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ORIGEN DE LES DIASTASES BACTERIOLfTIQUES

En una serie de treballs publicats, llur majoria en

els cinc anys primers d'aquest segle, he demostrat que

les cel•lules de tots els teixits a l'estat soluble lliuren

diastases que ataquen les bacteries amb mes o menys

energia segons el teixit d'on provenen i segons 1'especie

atacada (1). Per be que aquests treballs fossin multi-

plicats i de facil control, passaven gairebe inadvertits.

En efecte, hom creia aleshores com article de fe que

I nicament els polinuclears hematics podien rendir aquest

especial genere de diastases. Es poden recomptar encara

els experimentadors que realitzen aquesta prova : entre

ells n'hi hague almenys un que, en 1908, publica els fets

apropiant-se'ls, sense que, d'altra part, obtingues mes

exit que el que nosaltres haviem assolit precedentment.

Per tal de situar les noves recerques que nosaltres

havem empres mes recentment (1920) sobre aquesta
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materia, i de les quals havem donat compte a la Socie-
tat de Biologia (1921) en quatre successives comunica-
cions, precisa de fer memdria, en un resum molt breu,
dels nostres antics treballs.

Les glandules tiroides de bou, molto o porc, previa-
ment tallades, premsades despres, proporcionen un suc
que, un cop filtrat, net i transparent, es conserva amb
1'addici6 de fluorur sodic a fabric de faire i de la llum.
Si a to cc. d'aquest liquid s'afegeix el raspat d'un cultiu
recent de B. anthracis sobre gelosa, a la temperatura
de 40°, s'observa, passades 24 hores, que una gran part
de les masses bacil-lars estan en ple perfode de fusio i
al cap de dos dies han desaparegut quasi completament:
resta un residu amorf de color gris i de consistencia mu-
cilaginosa que precipita al fons del tub i es dissol amb
solucions febles de sosa o de potassa. Tractant les pre-
paracions pel metode de Gram, s'observa que, mentre
les unes son descolorades per l'alcohol, les altres conser-
ven encara la coloracio llur : a una fase mes avancada
del proces sols s'arriben a tenyir algunes granulations.
La fusio comenca per punts isolats de vacuolitzacio,
que s'engrandeixen progressivament, fins que es reune-
xen, convertint aixi el filament en una ombra del que
era abans. Quan el suc tiroida no filtra, i quan resta
molt espes o be quan se l'escalfa a 5o° durant deu minuts,
la seva difusibilitat sembla que disminueixi; no penetra
el bloc bacteria, atacant unicament la superficie de con-
tacte, damunt la qual es formen membranes transparents,
de variades dimensions, a voltes desmesurades, que resis-
teixen els colorants. Evaporant lentament a l'estufa
1'aigua que contenen, fixant i colorant la preparacio,
horn remarca que les bacteries son mes agudes.

Ultra el B. anthracis, el suc tiroidia ataca moltes
altres especies de bacteries. Sobre el vibrio coleric
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exerceix una accio mes rapida que l'obtinguda en el

fenomen de Pfeiffer. Basta de filtrar entre el cubre i

portaobjectes una gota d'aquest suc per a observar,

quan arriba al camp on s'encamina, la immobilitzacio

instantania dels bacils, Ilur transformacio esferoidal o

globular i llur fusio completa poc despres.

El suc de la earn es prepara com el precedent. La

seva accio litica sobre grans masses de B. anthracis i sobre

altres especies es evident, encara que menys energica.

Els teixits que, corn el teixit esplenic, 1'hepatic, el

renal, etc., no donen suc per premsacio, son tractats,

per a obtenir extrets actius, de la manera seguent. Se'ls

talla a bocins (del ronyo se n'utilitza solament la subs-

tancia cortical), se'ls tritura al morter amb sorra fina

fins a reduir-los a pasta, s'hi ajunta el triple o el qua-

druple de llur pes d'aigua saturada de fluorur de sodi,

es decanta, es filtra el liquid de la maceracio, i es recull

en els meus tubs d'anaerbbics (simple modificacio del

tub de Buchner) (i). S'afegeix a la part superior tres

o quatre centimetres cilbics d'una solucio forta d'acid

pirogal•lic i una petita quantitat de potassa, i es tapa

amb un tap de goma. Si hem assaja la potencia litica

de cada un d'aquests extrets sobre el B. anthracis, s'ob-

serva que entre certs limits es comparable a la dels sucs

de carn i de tiroides; tambe, aixf mateix, sobre altres

especies bacterianes. El raspat precedent d'un tub

d'agar sembrat la vigilia es dissolt en 1'espai de 24 a

48 hores. Resten, per tant, alguns bacils, relativament

poc nombrosos, que semblen refractaris a llur accio,

ja que no solament conserven llurs propietats tintorials,

sing que no experimenten cap deformacio.

Els ganglis limfatics, ni ben triturats, deixen tampoc

diastases en l'aigua de maceracio. Perb si en condi-

cions anaerbbiques se'ls deixa a l'estufa aproximadament
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un mes, sense que l'aigua hagi perdut la seva transpa-
rencia natural, ella es mostra activa davant el B. an-
thracis. La polpa de substancia nerviosa no cedeix pas
diastases a l'aigua de maceracio, per prolongada que
aquesta sigui.

En resum, en els nostres primers treballs havem
pogut constatar, pels procediments sobreindicats, la pre-
sencia de diastases que ataquen el B. anthracis en els
sucs obtinguts per mitja de la premsacio (carp i cos
tiroides) i en les maceracions de la substancia cortical
del ronyo, del fetge, de la melsa, dels pulmons, dels gan-
glis linfatics i de la mucosa intestinal. Com que es molt
dificil de realitzar asepticament aquestes operacions,
havem assajat un gran nombre d'antiseptics per fer-les
practiques i facilment controlables. Entre aquests el que
millor resultat ens ha donat es el fluorur de sodi. En fi,
no es deu pas oblidar que les diastases obtingudes amb el s
nostres extrets cel•lulars son sensibles a 1'acci6 de faire:
per tant deuen conservar-se en mitja sense oxigen.

Temps despres de la publicacio d'aquests treballs,
Jobling demostra que les propietats antitripsiques del
serum depenen de la quantitat d'acids grassos no satu-
rats i de sabons que conte. Tractant-la amb cloroform
s'observa que la tripsina recobra la seva activitat, com
la recobren les leucoproteases que ataquen les bacteries.
Si, d'altra part, els acids grassos de les bacteries son
primerament tractats pel cloroform, hom constata igual-
ment que son mes facilment atacades pel serum.

La descoberta de Jobling ens suggeri la idea que,
tractant els acids grassos de les nostres maceracions
cel•lulars com els del serum, augmentariem tambe llur
potencia bacteriolitica. Practicarem 1'assaig amb suc
de carp, observant que 1'addici6 de cloroform la pertor-
bava i determinava precipitacions que anul•len o dismi-
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nueixen l ' acci6 dels seus ferments sobre el B. anthracis.

Assajarem de seguida amb d ' altres maceracions, i els

resultats foren analegs. Descoratjats per aquest fracas,

encaminarem les coses en un altre sentit per demostrar

en les nostres maceracions la tesi mateixa que Jobling

havia demostrat relativament al serum. El procediment

adoptat a la fi com a mes practic i mes demostratiu fou

el seguent . L'brgan recentment extret de 1'animal ( fetge,

melsa, pulm6, etc.), triturat al morter, es deshidratat

per mitja de l'acetona : es filtra, es desseca en el buit,

i despres es polvoritza finament. i gr. de p6lvor es

incorporat a 20 cc. d'aigua salada a i : Zoo amb 40 0 50

gotes de cloroform. S'agita fortament durant quinze

minuts, i es transporta a l'estufa a 40°, on la barreja

resta dotze bores. Hom repeteix la mateixa operaci6

en un altre tub sense cloroform que serveix de testimoni.

Despres d'aquest temps , se centrifuga i es decanten els

dos tubs o simplement es filtra : del primer se n'obte

un extret net i transparent com 1'aigua clara , molt actiu

sobre el B. anthraces i les altres especies ; del segon un

liquid gairebe sempre inactiu. L'alliberament de les

diastases cel•lulars sota l'acci6 del cloroform apar assolir

el seu maximum al cap de dotze bores : si hom assaja

1'extret d'una hora, s'adona que, passat aquest temps,

la seva potencia bacteriolitica decreix fins a desapareixer

completament.

Aquest es el nostre procediment per a obtenir els

nostres extrets de ferments cel•lulars, que es mostren

actius sobre un gran nombre d'especies, per be que nos-

altres l'assagem preferentment sobre el B. anthraci. L'ac-

tivitat llur no es pas menys evident quan hom els fa

actuar sobre un gran nombre de compostos quimics,

dels quals deixarem de banda l'estudi per no separar-nos

de l'objecte principal d'aquest treball . L'unica excepci6
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que fem a aquest punt de vista es per al glucogen, tota
vegada que la diastasa que 1'hidrolitza es conmuna a
tots els teixits i es tan energica en 1extret de pancreas
que liquida facilment 1'engrut de mido. Ens abstenim
d'assenyalar aqui el que havem observat en altres subs-
tancies per donar mes unitat al nostre treball.

Leucolisines. - L'activitat de les leucolisines obtin-
gudes pel metode de Buchner o les maceracions salines
i el metode de Bengou, que es indubtablement el que
dona mes gran rendiment, es inferior a la que havem
obtingut amb el pus o els exudats pleurals o peritoneals.

Provoquem un absces al baix-ventre dels gossos.
Quan la supuracio es manifesta, hom recull el pus i el
renta tres vegades seguides. Hom deshidrata de seguida
per mitja de 1'acetona, filtra i desseca al buit, despres
polvoritza. S'incorpora i gr. de polvor a 20 cc. d'aigua
salada amb 50 gotes o mes de cloroform, es tapa, s'agita
fortament i es transporta a 1'estufa durant dotze hores.
Es centrifuga i es decanta o be es filtra i s'assaja la
potencia amilolitica de 1'extret sobre el glucogen i la
seva potencia bacteriolitica sobre el B. anthraces.

Accio amilolitica. - i cc. de glucogen a i : zoo mes
i cc. d'extret : hidrolisi completa al cap de 24 hores.

Accio bacteriolitica. - Per a mesurar la potencia
bacteriolitica de 1'extret, no ens servim pas de la nume-
racio de les colonies. Aquest metode es excellent per a
demostrar aquest poder, pero no per a fixar-ne la mesu-
ra. Precisa de pesar els bacils que 1'extret digereix en
una unitat de temps. Bengou tingue la mateixa idea
per a evaluar la potencia del seu extret. Nosaltres pesem
colonies d'un tub de gelosa molt nutritiu, de calibre



Treballs de la Socielat de Biologia. 1923 799

mitja, la superficie del qual, inclinada, ha estat sembra-

da de B. anthracis 24 hores abans, per tal d'evitar la

seva esporulaci6 : ens dona 122 milligrams. 224 milli-

grams de cultiu fresc provinent dels dos tubs son diluits

en 20 cc. d'aigua salada, a la qual s'ajunta i cc. d'extret.

A 40° la disminucio dels germens es remarcable en les

preparacions al cap de sis bores : llur fusio es completa

despres de vuit; nomes alguns bacils molt rars semblen

resistir l'acci6 de les diastases. El liquid no es pertorba

pas durant el periode de la fusio dels germens, els quals

formen una mena de nuvol que precipita lentament i es

dissol per la sosa. L'extret apar filtrar-se pel bloc ba-

cillar en la seva totalitat : no forma mai a la superficie

les membranes transparents de les quals havem parlat

a propbsit de les maceracions d'alguns teixits. La fusio

comenca per petites zones vacuolades que s'engrandeixen

fins a la fusio del bloc. El Gram continua positiu al

comenc d'aquesta vacuolitzacio : perque esdevingui ne-

gatiu precisa que el basil arribi a un cert grau de des-

integracio, i encara es possible que a l'accio de l'alcohol

retingui la color en certes zones menys desintegrades.

Si, despres d'haver diluit els bacils en aigua salada,

hom els fa bullir i quan esdevenen freds hi afegeix extret,

observa que les leucolisines no els ataquen : sembla

que s'hagi fet dificil llur fixacio damunt el bloc. Perb

si es perllonga aquesta ebullicio trenta minuts i mes,

llur dissolucio esdeve facil.

Les masses bacil•lars tractades primerament pel

cloroform, seguint en aquest punt les indicacions de

Jobling, son dissoltes per les leucolisines en menys de

la meitat del temps emprat en llur dissoluci6 natural.

Les espores madures no son atacades sing despres d'aquest

tractament. Quan l'esporulaci6 comenca en les unitats

del filament, son mes sensibles a 1'acci6 diastasica : a
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una face mes avancada resisteixen millor, i quan estan
Iliures son indemnes.

Les leucolisines de 1'extret son actives sobre un
gran nombre d'especies. Nosaltres n'havem comprovat
els efectes sobre 1'estafilococ i 1'estyeptococ, sobre el bacil
tifis i el vi brio coleric. Les granulacions dels primers
perden el Gram mes rapidament que el B. anthracis,
i es vacuolitzen tambe mes activament. Per avancada
que sigui aquesta vacuolitzacio, s'observa que, sembrant-
les sobre plaques, es regeneren com si no haguessin arribat
a un perfode de completa dissolucio : passa el mateix
amb els bacils carbunculosos. Repetint, amb pacien-
cia, diverses vegades 1'experiment, s'arriba a concloure:
mentre resti un fragment cellular, ell es suficient per a
generar la unitat morfolbgica, transportant-lo a un mitja
apropiat.

Amb el bacil tifis i el vi brio coleric s'observa que,
sota 1'acci6 d'aquestes diastases i d'algunes altres, els
flagells son atacats vivament; cosa que explica llur mo-
mentania immobilitat. Acaben per desapareixer com-
pletament per la fluidificacio progressiva de la substancia
bacillar sense que els vibrions acusin la transformacio
globular que havem vist que sofrien a l'accio del suc
tiroidia. D'aquesta darrera especie es pot afirmar que
es de les mes sensibles a l'accio dels extrets.

Els extrets obtinguts amb els exudats pleurals o
peritoneals provocats pels procediments usuals son mes
actius que els del pus.

Extyaccio dels ferments de la cam. - Es procedeix

de la mateixa manera que per a 1'extracci6 de les leuco-
lisines. La carp que ens ha donat millors resultats es
la de molto sacrificat recentment. Es talla curosament,
es tracta per l'acetona i es polvoritza. Despres d'haver
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posat i gr. d'aquests polvors en 20 cc. d'aigua salada

i 5o gotes de cloroform, i i gr. en un altre tub testimoni

sense cloroform, horn mante el tot a 40° durant dotze

bores : despres centrifuga i decanta, o be filtra i assaja

simultaniament llur accio amilolitica sobre el glucogen.

Tub amb cloroform. - i cc. de glucogen a i : ioo

i i cc. d'extret : hidrolisi total en menys de sis bores.

Tub testimoni. - Resultats iguals al precedent.

Accio bacteyiolitica. - A i cc. d'extracte addicionat

a 20 d'aigua salada es barreja el raspat de dos tubs d'agar

sembrada la vigilia amb B. anthracis de pes 244 milli-

grams. Despres de sis bores, 1'examen microscopic de-

mostra clarament que els bacils son atacats de forma

igual a la descrita precedentment per a les leucolisines,

i que un gran nombre d'ells ban desaparegut ja quasi

completament. Al cap de 8 0 9 bores la dissolucib es

completa, llevat per a un cert nombre de germens resis-

tents, la proporcio dels quals pot calcular-se aproximada-

ment entre un i dos milions. Aquests germens no son

dissolts aixi quan es dobla o triplica la quantitat

d'extret a.ctiu.

Tub testimoni. - S'afegeix a aquest tub una petita

quantitat de fluorur de sodi. Es constata tambe la seva

accio bacteriolitica sobre el B. anthracis, pero amb menys

d'energia que en el precedent. Alguns bacils es presen-

ten granulosos al cap de dotze bores o rodejats d'una

membrana transparent, que esdeve mes visible quan es

tenyeix de negre el fons de la preparacio. La degeneracio

granulosa s'accentua un poc mes despres de 24 bores,

passades les quals resta estacionaria. L'accio favorable

6
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del cloroform en 1'alliberament de diastases es extraordi-

nariament evident mitjancant 1'examen comparatiu dels

efectes que determinen sobre cada un dels tubs. La

carp de molto lliura ferments extractius quan se la tracta

poc despres d'haver-se sacrificat l'animal : en plena ri-

gidesa cadaverica els resultats no son tan clars. Tam-

poc no ho son tant en la carp de bou , vaca i colom; la

de gos no dona extret actiu : la del conill molt dificilment.

Ignorem en quines condicions les earns cedeixen la mes

gran quantitat de diastases en 1'aigua salada sota 1'acci6

del cloroform , i en aquest punt ens es forcat de procedir

empfricament.

Extraccio de ferment de la substancia nerviosa. - A

la primeria dels nostres treballs, la maceracio de la polpa

nerviosa en 1'aigua salada no ens donava resultats

convincents per temps que la prolonguessim; peril quan

i gr. de polvor d'aquesta substancia es macerat amb

1'addici6 de cloroform, i en 1'ordre de condicions ja des-

crites, rendeix un extret molt actiu . Els nostres assaigs

els havem realitzat amb cervells de gos.

Accio anrilolitica . - i cc. d'extret hidrolitza en menys
de dues hores o,oi de glucogen.

Accio bacteriolitica . - Es, en aquestes condicions,
gairebe igual a la de 1'extret de carp . En 8 o 9 hores
dissol els cultius de dos tubs , sembrats de B. anthracis.

'L'enorme quantitat de lipoides que conte la subs-

tancia nerviosa ens ha obligat a forcar la dosi de cloro-

form fins al 40 i 50 per roo, associant a la seva accio la

de 1'eter sulfuric . En dos series paral • leles de tubs pre-

parats amb i gr. de polvors i 20 cc. d'aigua salada, es

nota la influencia que aquesta associacio exerceix sobre
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la riquesa diastatica de 1'extret. Mentre que, amb els

tubs que contenen 50 gotes de cloroform, s'obtenen els

efectes indicats, amb els que contenen 50 per ioo de

cloroform i 6 per zoo d'eter s'observa que 1'acci6 bacte-

riolitica es mes energica.

Despres de dues hores es constata que un gran nombre

de bacils son atacats, i que les masses de cultiu que no

han estat diluides lliurement en 1'aigua han esdevingut

dissoltes en gran part i llur lisi es completa despres de

sis hores. El nombre de bacils resistents es inferior al

que resta amb 1'extret de earn. Aquests fenomens s'ac-

centuen encara mes quan hom exhaureix els principis

greixosos que formen part de la substancia nerviosa.

La polpa cerebral fresca de gos addicionada de cloroform

al 40 per zoo lliura a l'aigua salada, on hi es macerada

a la temperatura de 40°, diastases la potencia bacterio-

litica i amilolitica, de les quals no es manifesta tambe

sing en els extrets en polvor. Si a la maceracio hom

hi associa eter sulfuric al 4 per ioo, 1'acci6 d'aquestes

diastases es reforcada, com en el cas precedent. Centri-

fugant la maceracio de la polpa fresca, no s'obte pas un

extret liquid com amb la maceracio de polvor, sine

un extret d'aspecte gelatines que forma precipitat al

cap de 24 hores.

Extraccid dels ferments dels pancyeas. - Amb els

polvors de la glandula pancreatica del gos, del molto

i del bou, s'obtenen els extrets mes actius d'entre els

que havem assajat. i cc. hidrolitza quasi instantania-

ment 20 cc. de glucogen al i per zoo, la mateixa quan-

titat d'engrut de mido en 15 minuts i de mido cm. en

24 hores. Colonies de quatre tubs sembrats de B. anthya-

cis la vigilia, de pes 488 milligrams, emulsionats en 20 cc,

d'aigua salada, a la qual hom afegeix i cc. d'extret, es
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mostra a 1'examen microscopic sensiblement modificat

en una o dues hores. Un gran nombre de filaments es

presenten a les darreres fases de la fusio : els espais que

separen els bacils els uns dels altres son mes amples i

molts d'entre ells estan Iliures amb Graham positiu o nega-

tiu, segons 1'estat de vacuolitzaci6. En dues o tres hores

aquests fenomens s'accentuen, i despres de tres o quatre

llur desaparicio es completa. Si es fa bullir 1'emulsi6

abans d'ajuntar-hi 1'extret, sembla que resisteixin una

mica mes a 1'acci6 diastatica, pero poc despres son ata-

cats amb la mateixa energia; si l'ebullici6 es mante durant

trenta minuts, es facilita la seva accio. Els bacils trac-

tats primerament pel cloroform es fonen amb una velo-

citat prodigiosa.

Els extrets pancreatics ataquen un gran nombre

d'especies saprofites o patogenes, tant si s'assagen en

un cultiu pur corn en una barreja de cultius. Deter-

minen la transformaci6 globular del vibri6 coleric. En

trenta minuts digereixen io milligrams del seu cultiu.

En contra, ataquen tardament el bacil tffic.

Extret de tiroide. - La polpa d'aquesta glandula

deshidratada per l'acetona i dessecada al buit dona uns

polvors la maceraci6 dels quals a l'aigua salada pro-

porciona un extret molt actiu contra el B. anthraces,

L'addicio de cloroform no afavoreix l'alliberament de

ferments. Tal vegada el fet podria explicar-se per 1'acci6

del iode que la glandula conte. Hom sap, en efecte,

que les preparacions de iode afavoreixen la saturaci6

d'acids grassos, com ho han demostrat Jobling i Peter-

sen. L'energia bacteriolitica manifestada pel suc ti-

roidia obtingut per premsacio, molt superior a la de les

altres maceracions, es deguda potser tambe a aquesta

causa.
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Extret de fetge i de ronyo. - Amb 1'objecte d'eliminar

totes les causes d'error en els extrets del teixit hepatic,
atribuint al fetge ferments potser d'origen hematic, l'ha-
vem sotmes durant forca estona a un rentat per corrent
d'aigua (Cl. Bernard). Despres d'haver-lo redult a pol-
vor i obtingut 1'extret, el ferment amilolftic hidrolitza

i cgr. de glucogen en 24 hores. L'energia amb que
ataca la unitat de pes de B. anthracis es un poc menor
que la de 1'extret de cam. Ataca el vibri6 coleric sense
inflar-lo esfericament, com fa 1'extret pancreatic. El
bacil tific es mostra mes sensible a 1'acci6 de 1'extret
hepatic. En cap cas de tots els extrets que he assajat
no he pogut observar una acci6 tan decisiva i tan rapida
com la que exerceix sobre aquesta especie.

Obtenim 1'extret renal dels polvors elaborats uni-
cament amb la substancia cortical. La seva accio
amilolitica es molt feble. i cc. de glucogen en soluci6
a Z per ioo es hidrolitzat parcialment al cap de 24 hores.
La seva accio bacteriolitica sobre el B. anthracis es com-
parable amb la de 1'extret hepatic; tambe aixi per la
lisi del vibrio coleric.

En els nostres primers treballs - llavors que era

viva la giiesti6 de saber si les bacteries injectades en

els parenquimes eren o no fixades, com ho son les que

estan englobades en el leucocit - nosaltres poguerem

demostrar que la glandula renal «in vivo# era el sol teixit

amb el qual es podia demostrar el fet pel vibrio coleric

d'una manera clara i ostensible. El dispositiu de 1'expe-

riencia imaginat pel meu col•laborador Pi i Suner era el

segiient. Posat al descobert un dels ronyons d'un gos,

hom introdueix en el seu ureter un llarg tub de vidre

per on s'escola l'orina. En aquestes condicions, s'injecta

ben a poc a poc sota la capsula una emulsi6 espessa de

vibrions. El primer efecte d'aquesta inspecci6 es la
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inhibicio de la secrecio urinaria; despres de tres o cinc

minuts, a voltes menys, 1'orina recomenca a gotejar

escassament per 1'extremitat del tub. Es recullen aques-

tes gotes sobre un portaobjectes i s'examinen directament

al microscopi, i s'observa que els bacils s'inflen en forma

esferoidal i desapareixen, transformant-se en una subs-

tancia d'aspecte mucos. L'extret no ataca el bacil

amb aquesta energia i aquesta rapidesa, i no determina

la seva transformacio globular, com si, per la seva mes

gran difusibilitat, penetres en el bloc bacillar, vacuolit-

zant-lo totalment, mentre que els ferments del ronyo

semblen inflar successivament les cap. es exteriors al

punt central rods i colorejable, que acaba igualment

per dissoldre's.

Altres extyets dels ferments cel•lulars. - Demes dels

precedentment mencionats, havem obtingut extrets dels

ganglis liml:Atics, el raspat de la mucosa intestinal, del

teixit pulmonar, dels testicles, d'ovaris i de medulla

d'os. Llur potencia bacteriolftiea sobre el B. anthracis

i els altres germens, mes o menys gran segons 1'6rgan

d'on provenen, es general, corn ho es tambe la presencia

de la diastasa que hidrolitza el glucogen.

Inactivaci6 dels extrets. - Els extrets que obtenim

de la materia cellular primerament reduida a polvor,

comprenent-hi 1'extret pancreatic, que es el mes actiu

de tots, perden llur activitat a 400 al cap de 12 hores.

Ni 1'aire ni la hum semblen esser la causa d'aquest feno-

men, ja que en els tubs anaerobics i en l'obscuritat passa

el mateix, en igualtat de condicions termiques. Aquesta

inactivacio esdeve en 6 hores quan els extrets actuen

sobre una emulsi6 de B. anthracis. Per a demostrar-la,

es suficient de centrifugar-les i d'assajar l'aigua de de-
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cantacio amb nous bacils : no s'observa deformacio enca-

ra que el contacte sigui indefinit. Aquesta segona in-

activacio, mes precocc que la primera, sembla dependre

de la fixacio de les diastases solubles que 1'extret conte,

sia sobre les substancies dissoltes, sia sobre els blocs

bacterians no dissolts encara. Aixf, nosaltres, havern

observat que, despres de 6 hores de contacte entre 1'extret

de carp i 1'emulsi6, la lisi bacteriana es visible i remar-

cable, i encara que 1'extret sigui inactiu, aquesta lisi

no arriba als seus illtims limits fins al cap de 8 o 9 hores;

cosa que tendeix a demostrar que les diastases solubles

que han desaparegut de l'aigua salada continuen exercint

llurs efectes sobre la materia bacteriana, en la qual s'han

fixat. El fet segiient provoca la justesa d'aquesta inter-

pretacio : si horn recull el sediment centrifugat i 1'evapora

en el buit, es mostra de nou actiu, quan se l'emulsiona

amb aigua salada, sense que en aquesta sigui possible de

provar-hi 1'existencia de diastases solubles. Es precis,

doncs, d'admetre que aquestes diastases, adherint-se a

les substancies que liquiden o hidrolitzen, no es redissolen

en l'aigua salada perque hi resten fixades.

L'ebullicio suprimeix l'activitat dels extrets; perb

quan aquests son sotmesos durant una hora a una tem-

peratura de 55°, aquesta activitat no es sensiblement

modificada. Is diffcil de fixar experimentalment l'«bpti-

mum>> dels nostres extrets. Si llurs diastases es compor-

tessin sobre les emulsions de B. anthraci amb la mateixa

uniformitat que ataquen l'engrut de mido, seria facil

de fixar amb exactitud la temperatura mes convenient

per a la dissolucio completa d'una unitat de pes deter-

minat en relacio amb la unitat de temps. Pero hi ha

moltes raons per a creure que els bacils son mes o menys

resistents a l'accio diastasica, i, com s'ha indicat, n'hi

ha que son refractaris a aquesta accio. La manca d'ho-
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mogeneitat en la materia bacil-lar fa diffcil la determi-
nacio d'aquest ((optimum)>. La temperatura mes favo-
rable oscil•la aproximadament entre 40° 1 450•

Els polvors dels teixits s'inactiven espontaniament.
Sis hores despres d'haver estat dessecats en el buit,
no cedeixen ja a 1'aigua salada diastases d'igual activitat.
Durant sis o vuit dies resten sensiblement estacionaris
d'aquesta perdua inicial. El decim dia aquesta decrei-
xenca s'accentua notablement : els extrets que se n'obte-
nen son molt febles, pero poden reactivar-se amb 1'addici6
d'extrets frescos. Al cap de mes dies resten completa-

ment inacti,-is i no reactivables. Conve de conservar-los
a baixa temperatura o en una atmosfera seca.

II

NATURALESA DELS FERMENTS BACTERIOLITICS

Descoberts , primer en els leucocits i de seguida en

els humors , ferments que ataquen les bacteries , sembla

que la teoria , formulada ja de primer antuvi, admesa

despres encara , sobre llur naturalesa , es identica a la

teoria general dels ferments que ens dona la qufmica

biologica. A primera vista, apar que la liquefaccio de

la fibrina o de 1'albumina coagulada sota 1'acci6 d'una

proteolisi o la dissolucio del bloc bacteria sota i'accio

de certes energies zimbtiques , son fenomens del mateix

genere. Aquesta identitat, pero, es mes aparent que

real. Per a demostrar-ho bastara recordar , encara que

breument, la concepcio que la teoria humoral i la teoria
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fagocitaria formulaven sobre els ferments que ataquen

les bacteries i la concepcio que els fisiblegs tenen dels
ferments en general; questio important de precisar cu-
rosament per tal d'evitar confusions ulteriors.

Quan Metchnikoff hague descobert la fagocitosi,

s'explica la desaparicio progressiva de les bacteries en

la massa del leucocit que les englobava per una digestio

intracellular analoga a la que havia observat en els

mixomicets protozoaris i metazoaris enfront les particu-

les alimentoses que empresonen. Creient que la natu-

ralesa havia dotat aquestes cel•lules d'enzimes apropiats

per a la digestio de les bacteries, no dubta pas un moment

que no estiguessin destinats a aquest objecte, i que, per

consegiient, aquests enzimes es diferenciarien dels altres

perque si atacaven le- bacteries, restaven inactius en pre-

sencia de tota altra substancia. Quan horn descobrf, poc

despres d'aquests treballs, propietats bacteriolitiques sem-

blants en l'humor sanguini, s'atribui el fet a una substancia

Protectora, possiblement isolable, que Buchner, per aquesta

rao anomena alexina. Es cregue, aixi, que aquesta accio

zimbtica s'exercia iinicament sobre les bacteries. Ningu

no prejutja, al principi, l'origen d'aquesta substancia:

es suposava formada en la sang. Metchnikoff l'atribui

a la lisi dels leucocits. En condicions normals aquesta

lisi seria nul•la o gairebe nul•la; la defensa de l'orga-

nisme, confiada preferentment a l'activitat fagocitaria.

Post mortem seria molt activa; de la qual cosa se segueix

l'augment de la potencia bacteriolitica en el serum.

Enteses aixi les coses, les bacteriolisis intracellular i

humoral s'explicaren per una mateixa causa : les energies

que atacaven les bacteries englobades pels leucocits les

atacaven en els humors quan, per un accident cellular

qualsevol hi eren difoses. Aquest ferment lliure fou

anomenat citasa per Metchnikoff. Buchner no cregue
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que l'alexina fos adventfcia o purament accidental en

els humors, sing constant, i 1'atribuf a una exudacio o

secrecio leucocitaria que la vessava en el mitja ambient.

De la seva part, Ehrlich li atribuf un origen pluricel•lular,

imaginant per a aixb en les cadeaaes laterals un grup zimo-

gen destinat a elaborar-la o elaborar-les, si se suposa que

son diverses, ja que no s'ha pogut demostrar que a aques-

ta pluralitat d'origen cellular correspongui una plura-

litat d'alexines en els humors.

Els ferments que ataquen les bacteries en els humors

provenen exclusivament dels polinuclears hematics o de

grups zimbgens «ad hoc# existents en elements cel•lulars,

admetent sempre 1'existencia suposada de ferments es-

pecials per a les bacteries. Totes les teories coincideixen

sobre aquest punt : doncs, aquest punt es precisament

el que hi ha de discutible en totes. No hi ha ferments

que ataquen les bacteries : el que hi ha son ferments que

ataquen les espeeies quimiques que les componen i indepen-

dentment de la individualitat de la giral forrisen part. Quan,

amb tecnica admirable, es demostra la digestio intra-

cellular de les bacteries, no s'observa que aquests essers

eren complexos qufmics, dels quals cada component havia

d'esser atacat per una reaccio zimbtica adequada a la

seva naturalesa : es veie, en contra, en el fenomen, la

simple destruccio d'essers extremadament perjudicials, i

sota l'obsessio de la idea de defensa hom no dubta de

creure que la naturalesa havia dotat les cellules de fer-

ments especials contra les bacteries per preservar l'orga-

nisme de llur atac. La dmmunologia» , en hoc de cenyir-

se a observar que es el que en les bacteries ataquen els

enzimes leucocitaris i com ho ataquen, procedint corn

els fisiblegs davant la digestio gastrica, per exemple,

s'ha demanat per qua les ataquen, enfocant aixi filosofica-

ment un problema de naturalesa experimental. Si posem

4k
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el problema damunt el seu propi terreny, no podrem

establir cap diferencia entre la forma d'atac dels fer-

ments leucocitaris sobre determinades substancies i llur

manera d'atac sobre les especies quimiques que com-

ponen les bacteries. Hom sap que els extrets leucoci-

taris ataquen la peptona, liquiden la clara d'ou coagulada,

la gelatina, la fibrina, la caseina; que hidrolitzen el glu-

cogen; que en presencia de la margarina o l'estearina

formen acids grassos. Com que no es possible dissociar

la naturalesa d'aquestes accions de la naturalesa quimica

de les substancies sobre les quals s'efectuen, hom anome-

na la major part proteolitiques, amilolitiques les altres

i les restants lipolitiques. Igualment amb les bacteries

englobades. En presencia del B. amylobacter, es per

una accio amilolitica que ens expliquem la liquefaccio

del mido, potser el seu desdoblament : unicament una

accio proteolitica o lipolitica pot explicar la fusio o la

fragmentacio de la proteina del B. tilic o del greix del

B. tulerculos. No tenim necessitat de la intervencio

de ferments Providencials per a explicar les modificacions

que poden sofrir dintre la massa leucocitaria els germens

empresonats : basta que la presencia d'aquesta materia

estranya desperti en la materia viva reaccions zimotiques

apropiades a la seva naturalesa quimica. Aixi compre-

nem que, de la mateixa manera que es atacat el bloc

fagocitat, ho serien els sous components si ens fos Cosa

facil dissociar-los.

El que diem dels ferments leucocitaris es igualment

aplicable als dels plasmes circulants. Se sap que en

aquests plasmes existeixen potents energies que descom-

ponen la materia entrada per via parenteral. Com que

les bacteries no difereixen de composicio de les altres

materies organiques, les especies quimiques que les com-

ponen son atacades corn. els grups similars dels altres
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aliments. Rs cert que, en 1'estat actual dels nostres
coneixements, no sabem gairebe res del que passa despres
que aquests compostos son pervinguts a materia soluble;
contrariament al que ens passa per als altres grups qui-
micament definits, dels quals horn estudia en serie la
desintegracio (glucosids, sacarids, polipeptids, etc.). Pre-
cisament perque ignorern la naturalesa quimica dels com-
ponents en les especies que diferenciem nominalment,
no sabern si la proteolisi de llurs materies proteiques es
mes o menys completa en les unes que en les altres o si
n'hi ha que son atacades : aixi mateix en el que afecta
a la desintegracio dels hidrats de carboni als greixos. La
sola cosa que positivarnent observem es que els blocs
bacterians es dissolen en el si de 1'humor sanguini fins
a desapareixer. Perb encara que ignorem com son
atacats els seus principis components, no tenim el mes
petit dubte que passen per fases analogues a les de tota
materia alimentosa en el curs de les transformations. Si
la questio s'examina des del punt de vista on ens col•loca
la quimica biolbgica, la hipbtesi de 1'alexina s'esvaeix. Era
natural que s'atribuis la dissolucio de les batteries a
ferments especials mentre aquest fenomen fou conegut
isoladament; per6 si la bacteriolisi forma part d'un proces
digestiu mes general, evidentment aquesta hipbtesi no
to ja rah d'existencia.

La questio que acabem d'examinar de la naturalesa
dels ferments que ataquen la materia bacteriana esta
en intima relacio amb el problema de l'anabblia d'aquesta
materia i la formaci6 dels anticossos en els organismes
vacunats. Ehrlich, que fou el primer de considerar
1'antigen bacteria com una materia alimentosa, suposa
que, una vegada reduit a materia soluble per l'alexina
o complement, estava en condici6 d'esser fixat en els
receptors, per la qual cosa el creia directament anabolit-
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zable. Com que no el podia concebre aixi fora del seu

element toxic, una necessitat mes lbgica que objectiva

el forca a distingir, en la molecula alimentosa, el grup

toxophor del grup haptophor. Mentre que la fixaci6

del primer determinaria la caiguda o despreniment dels

receptors, llur regeneracib consecutiva i llur multiplicaci6

ulterior, el segon, inofensiu, podria fixar-se impunement.

La tesi d'Ehrlich es, en aquest punt, tan inadmissible

com la de l'alexina. La molecula estranya, sigui tbxica

o no, no pot tenir afinitats amb la materia vivent sense

que aquestes afinitats donin hoc a la neoformaci6 de pro-

ductes que alteren la composici6 d'aquella : pel simple

fet d'esser estranya, no pot en cap ocasi6 esser inofen-

siva. La unitat de composicio de la materia vivent de

tots els elements cel•lulars homogenis es conserva iden-

tica a ella mateixa a traves de la vida individual i la

de 1'especie, encara que es renovelli amb materials que

son en llur origen de composicio diferent i molt variada.

Per tal que aquestes unitats, molt complexes, es puguin

conservar indefinidament, es indispensable que, sota

1'acci6 dels ferments, la materia alimentosa amb la qual

deuen reparar llurs perdues sigui successivament simpli-

ficada, fins a esser reduida a molecules molt simples que

s'hi incorporen sense alterar llur tipus original de com-

posicio. Aquesta demolicio primera i aquesta recons-

truccio ulterior han estat comparades a l'edifici que pot
elevar-se amb les ruines d'altres edificis segons un pla

arquitectural determinat.

Si la nutricib s'efectua en aquestes condicions, es

evident que la tesi d'Ehrlich es insostenible. No basta

que la materia bacteriana hagi estat reduida a 1'estat

soluble per a considerar-la ja anabolitzable, determinant

en el si de la materia vivent aquestes reaccions prbpies

de la immunitat adquirida que coneixem amb el nom
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d'aglutinines, opsonines, antitoxines, lisines, etc. : es

absolutament indispensable que 1'antigen hagi passat per

una demolicio digestiva primera de la mateixa naturalesa

que la soferta per tota mena de materia alimentosa.

Fins a una epoca relativament recent no s'obtingue

de la digestio de la materia heterogenia el concepte que

en tenim ara. Hom creia aleshores que els productes

de la digestio intestinal, depurats pel fetge, lliuraven direc-

tament als elements cel•lulars els principis amb els quals

reparen llurs despeses : i aixi se suposava que una lava-

tiva de peptona, per exemple, era nutritiva. La lique-

faccio dels productes estranys introdults per via parente-

ral (la seda o el catgut, per exemple, amb els quals hom

saturava les ferides) bastava perque la reabsorcio els

cedis als teixits corn a materials assimilables. Despres

d'uns quants anys s'ha vist que els mecanismes fisiologics

que preparen la materia alimentosa per a una incorpora-

cio possible son molt mes complexos del que es creia.

Llurs cel•lules conserven indefinidament llur unitat de

composicio a condicio que restin inaccessibles a la irrup-

cio de la materia exterior : els canvis que en resultarien

li serien sempre nocius. Els antigens bacterians no

formen excepcio de la llei comuna. Fisiolbgicament no

es concep pas llur anabolia sense una destruccio primera.

Suposar que aquesta destruccio es realitza per mitja

de ferments especials encarregats d'atacar les batteries

per defensar l'organisme contra la infeccio, is suposar que

aquests ferments distingeixen els cossos dels quals les espe-

cies antigeniques formen part, i aixo es terbola metafisica.

Els ferments son mecanicament apropiats a les substan-

cies que ataquen : es fixen sobre elles, sobre elles desen-

rotllen Burs energies en serie fins al grau de simplificacio

necessari perque els canvis siguin possibles. Si 1'atzar

vol que aquestes substancies formin part integrant
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d'aquests cossos que nosaltres anomenem bacteries, son

atacades de la mateixa manera que si no n'haguessin

de formar part; d'on resulta que els ferments bacteriolitics,

en el sentit estricte del mot, son una pura ficcio, si es

veritat que no n'existeixen que ataquin les bacteries, sing

unicament les substancies qufmiques que les componen.

Naturalment, l'organisme no es defensa pas realment

contra les bacteries, com es creu : es defensa contra la

materia estranya que li es aportada juntainent amb

elles per procediments en el fons identics, encara que el

mecanisme en sigui mes complexe, als que empra en front

de la sacarosa o del mido que hom injecta : la invertasa

o 1'amilasa, gracies a les quals ataca aquests productes,

son de la mateixa naturalesa que el conjunt de les re-

accions, per les quals ataca els que componen el bloc

bacteria. Es nomes aixi que l'organisme pot utilitzar

la materia alimentosa que rep, i es aixi com es consti-

tueixen les reaccions propies de la immunitat adquirida.

Gracies a elles s'oposa amb mes d'energia a les egressions

de l'antigen i veu augmentar les propietats digestives

que damunt d'ell hi havia. La immunitat natural esdeve

aixi la condicio que deu precedir la creacio possible de

la immunitat adquirida. Una bacteria que no pot esser

atacada pels ferments del mitja intern es una bacteria

contra la qual l'organisme no to defensa; i, si es diffcil-

ment digerida per ells, diffcilment tambe ella vacunara.

Altrament si 1'antigen es facilment digerible. Tot depen,

coin es veu, d'una part, de les energies zimotiques de les

quals disposa 1'organisme i, d'altra part, de la natura-

lesa qufmica de 1'antigen.

Considerades aixi, les defenses organiques son el

resultat dels mecanismes fisiologics que endeguen la

materia bacteriana per la seva anabolia (immunitat

natural) i donen floc consecutivament a la formacio dels
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anticossos immunitzants (immunitat adquirida ). Consi-
derant -los corn el producte de ferments bacteriolitics espe-
cials, horn suposa que l'organisme n'ha estat dotat amb
la finalitat i la intencio de poder sostenir lluita contra
1'acces de germens o contra llurs productes solubles : en

aquest cas es va a parar a una concepci6 antropomorfica

de les defenses.

Tenim necessitat d'aclarir i definir el concepte del
ferment bacteriolitic, i es per aixo que havem procedit a
la seva revisi6 . Per a molts aquestes explicacions seran
sobreres. El fet d'estudiar 1'acci6, per exemple, de la
tripsina sobre certes bacteries mostra que no es preocu-

pen dels ferments especials . Aquesta preocupaci6 es,
per tant, molt generalitzada. Jo poguf convencer-me

personalment que, en els extrets cel•lulars que havem

estudiat en la primera part d'aquest treball, demes de

1'existencia de ferments amilolitics, proteolitics, etc., horn

reconeix la de ferments bacteriolitics quan els assaja da-

munt les bacteries, per mal de la pressi6 d'un prejudice

tradicional. No hi ha dubte, l'estudi de la bacteriolisi

((in vitro )) o vin vivo )) sota l'acci6 dels ferments que la

determinen ofereix un molt gran interes practic. Estu-

diats des d'aquest punt de vista, no hi ha inconve-

nient a enfocar-los com a bacteriolitics, amb la condici6

de remarcar sempre que ataquen la materia bacteriana,

perque es materia alimentosa : altrament , f6ra precis

considerar-los corn una funci6 a part de la digesti6 gene-

ral d'aquesta materia. Es aquesta la rah que ens ha

empes a fer la revisio d'una concepci6 tan vaga, actual-

ment, i tan obscura.

Laboratoyi Municipal de Barcelona
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