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Diagnéstico mediante inmunofluorescencia
directa de las gastroenteritis por E. coli

Por:
Dr. B. TORRONTERAS." Dr. C. CINTADO"* y Lda. T. PRADDS """

Tarronteras, R. y otros. Diagndstico mediante inmunolluorescencia directa de las Qas:
troenferitis por E. coli. Rev Cub Ped 53: 3. 1981,

Se investigon por el método de inmunofluorescencia directa las heces de 70 lactantes
que presen-aban gastroenteritis por Escherichio coli enteropatdgeno, v se obtuvo el 100%
de resultacos concordantes con el coprocultive. Un total de 50 lactantes sin gastroen-
teritis fueran utilizados como control. y el 6% (dos serotipos 055:B5 ¥y uno 0128:B12)
resultaron falsos positivos con respecto al coprocultivo. Solamente se obtuvieron 3
reacciones cruzadas (dos Arizona y un Providencia) del grupo de las 244 cepas bac-
terianas testadas con los inmunosueros especificos. Dada la gran sensibilidad v rapidez
del métodc, se considera de gran utilidad en el diagnistico de las gastroenteritis por
Echerichia coli enteropatégeno. ya que evita tratamientos con antibidticos innecesarios
¥ permite cortar la cadena epidemiolégica mediante el aislamisnto precoz del paciente.

INTRODUCCION

La gastroenteritis aguda (GEA) cons-
tituye una de las principales causas de
morbilidad enire los nifnos de todo el
mundo, y son especialmente suscepti-
bles los recién nacidos y lactantes.

Entre las causas infecciosas de dicho
sindrome la Escherichia coli enteropa-
togeno (ECEP. representa casi '3 de
los casos de los enfermos en quienes
se logra aislar el germen causal: ante
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este hecho, y por la necesidad, tanto
clinica como epidemioldgica, es preciso
obtener, por parte del laboratorio, un
diagndstico rapido de confirmacion o
exclusién de este tipo de gastroente-
ritis. requisito que redne el método de
inmunofluorescencia, ya que en contra
de los medios convencionales que pre-
cisan alrededor de 48 horas para el ais-
lamiento e identificacion del organismo,
con esta técnica, aparte de ser muy
sensible y mas economica, se necesita
tan sdlo de una o dos horas para con-
seguirlo.

La primera aplicacion de inmunofluo-
rescencia para la identificacion de ECEP
en las heces, fue realizada por Witaker
y colaboradores' en 1958 en ocasion de
una epidemia de GEA infantil por E. coli
0127:B8. En 1960, Nelson y Witaker® uti-
lizaron 10 antisueros de conejos, mar-



cades con isothiocyanato de fluorescei-
na repartidas en dos mezclas, con lo
tue logran simplificar la técnica. Un afio
mis tarde, Thomason vy colaboradoes®
preparan un conjugado nonavalente que
agrupa los 9 serotipos de ECEP mas
psuales, lo que permitio un medio de
pesquisaje eficaz, Desde entonces se
han publicado distintos trabajos' " en
los que se aplica esta técnica con re-
sultados satisfactorios, tanto de espe-
cificidad como de rapidez, e incluso de
aumento de la positividad del método
con respecto ol coprocultivo.

MATERIAL % METODO

Basandonos en estos antecedentes
emos ensayado este método en 70 ca-
s0s de GEA por £, coli enteropatogeno,
estudiados simultaneamente con el co-
procultive durante dos afos en un por-
centaje de los pacientes detectados en
mestro centro hospitalario,

Estudiamos las posibles reacciones
antinénicas cruzadas frente a 224 cepas
hacterianas  intestinales, asi como un
estudio control en 50 lactantes que no
tenian gastroenteritis. El método utiliza-
to fue la técnica de inmunofluorescen-
cia directa descrita para el estudio de
enteropatogenos por Cohen y colabo-
rodores,' en virtud de la cual se procede
como sigue: sobre un porta se extiende
una suspension de heces al 'z en sue-
ro fisiolagico, se seca a 37" y se fija du-
rante 1 minuto con alcohol. En un
sequndo paso se anade el antisuero fluo-
rescente  nonavalente (Instituto  “'Pas-
teur”) diluido al 1/20 en sustancia amor-
tiguadora de fosfato pH 7.2: incubados
los porta en cdmara hameda a 37 du-
rante 30 minutos v lavados con sustan-
cia amortiguadora, se observan al mi-
croscopio de fluorescencia con objetivo
de 40 aumentos y, posteriormente, con
el de 90 aumentos para la comprobacién
morfologica. En caso de positividad se
repite la técnica con los conjugados
monovalentes diluidos al 1/100.
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RESULTADOS

Segun se observa en el cuadro |, se
han estudiado 32 casos producidos por
el serotipo 0119:B14; 10 pcr el 0111:B4;
8 por los serotipos 055:B% y 0126:B16:
4 por el 086:BG; y 2 por cada uno de los
demas serotipos.

En todos ellos se pudo demostrar,
tanto con el conjugado nonavalente
COoOmo Con ef I'I"IDI"IDU&[EI'ItE una reaccion
positiva, y fue observado =n todos los
casos un nimero superior a 100 colonias
Jeampo. No se han observado reaccio-
nes cruzadas entre los distintos sero-
tipos aislados (cuadro 11).

En el grupo control de 50 lactantes
sin signos o sintomas de gastroenteri-
tis, obtuvimos una reaccion positiva en
6. En tres de ellos se aislaron mediante
el coprocultivo los serotinos 026:B6,
0128:B8. y quedaron los otros tres [(6%]:
dos 055:B5 y un 0128:B12, zomo falsos
positivos con respecto al coprocultivo.

En el grupo de las 244 cepas detec-
tadas por inmunofluorescencia directa
con antisueros nonavalentes y mono-
valentes de ECEP no hemcs encontra-
4o reacciones cruzadas, excepto en un
caso de Providencia frente al 055:B5 y
dos Arizonas con el 0127:B8 (cuadro
.

COMENTARIOS

Cuando ocurren sintomas diarreicos,
los E. coli enteropatdgenos estin pre-
sentes en las heces virtuzlmente en
cultivo puro y son facilmente identifi-
cables! En estas situaciones a veces
es imprescindible un métoco de diag-
nastico rapido que permita identificar
el agente desencadenante, problema
que nos lo soluciona la téchica de in-
munoftluorescencia.

A esta ventaja hay que anadirle la
gran sensibilidad del método en wvirtud
de la cual se puede detectar un nime-
ro pequefc de organismos patogenos
u organismos muertos o alterados por
la accion antibidtica previa, v que no
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CUADRO |

POSITIVIDAD DE LOS DISTINTOS SEROTIPOS
DETECTADA POR INMUNOFLUORESCENCIA

Serotipos Mo. dé casos IFD- %
0119:B14 32 32 100
niin:Ba 10 10 100
055:85 8 8 100
0126:B16 B 8 100
086:BE& 4 A 100
026:B6 2 2 100
0125315 b 2 100
28812 2 2 100
0127:B8 2 2 100
Total 70 70 100
CuUuADRO U

REACCIONES CRUZADAS ENTRE LOS DIST'NTOS SEROTIPOS

Serotipos de
E. coli

O26:
BE

055:
B5

0a6:
BG

o111:

B4

0119:
B14

0125:
B15

0126:
B16

0127:
BE

0128:
B12

026:B6 i . -
055:B5 - " _
086:86 - ~ +
0111:B4 5 23 =
0119814 e - .
0125:B15 - - =
01126:B16 - s
0127:88
0128:812 — . =

son cultivebles con los métodos de es-
tudio bactzrianos usuales, como suce-
de en los portadores o en los nifos
tratados ambulatoriamente, quienes pue-
den ser el foco de trasmision de la en-
fermedad en instituciones cerradas;” e
igualmente permite en el transcurso
del tratamiento asegurar la desaparicion
completa Je los gérmenes patégenos y
que cese el aislamiento del nino.
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De hecho, 6 de nuestros pacientes
sin gastroenteritis clinica presentaban
en las heces ECEP: tres de ellos iden-
tificados por el cultivo y por anticuer-
pos fluorescentes y los otros tres ni-
camente por esta ultima técnica, lo que
nos hizo pensar si se tratarian de ver-
daderos coli patégenos o eran entero-
bacteriaceas con similitud antigénica.

noe.
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CUADRO 1
REACCIONES CRUZADAS CON OTRAS ENTEROBACTERIACEAS

Grupos y microor-
ganismos detectados

Mo, de cultivos
en cada qrupo

Ausancia
de reac-
cidn cruzada

Reaccidn cruzada con:
ECEF: 055:B5 0127:B8

&0 Salmonellas B (20)
Salmonellas C1 (8)
Salmonellas C2 ([16)
Salmonellas D (16)

32 Shigellas flezneri
13 Shigellas sonnel
44 E. Coli

30 Providencia

30 Gitrobacter freundil
35 Arizona

G0

A este respecto han sido encontra-
das reacciones cruzadas con distintos
serotipos  de Salmonellas, Shigellas,
Providencia, Citrobacter y Arizona:*7*
nosotros Unicamente hemos detectado
dichas reacciones con una cepa Provi-
dencia probablemente del serotipo 06
y dos de Arizona posibles 018 de las
244 ensayadas. Asimismo, Thornason
describe reacciones cruzadas entre los
serotipos de ECEP 0127:B8 y 0127 ab:
B10. el 086:B7 y 020:B7 y 019 ab, y
entre el 0127:B8 y 090 atribuidas por
similitud antigénica 0, B o ambas, pero
no encontramos, al igual que otros au-
tores,” ™" reacciones de interferencia
entre los nueve serotipos de ECEP usua-

SUMMARY

les, lo que unido al hecho de que todos
los especimenes con E. co/i enteropa-
togeno aislados fueran también detec-
tados por el correspondientz antisuero
fluorescente, sugiere que la técnica
puede ser aplicada con éxito en la de-
teccién de estos organismos.

Por Gltimo queremos destacar, que
si bien distintos autores'® consiguen
aumentar las positividades enriquecien-
do previamente la muestra en caldos
de cultivo durante 10 a 20 Foras, cree-
mos que empleando una cuidadosa téc-
nica'" este proceder no es necesario,
al margen de restar al método la ra-
pidez de diagndstico que como ya he-
mos reflejado es una de sus virtudes
més importantes,

Torronteras, R. et al. Diagnosis by direct immunofluorescence of gastroenterit s due

fo £ coli. Rev Cub Ped 53: 3, 1981,

Feces of 7O infants who underwent gastroenteritis due to enteropathogen Escharichia
coli are investigated by direct immunofluorescence and 100% results in accordance
with coprocultures was obtained, A total of 50 infants no undergoing gastroenteritis
were used as a control group, and 6% (two serum types 055:B5 and one 0128:B12)
were false positives regarding to coproculture. Only three cross-reactions [two Erizona
and one Providence) were obtained from a total of 244 bacterial stocks tested by
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Whitaker, J. A,

specilic immunosera. Because rapidity and high sensitiveness ol the method. it Is
consicered highly valuable for diagnosis of gastroenteritis due lo enteropathogen Esche-
richia coli. since it avoid unnecessary antibiotic treatments and allow to interrupt
epidemic outbreaks by patient earlier isolation,

RESUME

Torronteras, A. et al. Disgnostic des gastro-entérites por E. coli auv moyen dea immuno-
Nuorescence directe. Rev Cub Ped 53: 3, 1981,

Les asteurs analysent les féces de 70 nourrissons présentant gastro-enlérite par Esche-
richia eali entéropathogéne au moyen de la méthode dimmunofluorescence  dirocte:
100% des résultals ctaent en concordance avec la coproculture, Un total de 50 nou-
rrissons sans gastro-entérite ont ¢té utilisés en tant que témoins, et 6% (deux séro-
types 055:85 et un 0128:B12) ont é1é des faux-positifs par rapport & la coproculture.
On n'a obtenu que trois réactions croisées (deux Arizona et un Providencia) du groupe
des 244 souches bactériennes évaluées avec les immunserums spécifiques. Etant donné
la grznde sensibilité et rapidité de la méthode, elle est considérée trés utile dans le
diagnostic des gastro-entérites par Escherichia coli entéropathogéne, car elle évile
l'emp.ol de traitements par antibiotiqgues qui ne sont pas nécessaires ot permet de
couper la chainz épidémiologique moyennant I'isolement précoce du patient.
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