograficas pueden ser utiles para el cribado de
enteropatdgenos en heces.

Palabras Clave: pruebas rapidas, sensibilidad, heces, enteropatogeno, diag-
nostico
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Sensitivity of three inmunocromathographic
tests in faeces samples for Campylobacter and
Salmonella detection in comparison to culture

ABSTRACT

Introduction. Campylobacter sp. and Salmonella enterica
are two of the main organisms causing gastroenteritis in our
environment. Immunochromatographic tests for antigen de-
tection performed directly on stool samples for its simplicity
and rapid results may make them useful diagnostic elements
in the context of primary care.

Method. During October 2012 we selected all feces in
which enteropathogenic bacteria are isolated from those re-
ceived for stool culture in the laboratory of Microbiology of
the University Hospital Virgen de las Nieves of Granada. After
standard management of faeces samples and isolation of any
enteropathogen, the commercial kits: Campy Leti, Ridaquick
Campylobacterscreen and Salmonella Leti were tested for si-
multaneous research of Campylobacter and Salmonella anti-
gens. Sensitivity and specificity were determined.

Results. Two hundred and thirty five stool samples were
received in which 8 Salmonella enterica (7 B serogroup and 1
D serogroup), 7 Campylobacter jejuni, 4 Aeromonas hydrophila
and 1 Yersinia enterocolitica were isolated. Campy Leti, Rida-
quick Campylobacterscreen and Salmonella Leti presented a
sensitivity of 100%, 100% and 75%, respectively. Specificities
corresponded to 46%, 69% and 100%, respectively.

Conclusion. Immunocromatographic tests can be useful
for a first screening of enteropathogen in primary care.

Keywords: rapid test, sensibility, feces, enteropathogen, diagnostic

INTRODUCCION

Campylobacter sp. y Salmonella enterica son dos de los
principales microorganismos causantes de gastroenteritis en
nuestro medio'>. El método de referencia para el diagndsti-
co de gastroenteritis infecciosas es el cultivo, que requiere al
menos 48 horas para poder ofrecer una identificacion del mi-
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croorganismo causante de la enfermedad. Por otra parte, las
especiales condiciones que requiere el cultivo de Campylo-
bacter sp. hacen que su aislamiento e identificacion sean mas
complejos y que el cultivo pierda sensibilidad. La rapida iden-
tificacion de los enteropatdgenos permite instaurar de forma
eficaz el tratamiento mas adecuado. Se han ensayado distintos
enzimoinmunoandlisis (EIA) para la deteccion de entropatoge-
nos en heces con valores de sensibilidad y especificidad muy
variables*®. Las pruebas inmunocromatograficas de deteccion
de antigeno pueden realizarse directamente sobre muestras de
heces con una minima manipulacién de la muestra. Su senci-
llez, unida a la rapidez de obtencion de resultados de este tipo
de pruebas pueden hacer de ellas elementos de diagndstico
utiles en el contexto de la atencion primaria.

El objetivo de este estudio fue conocer la sensibilidad y
especificidad de tres pruebas rapidas para la deteccion de en-
teropatogenos en heces (dos para deteccion de Camylobacter
sp. y una para Salmonella)

MATERIAL Y METODOS

Centro. El estudio se realizd en el laboratorio de micro-
biologia del Hospital Universitario Virgen de las Nieves de Gra-
nada.

Periodo de estudio. El estudio se llevd a cabo durante el
mes de Octubre de 2012.

Muestras. De entre las muestras recibidas desde Atencion
primaria con solicitud de coprocultivo, se seleccionaron aque-
llas cuyo cultivo resultd positivo para algun microorganismo
enteropatogeno.

Criterios de inclusion. Se aceptaron para coprocultivo
aquellas muestras de heces diarreicas con solicitud de copro-
cultivo. Se rechazaron las heces formes, para las que no esta
indicado dicho estudio.

Disefno. Se realizd un estudio analitico experimental re-
trospectivo

Métodos. Para la identificacion de enteropatogenos, las
muestras se sembraron en los siguientes medios: CampyBAP
10% SB (BD®), con un disco de cefoxitina 30 wl (BDBBL®), que
se incubd en atmosfera reducida (Campygen®, Oxoid) a 42°C,
XLD (BD®), McConkey (BD®), CIN (BD®). Una alicuota de las
heces se sembro en medio liquido Selenito (Difco), para el en-
riquecimiento de Salmonella y tras 24 horas de incubacion a
37°C se realizd un subcultivo en medio solido Hecktoen (BD®).
Otra alicuota de las heces se conservd a -80°C para los test
inmunocromatograficos. Los medios fueron incubados durante
24 horas a 37°C para una primera lectura, las muestras nega-
tivas fueron reincubadas hasta las 48 horas, aquellas colonias
sospechosas se identificaron siguiendo el siguiente esquema: a
las colonias que crecen alrededor del disco de cefoxitina se les
realizo la prueba de la oxidasa y si ésta era positiva, la prueba
de la hidrdlisis de hipurato y una identificacion mediante es-
pectrometria de masas (MALDITOF®, Bruker Daltonics). A las
colonias identificadas como Campylobacter se les realizo an-

tibiograma mediante la técnica disco placa en Mueller-Hinton
5% SB (BD®) con discos de eritromicina (15ug) (BDBBL®), ci-
profloxacino (5ug) (BDBBL®) vy tetraciclina (30ug) (BDBBL®)
siguiendo las recomendaciones del Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) de 2012. Las colonias de Salmonella,
Yersinia y Aeromonas fueron identificadas mediante espectro-
metria de masas (MALDITOF®) y el antibiograma se realizd por
el método de microdilucion en caldo mediante el sistema au-
tomatizado Microscan Walkaway® (Siemens Healthcare Diag-
nostics, Munich, Germany). A las colonias de Salmonella se les
realizd una aglutinacion con particulas de latex para determi-
nacion de serogrupo. Las alicuotas de heces con entopatdge-
nos identificados se descongelaron y se sometieron a los tres
test inmunocromatogréficos Campy Leti® (Laboratorios LETI
S.) y Ridaquick Campylobacter® (r-biopharm) y Salmonella
Leti ® (Laboratorios LETI S.L) siguiendo las recomendaciones
del fabricante. Para los test Campy Leti® y Salmonella Leti® se
tomaron unos 150 mg (o 150 wul en caso de heces liquidas) de
heces y se introdujeron en el vial con diluyente para mues-
tras, después de agitar la muestra para su homogenizacion se
dispensaron 4 gotas (100 ul) en el pocillo de muestra y se
incubo a temperatura ambiente durante 10 minutos. El test
se considerd positivo cuando aparece una linea en la posicion
de control y una linea en la posicion de test; negativo cuando
solo aparece la linea de control e invalido cuando no aparece
ninguna linea. Para el test Ridaquick Campylobacter® se mez-
claron en un tubo eppendorff 0,5 ml (12-14 gotas) del reacti-
vo A, 0,5 ml (12-14 gotas) del reactivo B y 50 mg o 50 ul de
las heces y se mezclaron mediante agitacion, se incubaron a
temperatura ambiente durante 5 minutos tras los que se afia-
dieron 150 wl de la mezcla en el pocillo de muestra del test,
se incubo durante 10 minutos a temperatura ambiente y se
realizd la lectura. El test se considerd positivo cuando aparecia
una linea en la posicion de control y una linea en la posicion
de test; negativo cuando solo aparecia la linea de control e
invalido cuando no aparecia ninguna linea.

Analisis estadistico. Se realizaron calculos de sensibili-
dad y especificidad para cada uno de los test asi como calculo
del indice kappa (k) de concordancia entre los test Ridaquick
Campylobacter®y Campy Leti®

RESULTADOS

Durante el periodo de estudio se recibieron 235 muestras
de heces para estudio de enteropatdgenos, de ellas 20 resulta-
ron positivas (8,5%). Se aislaron un total de 8 S. enterica (40%)
(7 del serogrupo B y 1 del serogrupo D), 7 Campylobacter je-
juni (35%), 4 Aeromonas hydrophila (20%) y 1 Yersinia ente-
rocolitica (5%). Los datos de sensibilidad frente a antimicro-
bianos se muestran en la tabla 1. Todas las heces positivas se
sometieron a los tres test inmunocromatograficos. Mediante el
test Salmonella Leti®, 6 de las 8 muestras (25% de las muestras
cuyo cultivo para Salmonella habia sido positivo) presentaron
un resultado positivo y dos de ellas, correspondientes a dos
Salmonella serogrupo B, resultaron negativas mediante el test
inmunocromatogratico. Ninguna de las muestras positivas por
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Tabla 1

Resultados de sensibilidad frente a antimicobianos de los distintos enteropatogenos aislados

0% Resistencia

Microorganismo

Ampicilina Cefotaxima Ciprofloxacino TMP-SMX Tetraciclina Eritromicina
S. enterica 857 0 0 0 - -
Y. enterocolitica 100 0 0 0 = =
A. hidrophyla 100 25 0 0 - -
Campylobacter sp - - 100 - 100 0
Tabla 2 Resultados de los distintos test inmunocromatograficos para deteccion de

enteropatdgenos en heces

TEST FN n (%) FP n (%) S (%) E (%) k
Salmonella Leti® 2 (25) 0 (0) 75 100 NP
Campy Leti® 0 6 (46,1) 100 46 0,8
Ridaquick Campylobacter® 0 4 (30,8) 100 69 0,8

FN: falsos negativos ; FP: falsos positivos; S: sensibilidad; E: especificidad; NP: no procede; k: indice kappa de concordancia

cultivo para otro enteropatdgeno fue positiva para el test de
deteccion de Salmonella. La sensibilidad y especificidad Salmo-
nella Leti® fueron respectivamente 75% y 100% (ver tabla 2).
En la determinacion de Campylobacter sp. el test Campy Leti®
resultd positivo en todas las muestras cuyo cultivo para Cam-
pylobacter jejuni habia sido positivo. El resultado fue positivo
para 6 de las 13 muestras positivas para otros enteropatoge-
nos (46,1 %, tabla 2, de las muestras negativas), obteniéndose
una sensibilidad y especificidad del 100% y 46% respectiva-
mente. El test Ridaquick Campylobacter® fue positivo en todas
las muestras con cultivo positivo para Campylobacter, salvo
una en la que el resultado fue invalido. También se obtuvo un
resultado positivo en 4 de las 13 muestras positivas para otros
enteropatdgenos (30,8% de las muestras negativas) siendo la
sensibilidad y especificidad del 100% y 69% respectivamente
(ver tabla 2). La concordancia entre ambos test en la deteccion
de Campylobacter sp. fue del 77,8% (k= 0.8).

DISCUSION

Campylobacter sp. y S. enterica son dos de los microor-
ganismos que causan gastroenteritis con mayor frecuencia en
nuestro medio. Hasta ahora el cultivo se ha considerado como
el "gold standard" para la deteccion de dichos microorganis-
mos en heces. EI tiempo y recursos que requiere el cultivo, asi
como las condiciones especiales de crecimiento requeridas por
Campylobacter sp. para la optimizacion del crecimiento (me-
dios selectivos temperatura de 42°C y atmosfera reducida) han
planteado la necesidad de buscar nuevos métodos de diagnds-
tico sensibles y especificos mas rapidos. Algunos estudios3,5
muestran una falta de sensibilidad del cultivo, especialmente

cuando éste se compara con métodos moleculares. También
se han ensayado enzimoinmunoanalisis (EIA), con sensibilida-
des y especificidades que oscilan entre el 69%-98% y 80%-
100% respectivamente®*5, Estudios como el de Granato et al.
de 2010* comparan los EIA con un método inmunocromato-
grafico, obteniendo incluso una mayor sensibilidad con éste
ultimo, pero con la ventaja de que su sencillez y rapidez en
la obtencion de resultados (30 minutos como maximo, inclu-
yendo la preparacion de la muestra) incluso sobre los métodos
moleculares’. En el presente trabajo los test inmunocromato-
graficos estudiados obtienen sensibilidades del 100%, aunque
la especificidad es inferior a la obtenida por otros autores, si
bien las condiciones en las que realizd el presente estudio, se-
leccionando solo aquellas heces que resultaron positivas frente
a algun enteropatogeno, pueden haber influido en los bajos
porcentajes de especificidad. La desventaja que presentan los
métodos rapidos sobre el cultivo es que no permiten la de-
terminacion de la sensibilidad frente a antimicrobianos de los
patdgenos, sin embargo en el caso de Campylobacter sp., las
gastroenteritis causadas por este microorganismo suelen ser
infecciones autolimitadas que se trata mediante la reposicion
de los liquidos y electrolitos, sin que ser necesite un tratamien-
to antibidtico salvo en casos de infeccion grave o sintomatolo-
gia prolongada. En estos casos el tratamiento de eleccion es la
Eritromicina?®, antimicrobiano frente al que las cepas de Cam-
pylobacter fueron 100% sensibles en nuestro estudio. La sensi-
bilidad de la prueba inmunocromatografica para deteccion de
Salmonella presentd un valor inferior (75%). También se han
encontrado sensibilidades inferiores en la deteccion de Sa/mo-
nella frente a Campylobacter en estudios que evaluaban EIA
frente a ambos patdgenos®, por lo que este tipo de pruebas no
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seria adecuada para su utilizacion como 6 cribado en la detec-
cion de Salmonella, si bien presentd una elevada especificidad
(100%) en nuestro estudio.

Campylobacter sp. son causante de enfermedad entérica
autolimitada principalemente, si bien en pacientes inmunode-
primidos o en edades extremas puede dar lugar a enferme-
dad severa o incluso manifestaciones extraintestinales9 por lo
que un diagndstico rapido puede aportar grandes beneficios
al paciente. Campylobacter jejuni es un microorganismo que
puede ser identificado de forma sencilla y rapida por medio
de pruebas bioquimicas, sin embargo en las especies de Cam-
pylobacter sp. hipurato-negativas son cada vez patdgenos mas
frecuentes en gastroenteritis humanas'®. Las técnicas inmuno-
cromatograficas aportan una doble ventaja: la rapidez de en la
identificacion, ya que se realizan directamente en la muestra y
la posibilidad de identificar tanto especies hipurato positivas
como hipurato negativas causantes de enfermedad.

Aunque actualmente existen pocos estudios realizados
con estos equipos de inmunocromatografia, los resultados
de este trabajo revelan que los test inmunocromatograficos
pueden ser utiles para el diagnostico rapido de gastroenteritis
causadas por Campylobacter sp. Su sencillez y rapidez los hace
especialmente utiles para su uso como test “in line" pudien-
do ofrecer un resultado casi inmediato al paciente a nivel de
atencion primaria. Este primer resultado, complementado con
los ensayos de sensibilidad frente a antimicrobianos en los ca-
S0S necesarios, permite un mejor y mas rapido manejo de este
tipo de infecciones. Por otra parte para el estudio de Sa/mone-
lla seria necesario desarrollar pruebas con mayor sensibilidad
para poder ser utiles en este tipo de situaciones.
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