LA LISOTIPIA. DESCOBERTA D'UN NOU LISOTIP
DEL B. D’EBERTH A BARCELONA

Comunicacié presentada el dia 18 de febrer de 1964 pel doctor

J. VIDAL TORT

Diplomat en Bacteriologia a I'Institut Pasteur de Paris



L Introduccié. — Es innegable la utilitat del diagnostic bacteriologic
en els estudis epidemiologics. s evident que la primera qiiestié que es posa
quan es presenta, per exemple, un brot de febre tifoidea ¢s d’establir si
aquesta malaltia ¢s deguda al bacil tific veritable o a una altra salmo-
nella. Per consegiient, en I'epidemiologia d'una regi¢ s’ha de separar curo-
sament allo que és degut a un germen d’alld que és degut a d’altres. Aques-
ta discriminacié ¢és el punt de partida de tota enquesta epidemiologica.
Evidentment, cal excloure tota filiacié entre casos deguts al bacil tific
i cls deguts al paratifus B. Al contrari, hom podra pensar en la possi-
bilitat de relaci6 entre els casos de febre deguda al bacil tific presentats
en una regid, i igualment entre els casos de febre produida pel parati-
fus B, etc.

Imaginem que una determinada especie bacteriana es pogués dividir
en diferents varietats estables i facils de reconeixer. El diagnostic de la
varietat o les varietats presents tindra per a I'epidemioleg un interes tan
gran com el diagnostic de I'especie. En I'estudi epidemiologic d’una regié
les diferents varietats trobades indicaran com a minim un nombre igual
de distintes fonts de contaminacié. A més, hom podra determinar quins son
els casos en que es pugui pensar en una filiacié, si no segura, almenys
possible (casos pertanyents a una mateixa varietat) i aquells en qué cal
excloure tota relacié (els pertanyents a varietats distintes).

Els diferents procediments de subdivisié basats en caracteristiques de
cultiu, bioquimiques o serologiques assajades en certes especies bacterianes
(b. d’Eberth, paratifus, etc.) no aconsegueixen resultats practics aprecia-
bles. Aixi, per a fins epidemiologics especialment, ha semblat interessant
de cercar altres procediments de subdivisi¢ d’aquestes especies.

Aixo ha estat aconseguit utilitzant l'extraordinaria diversitat d’acci6
dels bacteriofags. El procediment que consisteix a subdividir una especie
bacteriana mitjangant la seva sensibilitat als bacteriofags ¢s la denominada
lisotipia (Phage typing dels autors anglesos).

II.  La lisotipia. — Si diferents cultius d'una mateixa especie bacteria-

na es posen en contacte amb un bacteriofag apropiat, hom comprova ge-
neralment que certs cultius sén molt sensibles a aquest bacteriofag, mentre
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que d'altres ho séon molt poc, o hi sén completament refractaris.

Per mitja d'un sol bacteriofag, els cultius de I'especie examinada es
podrien, per tant, dividir en dos grups: el grup dels cultius sensibles i el
dels refractaris. Es compren facilment que si hom utilitza, no pas un sol
bacteriofag, sind diversos, posseint cada un la seva gamma d’activitat pro-
pia, la possibilitat de divisio de I'especie en diversos grups sera molt mdés
amplia.

La utilitzacié d’aquesta varietat de sensibilitats als bacteriofags entre
les diverses soques d’'una mateixa especie bacteriana per a dividir-les en
diferents subvarietats, és el fonament de la lisotipia, i les varietats aixi
individualitzades son els denominats lisotips.

Técnica de la lisotipia. — Generalment, I'acci dels diferents bacterio-
fags es posa de manifest sobre un cultiu en medi solid. D'una manera
habitual s'utilitza ’agar ordinari en plaques de Petri. Sobre cada placa
s'assenyalen diferents espais destinats a rebre els bacteriofags, i s’utilitzen
per a cada cultiu un nombre variable de plaques segons els bacteriofags
en joc. Hom sembra cada placa per extensi6 sobre tota la superficie, amb
un cultiu en medi liquid (4-5 gotes sén suficients), i una vegada tot el
liquid absorbit, es dipositen en cada espai numerat les gotes del bacterio-
fags a utilitzar. Les plaques son incubades a 'estufa, i la lectura es rea-
litza després d’un temps variable, generalment entre 8 i 18 hores. L'acci6
de cada bacteriofag serd demostrada per una lisi més o menys intensa
del cultiu.

Un determinat cultiu mostrara una certa imaltge de reaccié als bacle-
riofags. D’'altres cultius podran presentar la mateixa imatge: seran del
mateix lisotip, o bé una imatge diferent; pertanyeran a lisotips diferents.

Interés de la lisolipia. — L'interes de la lisotipia ¢s multiple. En primer
lloc, és un metode que pot rendir grans serveis en epidemiologia, tant en
el pla regional, per a determinar la relaci¢ entre diverses fonts d'infeccio,
la unicitat o multiplicitat d’aquestes, el control de portadors de gérmens,
etcetera, com en el pla mundial, en que I'estudi bacteriofagic del bacil
tific i dels paratifics, per exemple, en diversos paisos ha demostrat que,
si bé les infeccions tifoparatifiques son clinicament homogenies a tot el
mon, els gérmens que les provoquen son molt sovint netament diferents
per llurs caracters lisotipics. Aixi s’han identificat des dels lisotips total-
ment o parcialment ubiqiiitaris als caracteristics d’'una regié o patfs.

D’altra banda, la lisotipia ofereix un gran interes teoric. Ens permet
d’estudiar les raons de la sensibilitat o resistencia de les bacteries, el paper
determinant en aquest fenomen de certs bacteriofags, etc. Enunciem sim-
plement aquestes qiiestions que sobrepassen els limits d’aquest treball.
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(S

III. La lisotipia del b. d’Eberth. — Existeixen lisotips per a nombroses
especies bacterianes: estafilococ, piocianic, S. typhi murium, E. coli GEI,
paratifus A, paratifus B, etc., pero la més ben estudiada en l'actualitat i la
que déna resultats més precisos i utils per a I'epidemiologia ¢és sens dubte
la lisotipia de la S. typhi, realitzada seguint la teécnica descrita per CRAI-
GIE i FELIX.

Abans del treballs dels autors citats, les temptatives de la lisotipia del
bacil tific no havien estat gaire prometedores mentre foren utilitzats bac-
teriofags de procedéncia indeterminada. Pero la situacié varia totalment
en utilitzar preparacions diversament adaptades del bacteriofag Vi II (bac-
teriofag aillat entre els bacteriofags Vi, ¢s a dir, que son solament actius
en presencia d’aquest antigen, i que s’ha mostrat dotat d’una gran capa-
citat d’adaptacio).

Adaptantlo sobre un gran nombre de cultius de S. typhi CRAIGIE i
YEN, en 1938, obtingueren en principi 18 lisotips diferents. El 1947, CRAI-
GIE i FiLIX augmentaren aquest nombre fins a 24, i el 1953, a 33. La taula
publicada el 1955 en conté 44 (Taula I), i en l'actualitat la lisotipia del
b. d’Eberth comporta més de 6o varietats distintes.

Per altra part, un cert nombre de cultius Vi positius no sén sensibles
a cap dels bacteridfags adaptats del Vi II, perd ho sén als bacteriofags
Vil o Vi IV o tots dos. Aquests cultius formen el grup I + 1V, que
conté probablement alguns lisotips per als quals no s’han obtingut encara
preparacions adaptades del bacteriofag Vi II. En epidemiologia, el grup
I + IV rendeix el mateix servei que un lisotip veritable.

La sensibilitat dels diferents lisotips als bacteriofags homolegs o hete-
rolegs ¢és molt variable; existeixen des dels que sén d’una especificitat ex-
trema fins als que, ultra donar reaccions enfront dels bacteridfags especi-
fics, ho fan amb tots o gaireb¢ tots els bacteriofags heterolegs. En aquests
casos el diagnostic del lisotip ¢s molt dificil.

Aquests cultius son molt proxims als que FELIX va denominar «no
caracteritzables. Vi degradats». Aquest terme, no gaire afortunat, sembla
indicar una degradacio en valor antigénic, quan en realitat vol significar
«cultius degradats en la resistencia als bacteriofags heterolegsy. Ha estat
proposat (NICOLLE) per a aquests cultius el terme «alienosensible», que
n’expressa bé el significat. Un germen alienosensible ¢s, per tant, el que
reacciona enfront dels bacteriofags heterolegs amb tanta intensitat, que
impedeix un diagnostic cert.

Com indicavem en parlar de l'epidemiologia, la distribucié dels liso-
tips des del punt de vista geografic presenta diferencies considerables. De-
terminats lisotips son parcialment o totalment ubiqiaris: A1, Bi, Bg,
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C1, D1, D4, Ei1a, F1, N, O, T, 28, 29, I + IV, i el grup dels alienosen-
sibles.

Tavra 11
|
1954 \ 1955 ‘ 1956 ‘ 1957 Total
| |

A 14 14 10 ‘ 4 42
B2 3 1 1 4
Gy 13 5 6 1 4 28
C, (30) 1 \ !
Dl 3 ' 1 4
D, 1 1
Dg 1 1
E, 24 28 8 5 6o
K, 1 2 | 5 8
G 1 2 1 4
2 6 2 3 4 15
'l‘ 1 8 9
20 2 1 3
I + IV 4 3 1 4 12
S. typhi (Vi-) 7 | 7
n.c. (Vi deg.) 14 23 ‘ 18 4 59

95 5 | 56 32 258

D’altres, en canvi, no es troben habitualment siné a certes regions:
Dz a Indonesia; Eib, Alemanya; Ez, Indonesia; E4, Canada; C4, ex AOF;
D6, Asia i Africa; G, molt rar a Europa (alguns casos observats a Barce-
lona), habitual dels paisos de I'Ocea Indic i d’Extrem Orient; L1 i Le,
Africa del Nord (Marroc); M, Extrem Orient i America del Sud; 25, In-
donesia; 26, America, etc.

Assenyalem novament l'interes que presenta aquest estudi des del punt
de vista epidemiologic mundial.

Limits de la lisotipia ¢ millores possibles. — Quan en una regié el nom-
bre de lisotips presents ¢s molt petit, o certs d'ells predominen en una
gran majoria, ¢s evident que l'eficacia de la lisotipia queda molt limitada.
Aixi, hom ha intentat de subdividir els lisotips més freqiients per tal
d’augmentar les possibilitats del metode. Per al bacil tific shan aprofitat
certes propietats bioquimiques, subdividint-se en la practica en dues va-
rietats: varietat I, que fermenta la xilosa, i varietat II, que no 'ataca.

La combinacié de la quimiotipia i la lisotipia permet, per tant, d’am-
pliar les possibilitats de classificaci¢ amb la divisié binaria de certs lisotips.

Diversos autors han proposat diferents lisotipies complementaries uti-
litzant d’altres bacteriofags. Aquests metodes es troben en estudi, i hom
pot esperar-ne que puguin complementar d’'una manera efica¢ la tecnica
de CRAIGIE i FELIX.

16



UN NOU LISOTIP DEL B. D'EBERTH 7

IV.  La lisotipia del b. d’Eberth a Barcelona. — De 1954 a 1957 han
estat examinats al Centre de Lisotipia de I'Institut Pasteur de Paris, 258 cul-
tius de S. typhi procedents de Barcelona. La distribucié per anys i varietats
és indicada a la taula II, i el percentatge dels lisotips identificats, a la
taula I1I. L’estudi bioquimic ¢és assenyalat a la taula IV,

Tavra 111
L, 23,25 ‘% Vi- 271
n.c (Vi d.) 22,86 B, 1,55
A 16,27 D, 1,55
C, 10,85 G 1,55
N 5,81 29 1,16
+ 1V 4,65 Cy (30) 0,38
T 3,48 D, 0,38
E, 3,10 Dy 0,38
Dels resultats obtinguts destaquen els fets segiients:
Diversitat de lisotips. — Sense ésser extraordinariament abundant, hom

ha observat una varietat de lisotips relativament amplia, cosa, d’altra
banda, facilment explicable per la situacié de Barcelona i el seu trafic
constant.

Tavra IV
1954 1955 1956 1957 Total
’ I I I o I II T 11 I I
| | |
A | 12 2 12 2 71 3 3 1 34 8
B, ' 3 f ! i
Gy l 13 } 6 | 4 28
C, (30) | 1 5 [ \ 1
D, | 3 | | 1 4
D, ‘ 1 | 1
Dy J v " 1
E, | 23 12 8 5 59 1
E, ’ 1 ‘ 2 ! 4 4 1 7 1
G | 1 2 ‘ L 4 |
N | 3 ‘ 3 i 1 2 4 9 6
T a 8 | 9 2
29 | 1 2 1 1 2
I + 1V ‘ 4 | 3 1| 4 | 12
S. typhi (Vi) | 7 | 7
ne (Videg)| 6 | 8 |12 | 11 8 ] 10 1 8 | 27 | 32
76 19 | 61 14 | 41 15 | 26 6 |204 56
Abundancia de cultius n. c. (Vi deg). — ¥Es curios el fet que a Espanya,

a I'igual dels paisos arabs i en particular als de la zona mediterrania, s'iden-
tifiqui un percentatge elevat de cultius alienosensibles.

-
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Fregiiéncia dels lisotips. — Els més freqiients son els de distribuci6
ubiqiiitaria i que es troben també als altres paisos d’Europa. En proporcié
menor han estat identificats lisotips no habituals al nostre continent, i ¢s
interessant d’assenyalar la relativa freqiiencia —g,10 9,— del lisotip E4
trobat fins ara gairebé exclusivament a I'’America del Nord, i la presencia
d’alguns cultius del lisotip G, habitual dels paisos de 'Ocea Indic i molt
rar a Europa. En petita proporcié s’han identificat d’altres lisotips exotics
(30, D6).

Descoberta d'un nou lisotip. — Ultra els lisotips assenyalats anterior-
ment, s’han aillat alguns cultius de S. typhi no pertanyents a cap lisotip
conegut anteriorment.

L’adaptacio del bacteriofag Vi II a aquests gérmens ha permes la
identificacié d’un lisotip nou, acceptat internacionalment el 1960 com el
lisotip 46 (Ni1coLLE, VIDAL-TORT i BrauLT).



