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E L méropo de los anticuerpes fluorescentes ha sido aplicado con éxito en el
diagnéstico ripido de las infecciones por Escherichia coli enteropatégena,?: 5 8

Hemos tenido oportunidad de probar esta técnica, y compararla con los mé-
todos ordinarios de cultivo, en una epidemia de diarrea en nifios prematures, cau-
sada por E. coli 0126:B16, ast como en estudios realizados en 10 caddveres de
nifios que murieron con infecciones originadas por diversos serotipos de colis pa-
tégenos,

MATERIAL

Infeccién por E. coli 0126:BI6 en nifios prematuros. Durante los meses de
junio, julio y agosto de 1962, cierto nimero de nifios atendidos en la Sala de Pre-
maturos del Hospital Infantil de México se infectd con una cepa de Escherichia
coli 0126:B16, Algunos de estos nifios desarrollaron diarrea, en tanto que otros
no presentaron el padecimiento. Los aspectos clinicos de la epidemia serdn discu-
tidos en otro trabajo, limitdndonos, por ahora, a presentar los resultados de la

* Trabajo presentado en la sesién ordinaria del 3 de abril de 1963.

#% Taboratorio de Bacteriologia Intestinal Hospital Infantil de Meéxico.
###% Taboratorio de Virus, Hospital Infantil de México,
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fluorescencia y del cultivo obtenidos con los hisopos rectales tomados a 10 de estos
nifios, en los que los dos procedimientos se llevaron a cabo en forma simultinea.
Todos los nifios estudiados recibieron tratamiento con neomicina.

Infeccién por diversos tipos de colis patégenos en niftos que murieron con dia-
rrea. De un grupo de 100 nifios a los que se practicd autopsia, muertos por dife-
rentes causas, se seleccionaron 10 en los que la diarrea fue la enfermedad princi-
pal y en los que, ademas, se encontré en los cultivos alguno de los tipos entero-
patdgenos conocides de Eseherichia coli. De cada uno de estos nifios se tomé, en
el momento de la autopsia, muestras del contenido del tubo digestivo asi como
trozos de la propia pared intestinal, a diversos niveles, incluyendo recto, colon,
ileon, yeyuno, duodeno y estémago.

MEeTobo

Cada una de las muestras tomadas con hisopos, asi como los trozos de intesti-
no, una vez triturados, fueron sembrados en los medios de cultive usados habitual-
mente en el aislamiento de E. coli. La identificacién de los gérmenes encontra-
dos en los cultivos se llevd a cabo en la forma conocida.b

A partir de los hisopos, asi como de los triturados, se hicieron frotis. Ademas,
antes de triturar los tejidos, se hicieron preparaciones por el métedo de impronta.
Todos estos frotis e impronta, destinados al estudio de la fluorescencia, se deja-
ron secar a la temperatura ambiente, después de lo cual fueron fijados, per un
minuto, en acetona.

Se utilizaron 11 sueros 0B anti E. coli 026:B6, 055: B5, 086:B7, 0111:B4, 0112:
Bi1, 0119:B14, 0124:B17, 0125:B15, 0126:B16, 0127:B18 y 028:12, marcados
con isothiocianato de fluoresceina. Dichos sueros fueron obtenidos de la casa
Difco.

Los frotis e impronta, fijados y secos, fueron cubiertos con una gota de cada
uno de los sueros [luorescentes mencionados, habiendo sido incubados en cidmara
himeda por 30 minutos a 37°C, después de lo cual se eliminé el exceso del con-
jugado lavando las preparaciones con solucién amortiguadora Difco FTA. Este
lavado se repitié dos veces, sumergiendo los frotis por espacio de 10 minutos cada
vez y cambiando la solucién. Las preparaciones asi lavadas se secaron con papel
filtro y se montaron entre limina y laminilla, usando una mezcla de glicerina y
suero fisiolégico de pH 7.2. En general, se siguié el método recomendado por
Cherry et al.t

Las preparaciones fueron observadas en un microscopio ordinario, iluminado
con una lampara Leitz de luz ultravioleta, provisto de los filtros necesarios.l Se
utilizé el condensador de campo obscuro.



EL USO DE ANTICUERPOS FLUORESCENTES 321

REesurrapos

Clomo puede verse en el cuadro 1, de un total de 33 hisopos rectales tomados
a los nifios prematuros, 13 fueron negatives tanto al cultivo come a la fluores-
cencia. En los 20 hisopos restantes se demostré la presencia de E, celi 0126:B-16,
en 12 ocasiones, por los dos procedimientos; en 7 por la fluorescenciz Unica-
mente, y en un caso sélo al cultivo.

Cuanro 1

Estudio comparativo del Copracultivo y del metodo de flucrescencia dirscla en uno epidemia
de diarrea causada por Escherichia Coli 0126.BIG. Servicio da Prematuros, Hospital Infantil de México, 1962
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De 60 muestras tomadas a diferentes niveles del tubo digestivo a 10 nifios que
murieron de diarrea aparentemente causada por diversos tipos de colis patogenos
(cuadro 2), 19 muestras fueron negativas tanto al cultivo como a la fluorescencia;
37 fueron positivas por los dos procedimientos, habiéndose identificado E. coli
0111:B4 en tres casos, E. coli 0126:B16 en tres casos, E. coli 086:B7 en dos casos
y E. ¢oli 0125:B5 en los otros dos. En las cuatro muestras restantes el cultivo fue
positivo en tanto que la fluorescencia se mostré negativa.

Discusion

El hallazgo en dos ocasiones de fluorescencia positiva para E. coli 0126:B16
en los nifios prematuros P-5 y P-6 (cuadro 1), con cultivos negativos en las mis-
mas muestras, es facil de interpretar, ya que estos nifios mostraron cultivos posi-



322 GACETA MEDICA DE MEXICO

tivos para este coli dos o tres semanas antes. El hecho de que los nifios estuvieran
bajo tratamiento con neomicina hace pensar que los gérmenes que fueron vistos
por medio de la fluorescencia no eran viables en este momento,

En el caso de los prematuros P-12 y P-14, podemos suponer que la fluorescen-
cia observada fue también especifica, ya que estos nifios estaban en contacto con
otros prematuros infectados con E. ¢oli 0126:B16. Sin embargo, los cultivos prac-
ticados a estos nifios fueron negativos en tres fechas diferentes, no habiéndose
confirmado la infeccién en ninglin momento,

Del nifio P-4 se aislé E. coli 0126:B16 por cultivo, aunque la fluorescencia
fue negativa en este caso.

Cuapro 2

Estudio comparativo def culf ivo y del métoda de fluorescencia directa en sa ivestigacién de Esehenchig cofi
entercpatdgena, a distintos niveles del fubo digestiva, en 10 miios que murieron con diarrea. Hospllel Infontil da Méico
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En la mayoria de las mauestras (75.7%) tomadas a los nifios prematuros se
observé correlacién entre el cultivo y la fluorescencia, tanto en las positivas como
en las negativas, Discrepancias semejantes a las observadas en el presente estu-
dio, entre el cultivo y la fluorescencia, han sido descritas por otros autores.2 5 7

La correlacién entre el cultivo y la fluorescencia fue todavia mayor en el ma-
terial de autopsias. De 60 muestras estudiadas, se pudo demostrar la existencia
del mismo tipo de coli, por los dos procedimientos, en 56 muestras (93.69%). EI
hecho de poder disponer de cantidades grandes de tejidos indudablemente favo-
rece al aislamiento de los gérmenes por medio del cultivo, En cambio, la pérdida
de Ia fluorescencia en cuatro muestras en las que el cultivo fue positivo se debe,
probablemente, a la existencia de autofluorescencia (fluorescencia natural) en
las células del propio tejido, lo que dificulta en cierto modo la observacién de las
bacterias.
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En algunos de estos casos mortales de diarrea causada por colis enteropatége-
nos se tomaron cortes de aquellas porciones del intestino que mostraban lesiones
macroscépicas, principalmente ileon y colon, habiéndose podido observar, por
medio de la inmunofluorescencia, la localizacién de dichas bacterias al nivel de
la lAmina propia, en las ulceraciones de la mucosa y en la luz del intestino. Tiene
especial interés sefialar que en cierto nimero de estos nifios se encontraron, per
el método de la fluorescencia, actimulos de colis en el tejido bronco-pulmonar,
hecho que pudiera estar relacionado con la patologia respiratoria que estos enfer-
mos presentan con relativa frecuencia en el curso de la enteritis. Las observaciones
anteriores son motivo de investigacién especial.

CONCLUSIONES

Se puede concluir que la inmunofluorescencia representa una ayuda impor-
tante en el diagnéstico réapido de las infecciones por Escherichia coli enteropaté-
gena. Sin embargo, no puede aceptarse, por lo menos con la experiencia actual,
como un substituto del cultivo, Es un auxiliar en el estudio de epidemias, asi como
en la observacién longitudinal de portadores, siempre y cuando el diagnéstico
haya sido comprobado en algin momento por medio del aislamiento e identifi-
cacién inequivoca del germen. Recientemente, Davis y Ewing 3 encentraron que
las relaciones antigénicas existentes entre diversos grupos de enterobacterias y los
tipos serolégicos conocidos como colis enteropatégenos, pueden dar origen a diag-
nésticos equivocados por lo que los autores hacen hincapié en la necesidad de que
el diagnéstico primario sea confirmado por medio del cultivo.

Usada como un arma para determinar la localizacién de los colis a distintos
niveles en los tejidos del aparato digestivo, asi como en otros érganos, y establecer
la correlacién de su presencia con el tipo de reaccién histolégica y las lesiones que
se encuentran, la inmunofluorescencia parece ofrecer perspectivas extraordinarias
halagadoras. Esta tltima aplicacién es igualmente prometedora en el estudio de
la patologia de otras infecciones intestinales, como solmonelosis, shigelosis e in-
fecciones por virus enteropatégenos.

Conviene aclarar que de acuerdo con los estudios realizados por LaBrec, For-
mal y Schneider,? y por Thomanson, Cherry y Edwards,” la inmunofluorescencia
no ha podido usarse en el diagnéstico rapido de las infecciones por Shigella y por
Salmonella, debido a la existencia en la flora normal del intestino humano de
una gran variedad de gérmenes que toman la fluorescencia cuando se usan con-
jugados elaborados con los sueros ordinarios de grupo para Shigella y Salmonella,
mostrandese el sistema completamente inespecifico.
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