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Los virus son particulas ultrami-
croscOpicas que para vivir necesitan
células vivas. Aquellos que precisan
de células bacterianas se denominan
bacteriéfagos y poseen una gran es-
pecificidad sobre la célula hospeda-
dora, produciéndole lisis.

Ademas de la importancia que ac-
tualmente se les concede en encues-
tas epidemiolégicas de aguas resi-
duales, queremos poner de manifies-
to la ayuda que representan en es-
tudios intrahospitalarios, lo cual, he-
mos podido constatar en nuestras ex-
periencias realizadas en el Centro
Hospitalario de Manresa.

El mencionado Hospital posee al-
go menos de 300 camas, y el Servi-
cio que predomina por volumen de
trabajo, es el de Traumatologia, por
lo tanto, el microorganismo que mas
nos preocupa es Staphylococcus au-
reus por su reconocida afinidad por
cl tejido éseo.

El tipaje de estafilococos por fa-
gos se remonta al afilo 1922 en que
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Callow aislé un grupo de estos virus,
sin embargo, no se pudieron utili-
zar en clinica humana por proceder
de muy diversas fuentes. Hacia me-
diados de siglo, el tema interesd a
muchos investigadores que lo tra-
taron profundamente, lograndose un
set de bacteriéfagos que actuaban
especificamente sobre estafilococos
aislados de la especie humana.

En 1954 se cred el Subcomité para
Tipaje de Staphylococcus, integra-
do en el Comité Internacional de
Nomenclatura bacteriana. Dicho Sub-
comité tiene como cabeza rectora,
el Centro Internacional para el Ti-
paje de Staphylococcus por Fagos,
localizado en el Laboratorio Central
de Salud Publica de Londres. Tiene
por misién el anélisis de las varia-
ciones del set en activo, asi como el
estudio de nuevos fagos y de sus res-
pectivas cepas propagadoras. Ade-
mas, actia de intermediario entre
los representantes de los distintos
paises miembros, a los cuales alec-
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ciona y envia peridédicamente cada
cuatro afios, nuevos sets liofiliza-
dos, para que los propaguen y re-
partan por todo el territorio nacio-
nal. El representante para Espafia
es el Dr. Luis Arcalis Arce, Jefe del
Departamento de Bacteriologia de
la Residencia Francisco Franco de
la Seguridad Social de Barcelona.
En el afio 1970 el Subcomité pro-
puso la introduccién de siete nuevos
bacteriéfagos. El Centro Internacio-
nal, los probé hasta 1974 y aceptd
tres de ellos; el fago WH -1 aislado

Grupo I 29
Grupo II 3A
Grupo III . 6
75
Miscelaneo : 81

Ademas, se estda comprobrando la
eficacia de los fagos 88, 83C y 90
entre otros; ultimamente se han ex-
cluido del set basico al fago 42D y
al 187.

Cada fago se suministra acompa-
fiado de su correspondiente cepa
propagadora de Staph. aureus sobre
la que presenta un maximo de es-
pectro litico, y que sirve periddica-
mente para comprobar pureza y ti-
tulo.

L.os laboratorios que trabajan con
bacteriéfagos incluyen, pues, en su
trabajo cotidiano dos procesos dis-
tintos, el primero la propagacién y
mantenimiento de los virus a titu-
los suficientemente elevados y el
segundo la tipificacién litica de los
estafilococos.
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en USA por L. Blouse y al que se
dio el ndmero oficial de 94, y los
fagos DU-1 y DU-2 aislados en
Nueva Zelanda por J. Markham y a
los que se ha codificado con los nu-
meros 95 y 96 respectivamente. Los
cuatro restantes no fueron incluidos
en el set por tener un dmbito de ti-
pificacién demasiado localizado, es
decir, circunscrito a un territorio
geografico demasiado concreto.

El set basico utilizado actualmen-
te (desde enero de 1975) consta de
23 fagos incluidos en cuatro grupos.

52

52A 79 80
3C 55 71
42E 47 53 54
L 83A 84 85
94 95 96

La propagacién de los fagos es un
tema demasiado amplio y complejo
para desarrollar aqui, pero que qui-
zas abordemos en una proxima oca-
sién.

La tipificacién consiste esencial-
mente en un test de susceptibilidad
de un cultivo de Staphylococcus au-
reus a la bateria de los 23 fagos que
acabamos de resefiar. ‘

Es condicién indispensable que
las cepas que pretenderﬁos tipar
sean puras y plasmo - coagulasa po-
sitivas. T

Para la tipificacién sirve cualquier
buen medio nutritivo, si bien es
aconsejable utilizar siempre el mis-
mo. B
El indculo de la bacteria se pre-
para sembrando algunas colonias en
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caldo nutritivo e incubando a 37°C
durante 4-5 horas, o hasta que el
cultivo adquiera turbidez.

Con el cultivo se inunda una pla-
ca de Petri que contiene medio nu-
tritivo poco consistente (1,1 % de
agar), y se elimina el exceso. Se deja
secar 30 minutos en estufa.

Los fagos se rantienen prepara-
dos a la dilucién del test de rutina
(DTR o RTD, como dicen los anglo-
sajones), que es la mayor dilucién
que produce lisis confluente de su
correspondicnte cepa propagadora.
Esta DTR se guarda a + 4°C en ne-
vera y se debe comprobar semanal-
mente para todos y cada uno de los
integrantes del set.

A las placas sembradas por dise-
minacién en superficie y secadas en
estufa, se les aplica una gota de cada
uno de los fagos. Para ello se pue-
den utilizar pipetas de punta muy
fina, o aplicadores multiples que fa-
brican algunas casas comerciales.

Después de secar las gotas a tem-
peratura ambiente, se incuban las
placas a 30°C durante toda la no-
che, o a 37°C durante 5-6 horas y
luego a temperatura ambiente hasta
el dia siguiente.

En la lectura, las placas se exa-
minan con luz transmitida indirec-
tamente, sobre fondo oscuro, con
ayuda de una lupa de mediano au-
mento.

El resultado de las reacciones li-
ticas se expresa semicuantitativa-
mente de la siguiente manera: dos
signos mas (+ -+ ) cuando se obser-
van mas de 50 placas o calvas liti-
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cas, un signo mas {(+) cuando hay
entre 20 y 50 placas, y un signo mas -
menos (=) cuando hay entre 20 y
50 placas, y un signo mas-menos
(=) cuando el numero es inferior
a 20.

Una placa o calva litica se pro-
duce cuando un bacteriéfago se fija
sobre una célula, le introduce su
material genético, con lo cual le
obliga a procrear nuevas particulas
viricas, y después la lisa, dejando
libres a los nuevos fagos, que po-
dran continuar el proceso, hasta que
el agar por efecto mecanico impida
su desplazamiento. Se supone que
cada calva esta iniciada por un solo
virus.

A la dilucién del test de rutina se
puede tipar aproximadamente el
60 % de las cepas de Staphylococ-
cus humanas. Con el 40 % de las ce-
pas no afectadas a la DTR se repite
el test utilizando una Suspensién de
fagos mas concentrada. Antes se usa-
ba la 1000 X DTR y actualmente la
100 x DTR.

En la lectura del tipaje a esta
concentracién (100 DTR), se suelen
afiadir dos nuevos signos en la in-
terpretacién de los resultados: CL
para aquellos casos en que hay lisis
confluente y O que se emplea cuan-
do hay inhibicién del cultivo debido
a las altas concentraciones de fago
empleadas y que no se debe confun-
dir con lisis total. En la inhibicién
se observa un completo aclaramien-
to en el area de la gota.

Estd comprobado que utilizando
ambas concentraciones de fagos
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(DTR v 100 DTR), se puede tipar el
90 % de los Staphylococcus aureus
humanos.

La interpretacion de los resulta-
dos solo la pueden efectuar los ver-
daderos especialistas, ya que hay
ciertas matizaciones que sélo ellos
son capaces de observar, sin embar-
go podemos considerar como norma
general, que dos cepas son distintas
cuando por lo menos presentan di-
ferencias en dos reacciones fuertes
(+ +) frente a dos fagos.

Una primera tentativa de tipifica-
cién de nuestros Staphylococcus por
fagos, la hicimos en el Centro Na-
cional de Virologia, Microbiologia e
Inmunologia Sanitarias de Majada-
honda (Madrid), trabajando con el
Dr. Julio Casal (noviembre y diciem-
bre de 1974, y mayo de 1975).

Posteriormente, aprovechando una
invitacién del Laboratorio Central
de Salud Publica de Londres, estu-
vimos parte de junio y julio del pa-
sado afio en el Centro Internacional
de Referencia y Tipificacion de Sta-
phylococcus por fagos, estudiando
y trabajando con el Dr. M. T. Par-
ker y la Dra. Maureen dc Saxe. Ti-
pamos un gran numero de cepas ob-
tenidas durante un afio y medio en
nuestro Hospital, que habian sido
aisladas durante un afio y medio en
nuestro Hospital, que habian sido
aisladas de diversos procesos supu-
rativos, de infecciones dseas, del am-
biente y del personal sanitario, al
cual se controla periddicamente.

Porcentualmente el encuadro de
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los resultados obtenidos es el si-
guiente:

Grupo I: pertenece el 57 % de las
cepas tipificadas.

Grupo II: pertenece el 15 % de las
cepas tipificadas.

Grupo III: pertenece el 18 % de
las cepas tipificadas.

Grupo misceldneo: pertenece el
10 % de las cepas tipificadas.

Hay cepas con idéntico espectro
litico que se aislaron durante todo
el tiempo que duréd el muestreo, por
lo que las consideramos como inte-
grantes de la flora endémica de nues-
tro Hospital. Otras por el contrario,
sélo se aislaron en unos pocos ca-
sos y durante un periodo de tiempo
corto, por lo que las creemos infec-
ciones independientes y fugaces.

Entre las endémicas del Grupo I,
cabe destacar las que hemos de-
nominado respectivamente CHMA,
CHMA 1 y CHMB y que poseen el
siguiente fagotipo a la dosis de ru-
tina.

CHMA (12,5 % del total): 52 4 + /
8144+ /29+ / 79+ /8 «+/
6+ /75 +.

CHMA 1 (7,5 % del total): 52 4+ + /
80 ++ / 81 4++ / 52A +.

CHMB (15 % del total): 80 + +.

Entre las endémicas del Grupo II,
la CHMG con el fagotipo 3A 4+ + /
3C++ / 71 +, también a la DTR
(10 % total).

Ni en el grupo III, ni en el Mis-
celaneo, hemos incluido ninguno.
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Intentamos traducir toda esta ne-
bulosa teorizante y numérica en he-
chos concretos y reacciones practi-
cas, que es lo que interesa.

Introduciendo los datos obteni-
dos en el cuadro epidemioldgico del
Hospital, hemos llegado a conside-
rar cuatro puntos, veamos cudles
son, v como hemos actuado ante
ellos.

Punto 1. ——Hay una gran relacién
entre el fagotipo de Staphylococcus
aureus aislados de pacientes con he-
ridas infectadas que han estado en-
camados en una misma habitacién,
aunque haya un lapso de tiempo de
unas semanas entre la estancia de
unos y otros. Esto demuestra una
contaminacién ambiental. Nuestra
actuacién en este caso ha consistido
en precintar durante unos dias la
sala y efectuar desinfecciones dia-
rias por métodos gaseosos y por de-
sinfectantes liquidos en suelo y pa-
redes.

Punto I1. — Observamos el mismo
fagotipo en Staphylococcus aislados
de infecciones producidas en uno
de los pisos, y en el aislado de una
enfermera que era portadora nasal.
Aqui se nos presenté el dilema de
la génesis del huevo y la gallina,
¢quién fue primero?, ¢quién intro-
dujo la cepa en el Hospital?, ¢la en-
fermera?, o bien ésta se contaminé
con alguno de los pacientes; esto
no lo sabemos, ni tampoco pudimos
actuar, pues al conocer la suscepti-
bilidad de las cepas a los fagos, la
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citada enfermera hacia dos meses
que habia dejado de trabajar en el
Hospital por motivos familiares.

Punto III.— Constatamos que se
infectaban muchas de las operacio-
nes traumatolégicas efectuadas por
un mismo especialista. De la mayo-
ria de los infectados se aislé Staphy-
lococcus aureus con un mismo fago-
tipo. Comprobamos también que el
médico era portador nasal y aunque
todavia no hemos podido analizar
su fagotipo, sospechamos casi con
seguridad que se trata del mismo.
Realizamos un estudio de sensibili-
dad del germen a los antibidticos y
se efectud el oportuno tratamiento
del clinico.

Punto IV.—La eficacia de la tipi-
ficacién por fagos se puso una vez
mas de manifiesto en el siguiente
caso. Hacia mediados de abril del
afio pasado ingresaron en nuestro
Centro Hospitalario, mas de veinte
personas con sintomas de intoxica-
cién alimentario, que tenfan como
factor comun el haber ingerido las
tipicas monas de Pascua, fabricadas
en una pasteleria de la localidad.
A todos los pacientes se les practi-
c6 coprocultivo, y en todos los casos
a excepcién de uno aislamos Staphy-
lococcus aureus.

Familiares de los intoxicados nos
suministraron pedazos de los paste-
les que motivaron la intoxicacién.
De ellos aislamos tres cepas de Sta-
phylococcus aureus.
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Nos llevamos las estirpes aisladas
al Laboratorio Central de Salud Pu-
blica de Londres y efectuamos el
conveniente estudio de lisotipia.

Por fagotipo pudimos comprobar
la estricta correlacién de una de las
tres cepas aisladas de los pasteles
con las aisladas de heces.

Las otras dos cepas a pesar de
pertenecer a la especie aureus, no
habian intervenido en la intoxica-
cién, pues no eran productoras de
enterotoxina.

En nuestro estudio, no hemos en-
contrado relacién entre el fagotipo
y la resistencia especifica a ciertos
antibidticos (Penicilina, Cloxacilina,
etcétera), probablemente debido a la
poca extensiéon de nuestra casuis-
tica.

El otro gran problema bacteriano
de toda Residencia Sanitaria es Pseu-
domonas aeruginosa. El encuadre
de dicha especie en distintos grupos
se realiza por reacciones de aglutina-
cidn seguin antigenos somaticos o por
piocianotipia, si bien esta ultima
pruecba tiene poco valor debido a
su gran subjetividad, es por esto,

Vol. LVII-N." 248

que actualmente se csta sustituyen-
do por la fagotipia que se efectua a
la par con las aglutinaciones soma-
ticas.

Afortunadamente nuestro Hospi-
tal es muy joven (7 afios de funcio-
namiento), y «todavia» estas infec-
ciones representan una seria preo-
cupacién. Estuvimos tratando el te-
ma con el Dr. Pitt en Colindale, pero
el escaso nimero de cepas aisladas
no nos permite efectuar ninguna con-
clusién. ‘

El método de tipificacién de Pseu-
domonas por bacteriéfagos es pa-
recido al que se sigue para los Sta-
phylococcus, por lo que omiticos re-
petirlo.

Podriamos concluir afadiendo que
aunque estas técnicas modernas, co-
mo el tipaje por fagos ayuden en
los estudios epidemiolégicos y por
lo tanto en la profilaxis intrahospi-
talaria, de poco servirdn si hemos
olvidado las més elementales reglas
del comportamiento sanitario, es de-
cir, si no van precedidas de una co-
rrecta higiene personal y de las mas
extremadas condiciones de asepsia.



