ESTUDIS SOBRE UN CERT FACTOR EXIS-
TENT EN LES BACTERIES I EL SEU SIGNI-
FICAT EN LA INVASIVITAT BACTERIANA

per
F. DURAN-REYNALS

S'avancaria molt en la comprensié del mecanisme
d’infeccié si la viruléncia bacteriana pogués definitiva-
ment atribuir-se a certs constituents quimics dels orga-
nismes virulents. S’han portat a cap nombrosos treballs
en aquest sentit, seguint l'important descobriment d’A-
very i Heidelberg (1) sobre els glicids especifics existents
en diferents tipus de neumococs. Si concedim, com la
troballa suggereix, que cada organisme patogen té unes
caracteristiques bioquimiques individuals, no és menys
veritat que cada un comparteix amb altres bactéries
patdgenes la propietat de mantenir-se o d’envair els
teixits de I’hoste en una extensi6 més o menys gran.

Potser, com s’ha suggerit sovint, la «nvasivitaty d'un
organisme pot dissociar-se de la viruléncia. Aquesta
darrera condici6 és més especifica, perd varia amb la
susceptibilitat local o general o resisténcia per part de
I'hoste i la toxigenicitat per part de la bactéria. El
fenomen de la difusi6 d’una infecci6 a partir del punt
dinoculacié o d’entrada, estd lluny d’ésser compres.

S'ha demostrat en aquest laboratori que en certs
teixits animals, particularment en el testicle, hi ha un
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factor susceptible d’extreure’s i que té la propietat d’e-
xaltar la invasivitat de certs agents patogens. Micro-
organismes d'un grau relativament baix de viruléncia
inoculats amb extracte testicular produiran lesions com-
parables a les resultants ordinariament d’organismes vi-
rulents, mentre que els d’un tipus més virulent tenen
llur infectivitat marcadament augmentada per l'addicié
del factor. Hi ha proves considerables acumulades que
indiquen que la propietat fonamental del factor exaltant
és la creaci6 d’una permeabilitat tissular augmentada.
Sembla probable que I’exaltacié de les infeccions depén
d’aquesta propietat de permetre als agents infecciosos
de difondre a una area més gran de teixit que no ho
fa quan l'organisme s’inocula sol. Aquestes observa-
cions plantegen la qiiesti6 de si la invasivitat d’un or-
ganisme pot dependre de I'existéncia, en ell, d’algun
factor que faci el teixit més permeable. L’observacié
de Goodner (2) (1931) — que I'edema progressiu que es
déna en les infeccions cutanies del conill pel neumococ
porta amb ell I'agent infecciés — suggereix que aquest
produeix una permeabilitat augmentada dels teixits, Ha
estés les seves observacions en experiments (3) més o
menys paral-lels als descrits en la nota present.

Les propietats del factor derivat dels teixits sén que
exalta la infectivitat de totes les bactéries i de tots els
virus que s’han provat (4), que augmenta la permea-
bilitat tissular com es veu per la difusi6 dels materials
injectats (5), i que possiblement augmenta la permeabi-
litat cel-lular com indiquen els experiments sobre hema-
ties i ous de les garotes (6). El factor d’una espeécie
exaltara les infeccions no solament en la mateixa espeécie,
sin6 també en totes les altres espécies susceptibles a
'agent infecciés. La injecci6 intravenosa d’extracte tes-
ticular produeix un augment general de la permeabilitat
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de la pell amb una susceptibilitat corresponentment
augmentada del teixit per als agents infecciosos. El
principi actiu és molt estable, soluble en aigua, i pot
aillar-se de la major part de les proteines solubles del
teixit i purificar-se considerablement (7). En aquest
estat de puresa resisteix l'ebullici6. Hi ha proves su-
ficients per a demostrar que li manquen propietats an-
tigéniques (8).

La nota present és una descripci6 d'un factor exaltant
i difusor derivat de les bactéries, junt amb una com-
paraci6 entre la quantitat de factor i la invasivitat de
l'organisme. La investigacié s’ha portat a cap prin-
cipalment sobre estafilococs amb races d’una viruléncia
ben distanciada.

MATERIAL I METODES

Les races d’estafilocs emprades foren totes recent-
ment aillades de lesions patoldgiques, el cultiu partint
en cada cas d’'una sola colonia. El material per a provar
el factor exaltant o difusor provenia d'un cultiu oblic
de vint-i-quatre hores en agar suspés en IC CC. d’aigua.
Aquesta suspensi6 en un tub tancat incubat a 37°, s’au-
tolitzava completament, en un temps de cinc a deu dies.
Qualsevol bactéria sobrevivent se separava, per centrifu-
gaci6 vigorosa i filtraci6 per una bugia de Berkefeld. Un
meétode més senzill utilitzat completament en la darrera
part de l'estudi era extractar un cultiu de vinti-iquatre
hores amb 10 cc. d’aigua i separar aleshores les bac-
téries. Com que aquests dos métodes donaven productes
absolutament comparables en llur acci6, anomenarem
simplement extracte bacteria al material. Per a provar
la invasivitat dels organismes, se suspenien en aigua




Fig. 1

Conill 6-85. — Costat esquerre. Lesi6 produida en vint-i-quatre hores per la

injecci6 intracutania de o's5 ce. d’una suspensio de cultiu de vint-i-quatre hores,

d'una raga invasora d’estafilococs, en 10 cc. d’aigua. Les vores de la lesio s’han
assenyalat amb tinta. No es veu clarament el caracter necrotic de la lesio.



Fig. 2

Conill 6-85. — Costat dret. A4) Difusié de la lesio produida en vint-i-quatre

hores per la injecci6 intracutania de o'5 ce. d’autolisat de la mateixa raga,io‘2;5 cc.

de dilucié de tinta xina. B) Extensio de la lesi¢ vint-i-quatre hores després

de la injeccid de o5 ce. d’aigua i 025 ce. de tinta xina. (Control.) Ies vores
assenyalades en tots dos casos amb tinta xina.
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Conill 6-92. Costat esquerre.  A4) Lesio produida passades vint-i-quatre hores

després d’una injeccié intracutania de o

J

ce. d’una suspensié de cultiu de vint-

i-quatre hores d'una altra raga invasora d’estafilococs, en 10 cc. d’aigua. El
caricter necrotic es veu ben clar.  B) Lesio lleu produida per o‘s cc. d’un brou
de cultiu de la mateixa raca, de vint-i-quatre hores. Vores, seguides amb tinta.
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Fig. 4

Conill 6-92. — Costat dret. A4) Lesi6 produida en vint-i-quatre hores per una

injeccio intracutania de o‘s cc. d’autolisat de la mateixa raca i o'25 cc. d’'una

diluci6 de tinta xina.  B) Lesio produida pel liquid superior del brou de cultiu

centrifugat i tinta xina. C) Lesié produida per o‘s5 cc. d’aigua i o‘25 cc. de

dilucié de tinta xina. Observi’s I'extensié secundaria de les lesions. Les vores,
seguides amb tinta,



Fig. 5

Conill 5-00. — Costat esquerre. TLesio produida vint-i-quatre hores després de
la injeccid intracutania de o's5 cc. de suspensié d’un cultiu de vint-i-quatre hores,
d’'una raca no invasora d’estafilococs, en 10 ce. d’aigua.



Fig. 6

Conill 5-00. — Costat dret. 4) Lesio produida en vint-i-quatre hores per la

injeccio intradérmica de o‘5 ce. d’extret aqués de la mateixa raca i o025 cc. de

tinta xina.  B) Lesio produida per o5 cc. d’aigua i 0'25 cc. de dilucié de tinta
xina. (Control.) Observi’s que no hi ha extensi¢ secundaria de la lesio.
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10 cc. de les bactéries d’un cultiu oblic en agar de vint-
i-quatre hores,

Cada raga bacteriana es prova de la manera segiient:
S'afaitaven ambdés costats d’uns conills. En un costat
es practicava una inoculacié intradérmica de 075 cc.
d’organismes, representant o‘s cc. de la suspensié diluits
amb 025 cc. d’aigua. A laltre costat es feia una ino-
culaci6 similar amb 05 cc. d'un extracte o autolitzat
de la mateixa raga bacteriana, al qual s’havia afegit
025 cc. de tinta xinesa diluida. Una tercera irea rebia
una injecci6 de 025 cc. de tinta xinesa diluida fins a
0'75 cc. amb aigua. Les dimensions de les lesions pro-
duides per les bactéries i I'area de difusié de la tinta
sola i de la tinta amb extracte bacterid es mesuraven
vint-i-quatre hores més tard. Emprant mesures curoses
com a base, s’expressava l'Area afectada en centimetres
quadrats.

Ultra les proves anteriorment descrites, les carac-
teristiques culturals de cada raca es determinaven pels
metodes bacteriologics standard.

Experiments amb Uestafilococ

Per a aquest estudi s’han emprat cinquanta-tres
races d’estafilococs aillats de fresc de lesions patologi-

ques.?
Correlacié entre el contingut en factor difusor i la
viruléncia de U'organisme. — Basant-se en les dimensions

ila qualitat de les lesions produides en la pell del conill,
les cinquanta-tres races d’estafilococs han estat dividides

I. Volem expressar el nostre agraiment al doctor G. Shwartzman,
dels Laboratoris del Mount-Sinai Hospital, per haver-nos proporcionat
la majoria de les races d’estafilococs.

26
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en els tres segiients grups : onze foren classificades com
a no invasores, o d’invasivitat lleugera, perque les lesions
resultants de llur inoculacié eren benignes i rarament
s'estengueren fora dels limits de la butllofa produida
per la inoculaci6. Aquestes lesions foren ben aviat reab-
sorbides o resoltes per la formaci6 de petits abscessos, i
la cicatritzaci6 no tarda gaire. El segon grup comprengué
vint-i-dues races considerades com posseint una tendéncia
invasora moderada. Produien lesions d'un tipus mixt
congestiu i necrotic, acompanyat d’edema, amb una di-
fusi6 definida als teixits veins. Hi havia formaci6 d’es-
cara amb acumulaci6 de pus a sota, i la cicatritzacié
fou lenta. El tercer grup, format per vint-i-dues races
també, era fortament invasor. Les lesions produides
eren similars a les descrites anteriorment, perd eren molt
més extenses, i en alguns casos provocaren una infeccid
general que mata l'animal. Utilitzant el métode ante-
riorment descrit, cada raca fou provada en un sol conill,
de manera que la mesura de la lesio produida era com-
parada amb la quantitat d’agent difusor extractable de
la bactéria. En les figures de 't a la 6 es poden veure
els exemples tipics de cada grup, i els resultats com-
paratius estan representats en la figura en text n.° I.
En aquesta 'area de la lesié i la difusi6 de la tinta es
donen en centimetres quadrats.

De les fotografies i de la figura en text n.° 1 és evident
que hi ha un parel-lelisme estret entre les dimensions de
lesions produides i l'area de difusi6 de la tinta xinesa
sota la influéncia de extracte de l'organisme. Com en
l'extracte testicular, la difusié del producte dels micro-
organismes invasors és facilment visible uns moments
després de la injecci6. Mentre el material de control
o Dextracte de bactéries no invasores persisteix com una
butllofa elevada, les formades per la injeccid del ma-
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terial actiu s’aplanen en un temps molt curt (), i en
una hora, generalment, han infiltrat una gran area de
pell. Es possible predir amb alguna exactitud el grau
d’invasivitat de 1'organisme per l'Area de difusié deguda
a I'extracte, que es presenta en la primera hora després
de la injecci6. De les dades anteriors sembla clar que
la invasivitat és parallela a l'existéncia en la cél-lula
bacteriana d'un factor difusor soluble,

Grandaria de les lesions produides per 53 races d’estafilococs en comparacié ambd
el poder difusor de llurs auiolitzats o dels extractes aquosos

Grandaria mitjana Area mitjana de difusi6 de la Area mitjana
de les lesions tinta xinesa més els autolit- de difusié de la tinta
produides zats o els extractes aquosos xinesa sola (control
r.f grup d'rr races
a0 invasores
29x2icm. Shx23 cm. 28x21em.
2." grup de 21 races
mitjanament
invasores
45x34 cm. 46x31cm. 31x23¢cm.
3.F grup de 21 races -
molt invasores
60x35cm. 55x33 cm. 40x2icm.
Figura 1

Efecte dels extractes bacterians sobre la infecciositat, —
El factor de I'extracte testicular que augmenta la per-
meabilitat dels teixits sembla, de tots els fets que co-
neixem, ésser idéntica a un factor en el mateix teixit
que causa una marcada exaltaci6 de la infecci6 (5). L’exal-
taci6 depén, segurament, de la permeabilitat augmen-

1. En el segon i tercer grup les superficies dels controls amb tinta
xinesa s’han estés un xic més del normal, ja veurem perque.
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tada dels teixits per a I'agent infecciés. Si aixd és veritat,
lextracte de lestafilococ invasor exaltaria les infeccions.
Aquest punt de vista s’ha provat amb bacteries homo-
logues i heterdlogues i amb un virus.

Exaltacié de la infecciositat de les bactéries homo-
logues. — Aquests experiments tracten de l'accié6 d’ex-
tractes de races invasores i no invasores d’estafilococs
sobre la infecciositat d’altres races de la mateixa es-
pécie amb diferents graus d'invasivitat.

La preparaci6 del material es féu com s’ha descrit
anteriorment. 0’5 cc. de la suspensié bacteriana es bar-
rejaren amb 0’5 cc. de l'extracte. Aix0 s’injecta intra-
dérmicament al costat d'un conill, i a la pell de l'altre
costat s’injectd la mateixa quantitat de suspensié bac-
teriana diluida amb aigua. Aixi els materials d’expe-
riment i de control per a cada raga es provaren en un
sol conill. Les dimensions de les lesions es mesuraren
a les vint-i-quatre hores, i llurs arees es registraren en
termes de centimetres quadrats. En la taula 1 poden
veure’s els resultats.

Exaltacié de les infeccions bacterianes heterologues. —
Aquest grup d’experiments fou similar a l’anterior, perd
els extractes dels estafilococs invasors es provaren amb
altres tipus de microorganismes : el B. dysenteriae de
Flexner, estreptococs, proteus i E. typhi. Els resultats
vénen donats en la taula II

Exaltacié de la infeccié per virus. — Com a material
de prova s’empra una raga de neuro-vacuna.

A una suspensi6 standard s’afegiren extractes de
races invasores d’estafilococs, mentre els controls con-
sistien en una quantitat idéntica de virus diluida amb
aigua. Les dimensions de les lesions produides es re-
gistraren cinc dies després de la inoculaci6. Els resultats
vénen donats en la taula I
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TAULA II

Efecte dels autolitzats d’estafilococ invasors sobre les lesions produi-
des per bactivies heterologues *

Lesions produi- | Lesions produi-
des per 0°5 cc. de|des per 05 cc. de Origen de
Espécies bacterianes lsuspensié de bac-|suspensié de bac-|  paurolitzat

téries més auto-|téries més auto-

litzat litzat

B. dysenteriae Flexner... 38 16'6 Raga 50
B. dysenteriae Flexner. .. 3'8 7'8 Raca 56
Estreptococ Rosenow..... 62 12°9 Raga 50
Estreptococ Rosenow..... 62 141 Raga 56
EstreptocoC . .o.oeovevenss 9o 323 Raga 45
Proteus XI9......ccnnnen 202 323 Raga 50
E. typhi......... 4's 260 Raga 50

1. Les dimensions de les lesions es mesuraren vint-i-quatre hores
després de les injeccions.
Tavra III

Efecte dels autolitzats d'un estafilococ invasor sobre les lesions pro-
duides per la raga merviosa del virus vacunal !

Lesions prot;iuldes per|Lesions produides per|
‘6 cc. de dilucié 5 cc. de diluci
PRI L e i b co. de dilucid de |origen de Yautolitzat
d’aigua d’autolitzat
cm? cm?

T.2,310 23‘5 526 Raga 50
I:50 152 469 Raga 50
1100 13’1 342 Raga 50
I1:500 132 260 Raca 56

1. Les dimensions de les lesions foren mesurades cinc dies després
de les injeccions.

Els resultats dels experiments demostren clarament que
els extractes de les races invasores d’estafilococs exalten la
infecciositat de les races invasores i de les no invasores del
mateix organisme. El grau d’exaltaci6 sembla guardar
una relacié definida amb la invasivitat de 'organisme que
ha proporcionat 'extracte, essent totalment inactius els
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extractes de les races no invasores. L’exaltaci6 de les
bactéries heterdlogues i de la infecci6 per un virus, per
'acci6 dels extractes de races invasores queda també clara-
ment demostrada. Com en el cas del factor present en
I'extracte testicular, hi ha una relacié definida entre ’exal-
taci6 de les infeccions i la difusi6 produida pel factor.

Propielaks de 53 races d'estafilococs

0 10 20 30 40 50 60 70 80

varietat aureus
i d roder ~hemolitic marcat
rup de Jlicuacio de aqelat‘na

1 Ko I *coagulacio" e 3 1)

21

men

f

aglutinacid_espontania
\vgr:erat albuPs

varietal aureus
LI f_oder.‘hemohtlc marcat
Sces mism. {licuacio™ de la gelatina
;nvasofles coagulacid de“lallet
aglutinacio, espontania
vdrietat albus

'vadrie}c}]]} all,;trjeus N
oder hemolitic marca
a5 grupde Jicuacio de la gelatina

2iraces molt codgulacio de la llet

invasores

daglutinacid espontania | ——
varietat albus —

Figura 2

Correlacié entre el valor difusor © les caracteristiques
culturals dels estafilococs. — Les caracteristiques culturals
de les cinquanta-tres races d’estafilococs emprats en I’es-
tudi anterior s’han determinat per a veure si presenten
alguna relaci6 amb la quantitat de factor difusor.

S’han utilitzat els métodes bacterioldgics standard, i
s’ha determinat el tant per oo de les races de cada grup
que presenten caracteristiques particulars. El resultat
d’aquesta investigacié es déna en la figura en text n.° 2.
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Les indicaciones sén que la preséncia del factor di-
fusor en aquestes bactéries pot relacionar-se generalment
amb les caracteristiques considerades tipiques per al
Staphylococcus aureus. Les desviacions d’aquest tipus
estan regularment associades amb un baix contingut o
una manca de factor difusor. Aixd correspon amb la
coneguda associaci6 de viruléncia amb les caracteris-
tiques culturals tipiques aquest tipus d’organisme.

Colomies d’un cultiu d’estafilococ aureos invasor en gelatina, vell de tres mesos

Raga 56
Area de di- Area de di-
fusi6 de la fusi6 de la Area de difu-
Grandaria tinta xinesa Grandaria tinta xinesa 8i6 de la tinta
de lesions més extracte de lesions més extracte xinesa sola
produides aquoés produides aquoés (control)
E. aureus A. albus
No 1 N.O 1 -
cop EE ER EE
N.o ]2
E. aureus h A. albus
No 2 N.° 3
Coagulaci6 de la llet + 44+ ++++
Liquaci6 de la gelatina -4+ —_
Poder hemolitic ++++ +
Viscositat —_— ++<4+

Figura 3

Condicions que determinen variacions en la quantitat
de factor difusor associat als microorganismes. — Ha
semblat interessant determinar si les condicions que in-
flueixen sobre la viruléncia d’una raca particular d'un
microorganisme influirien sobre el seu contingut en factor
difusor.

Se sap que les races virulents d’estafilococs es dis-
socien espontaniament en els cultius vells (9). Aquestes
variants presenten alteracions en el color de l'aureus
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a l'albus, en aspecte del llis al rugds i en cohesié del no
viscos al viscés. A més de les investigacions de les va-
riants obtingudes, s’han fet assaigs per a alterar les
races virulents per subcultius repetits i per passos per
animals en condicions diverses.

Experiments amb variants. — Les variants s’acon-
seguiren de cultius en gelatina liquats de deu races d’es-
tafilococs aureus. Unes poques colonies de cada una de
les variants foren subcultivades i provades en conills
per a llur infectivitat i el poder difusor de llurs extractes.
A més es determinaren les caracteristiques culturals més
importants. Les variants R tipiques que eren blanques
1 viscoses, amb coldnies rugoses, No eren invasores i no
presentaven factor difusor. En llurs caracteristiques
culturals es veié que hi havia hagut un canvi des del
cultiu d’origen en una de les caracteristiques tipiques;
per exemple, coagulacié de la llet, liquacié de la gelatina
o poder hemolitic. Hi havia diferents exemples de va-
riants blanques obtingudes de fresc que conservaven la
invasivitat de la raga d’origen, i els extractes de les quals
contenien el factor difusor. Aquestes races eren no-vis-
coses, llises, i tenien les caracteristiques culturals tipiques
de Torganisme primitiu. Moltes d’elles retornaren al
tipus aureus en subcultius. En la figura en text n.° 4
es presenten les dades sobre la invasivitat, la propietat
difusora i les caracteristiques culturals dels exemples
tipics entre les multiples variants estudiades.

Les proves posaren en relleu el fet que les variants
obtingudes de races invasores d’estafilococs presenten,
amb la peérdua de la invasivitat, una pérdua també del
factor difusor. Quan la invasivitat es conserva, també
persisteix el factor difusor.

Factor difusor en races invasores repetidament sub-
cultivades. — Es practicaren vint passos, en trenta-cinc
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dies, en agar i brou, amb dues races invasores. Al final
d’aquest temps, les proves en animals demostraren que
la invasivitat i el poder difusor dels autolitzats dels mi-
croorganismes no . presentaven variaci¢ respecte a les
propietats de les races d’origen. Per altra banda, la
raca invasora subcultivada, amb trenta passos en agar
i brou que contenien 25 per 100 de glucosa, es modifica.

Coldnies d’un cultiv vell de tretze dies d'una vaga invasora d’estafilococ aureus en gelatina

Raga 26
Area de di- Area de di-
fusi6 de la fusi6 de la Area de difu-
Grandaria tinta xinesa Grandaria tinta xinesa si6 de la tinta
de lesions més extracte de lesions més extracte xinesa sola
produides aquos produides aquos (control)

E. aureus
No 1

A, albus
o -
E. aureus - - A. albus - -

N.o 2 Neo 2

Coagulaci6 de la llet ot fcoldnia 1 ++++

| 2 +4
Liquacié de la gelatina 444+ —_— +++
Poder hemolitic T :9016.“"“ o ii"‘
Viscositat — -

Figura 4

Fl pigment s’havia perdut i no reaparegué, adhuc després

de deu passos per agar sol. La invasivitat per a la pell

de conill estava minvada i parallelament a aixd hi havia
una minva equivalent en el poder difusor dels extractes
bacterians.

Efecte del pas per animals sobre la invasivitat 1 el
factor difusor. — Intentant augmentar la invasivitat d'una
raca no invasora d’estafilococs, se la sotmeté al pas per
inoculaci6 a la pell, cavitat peritonial i testicle de conills




Treballs de la Societat de Biologia, 1934 411

0 cobais. El microorganisme s’injectd sol, i també
afegint-li autolitzat d'una raga invasora, amb el seu
antiserum i amb l'autolitzat d’'una raca invasora res-
pectivament. Les races recuperades després d’aquests
passos, provades per a la invasivitat i produccié de factor
difusor, demostraren estar intactes i iguals a la raca
original. En assaigs ulteriors per a alterar els microor-
ganismes, s’inocularen en animals parcialment immu-
nitzats per a la mateixa raga; se les posa in vitro en brou
contenint autolitzats de races invasores; i amb brou amb
els antisérums corresponents o junts antisérum i auto-
litzat. Cap d’aquestes manipulacions canvid la invasi-
vitat o la quantitat de factor difusor.

Podem concloure dels experiments anteriors que en
un conjunt de manipulacions encaminades a augmentar
0 a disminuir la invasivitat, el paral-lelisme entre la
invasivitat i el contingut en factor difusor, no s’altera,
tant si les manipulacions eren eficients, com si fracas-
saven. Els assaigs per a transformar les races no in-
vasores en invasores, o per a augmentar el factor difusor
pels métodes emprats amb éxit amb el neumococ (10)
fallaren amb I’estafilococ?.

Accid generalitzada del factor bacteria difusor. — La
capacitat de la cel-lula de l'estafilococ invasor de fabricar
el factor difusor in vitro, fa creure que, probablement,
també ho fa in vivo. Que aixd és veritat, ho fan pensar
els resultats d’experiments anteriors, presentats en la
figura en text n.° 1. La tinta xinesa injectada com a
control difon més en els animals inoculats amb un or-
ganisme invasor, que en els animals inoculats amb races

I. Amb tot i aixd, Pinner i Voldrich (11) han assenyalat darrera-
ment que, després de molts intents, han aconseguit obtenir variants
aurens virulents, fent desenvolupar varietats albus rugoses en llurs
corresponents antisérums,
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no invasores. Els experiments segiients constitueixen
una prova d'un efecte generalitzat del factor difusor.

Efecte de la injeccié intravenosa del factor difusor. —
Proves preliminars demostraren que el factor difusor
present en els extractes bacterians podia ésser facilment
evidenciada en el sérum d'un conill cinc minuts després
de la injecci6 intravenosa d’aquest extracte. Una hora
després, encara s’hi trobava, un xic minvat, i era so-
lament detectable a les tres hores. Aquesta desaparicid
rapida de la sang fa creure en una eliminaci6, una neutra-
litzacié o possiblement una fixaci6 pels teixits. Aquesta
darrera possibilitat fou provada determinant l'efecte de
la injeccié intravenosa del factor sobre la difusi6é de la
tinta xinesa injecta en la pell.

S’agafaren cinc conills i se’ls injectd intradérmica-
ment en 3 arees, 0’75 cc. de tinta xinesa diluida; imme-
diatament després, per via intravenosa, de 7 a 22 cc.
d’extracte bacterid. A dos animals de control se’ls in-
jecta similarment en la pell, perd en la injeccié intra-
venosa es substitui l'extracte bacteria per aigua. En
els animals de control la difusié de la tinta xinesa en
la pell fou insignificant, i al final de les vint-i-quatre
hores recobria una area de 5 a 6 centimetres quadrats.
Per altra banda, la difusié de la tinta en els conills in-
jectats intravenosament amb extracte bacteria, fou molt
rapida, de manera que al cap d'una hora era molt més
gran que en els controls. Passades vint-i-quatre hores,
recobria de 10 a 20 centimetres quadrats.de pell.

Pas del factor a la sang des de lesions locals. — Per
a determinar si el factor difusor el podia trobar en la
sang d’animals que tinguessin una infecci6 del tipus
invasiu de microorganismes, s’'inocularen animals per via
testicular i llur sang es prova a intervals buscant-hi el
factor.
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Els conills foren inoculats intratesticularment en
la forma segiient : tres amb 1/5 d’un cultiu de vint-i-
quatre hores d'una raca invasora d’estafilococ; un amb
1/10 del mateix cultiu; i un amb 1/5 d’un cultiu d’una
raca no invasora. Es feien preses de sang a cada ani-
mal, abans de la inoculacié i després a intervals, i el
serum s'investigava, per al factor difusor, en la forma
corrent.

Els tres conills inoculats amb 1/5 dels cultius in-
vasors moriren en les primeres vint-i-quatre hores. Els
sérums recollits presentaren una quantitat definida, pero
solament moderada de factor difusor a les proves cor-
rents, i el desenvolupament era paral-lel amb el progrés
de la lesi6 local i de la septicémia. IL’animal que
havia rebut 1/10 d’un cultiu presentd un progrés més
lent de la malaltia i dond una major oportunitat per
a estudiar el procés. La preséncia del factor es de-
mostrd, per les injeccions cutdnies usuals; en la sang
de I'animal, a les tres hores de la inoculacié i hi conti-
nud durant tota la vida. Els detalls d’aquestes proves
es donen en la taula 1v. El conill que rebé una ino-
culacié de l'estafilococ no invasor va presentar un endu-
riment local passatger, amb una breu elevacié térmica,
perd en cap moment pogué trobar-se factor difusor en
el sérum.

Els experiments anteriors indiquen que el factor di-
fusor injectat intravenosament té una accié general sobre
la permeabilitat de la pell i que el factor fabricat per
les bactéries pot demostrar-se en la sang de l’animal
inocula amb una raga invasora d’estafilococs.




414 Publicacions de UInstitut d’'Estudis Catalans

TaurA IV

Pas del factor difusor a la-sang d'un conill des d’una lesié testicular
produida per una vaga INVASOYA d’estafilococs (*)

st
Mostra de sérum injectada se:?z:::\a :Ee.és ;l:frnalpr::::; Observacions
nesa -
cm? OF
Abans de la injeccio. . . 7'2 99‘8
3 h, després........ 202 | 101‘0 | Induraci6 clara del tes-
ticle.
6 h, després........ 211 | 101'8 | Més induracio.
24 h, després....... 12'g | 1001 | Orquitis aguda. Necrosi
escrotal.
29 h. després........ 160 | ror‘o | Animal molt malalt.
48 h. després........ 10‘'8 | 1006 | Animal pitjor.
60 h. després........ 12‘4 | 1o0‘t | Animal pitjor.
72 h. després........ 108 | 1o1‘0 | Animal mort. Cultiu en
; sang “+ 4.
96 h, després........ 11‘s | 1006 | Animal mort.
Control : Aigua -+ tin-
ta -ZINSMBL: i v e 67

4 Les dimensions de les lesions es mesuraren vint-i-quatre
hores després de les injeccions.

Factor difusor en altres organismes

Si bé no s’han fet estudis extensos sobre el factor
difusor i exaltant en altres bactéries que els esta-
filococs, ha semblat important tenir alguna idea de
si els principis establerts eren aplicables a altres bac-
teries.

Correlacié entre el valor difusor i la invasivitat de
Vestreptococ. — Per a aquest grup de proves s’empraren
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catorze races diferents'. Les lesions produides en la
pell de conills eren similars a les descrites del Rivers (x2).
La técnica emprada era essencialment la mateixa que
en l'estudi de lestafilococ. Les bactéries, desenvolu-
pades en plasma o en agar-sang, se suspenien o s’ex-
tractaven amb aigua. Per a algunes proves s’empraren
cultius complets en brou i els extractes, en aquests casos,
consistien en filtrats de cultius. En la taula v es déna
una descripcié de les races amb els resultats de les
proves.

L’analisi de les dades de la taula v presenta un pa-
ral-lelisme constant entre la invasivitat per a la pell i
l'existéncia del factor difusor en cada espécie, troballa
similar a l'observada amb l’estafilococ. No obstant, la
raga 09o/4/8 hemolitica i la seva derivada presenten una
desviaci6 d’ordre quantitatiu respecte a aquest paral-
lelisme. Encara que sén riques en factor difusor, les
arees de llurs lesions s6n molt més grans que les arees
de difusié de llurs extractes, i en aquest punt es dife-
rencien dels altres organismes estudiats. Un altre punt
d’interés és que algunes de les races considerades vi-
rulents, segons llur capacitat de matar rates i conills, no
contenen més factor difusor, i adhuc poden contenir-ne
menys, que altres races considerades menys virulents.
Aquests sén exemples de l'observacié que la viruléncia
general depén d’altres factors al costat de la invasivitat
local i el factor difusor.

Exaltacié de la infecciositat pels extractes d’estreptococs
invasors. — La propietat exaltant dels extractes bac-

1. El doctor G. Shwartzman ens proporciond les dues races eri-
sipelatoses. Les altres, excepte les Gltimes quatre de la taula v, ens
foren amablement cedides pels doctors McEwen i Lancefield, de ’hos-
pital del The Rockefeller Institute. També ens donaren les dades
sobre llur viruléncia en conills i rates. S’ha respectat la nomencla-
tura usada per aquests investigadors per a designar llurs races.
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terians tan estretament paral-lela amb el factor difusor,
també s’ha investigat en l'estreptococ. S’han provat,
per inoculacié en la pell del conill, extractes de races
invasores i no invasores amb tipus invasors i no invasors
del mateix microorganisme. En la taula vI es consignen
els resultats.

Taura VI

Efecte dels extractes dels estreptococs invasors i no invasors sobre la
infectivitat 1

N PREYTLIT
83855, | 132593
Origen de la suspensi¢ 388 § ) -g-’ 3 E g8 E 8 | Origen del lisat o de
d’estafi]ococs a0 S | 2 2 g o5 | Pextracte destreptococs
Bepaa | BECugR
288 888"
Cm? Cm?
Races: Races:
I, no invasora... ... — - E-1, invasora.
1, no invasora... ... — — E-1, invasora.
1, no invasora... ... — — E-1, invasora.
1, no invasora...... — — E-1, invasora,
5, no invasora. .. ... - — E-3, invasora.
5, invasora......... — — E-3, invasora.
5, invasora:........ - — E-3, invasora.
6, invasora......... — — A, no invasora.

1. Les dimensions de les lesions es mesuraren a les vint-i-quatre
hores després de les injeccions.

Els resultats sén totalment comparables als ob-
tinguts en l'estudi més extens sobre Iestafilococ i pre-
senta una vegada més el paral-lelisme estret entre I'exal-
taci6 de la infeccié i les propietats difusores dels ex-
tractes bacterians.

Experiments amb altres tipus de bactérvies. — A més
de les races d’estafilococs i d’estreptococs s’han provat
unes catorze races d’altres bactéries i les dimensions de
les lesions produides en la pell s’han comparat amb el
poder difusor de llurs extractes. En la taula vir es dbna

a7
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origen i la descripcié del material emprat amb els re-
sultats de les proves.

Entre el grup inclds en la taula vir hi ha microor-
ganismes coneguts com a virulents per 'home i pels
animals de laboratori, sense, perd, un poder invasor
local marcat i amb un contingut corresponentment baix
de factor difusor. Es el mateix fet que es troba en tres
races d’estreptococs en el grup anteriorment consignat.

Discussié

Els experiments consignats aci semblen justificar
la conclusié que la invasié de la pell pels estafilococs
depén de la preséncia en el microorganisme d’una subs-
tancia que augmenta marcadament la permeabilitat del
teixit, facilitant aixi la invasi6. La preséncia d’aquest
factor sembla ésser la principal diferéncia, entre les races
invasores i no invasores de la bactéria ja que la raga
no invasora, injectada amb el factor derivat de la bac-
téria invasora o del testicle, és capa¢ de produir lesions
comparables, per I'extensi6 i la gravetat, a les produides
pels microorganismes invasors. Com el factor testicular,
la substancia de les bactéries no és especifica en la seva
accié, ja que no solament augmenta la permeabilitat
cutania de totes les espécies animals provades, indepen-
dentment de les diferéncies en llur susceptibilitat al
microorganisme productor del factor, siné que també
exalta la invasivitat d’altres bactéries, a més de la de
la qgual deriva, i dels virus. Queda per a determinar
quina relacié existeix entre aquesta substancia i la to-
xina estafilococcica.

Que un factor similar juga un paper important en
la invasivitat d’altres microorganismes al costat dels
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estafilococs, es veu clarament pels nostres resultats amb
els estreptococs i més completament per les observacions
de Goodner sobre el neumococ (3). D’aquestes investi-
gacions sembla cert que el poder d’aquest important
grup de patdgens d’envair el teixit de I'hoste depén de
la preséncia en I'organisme d'un factor capag d’augmentar
la permeabilitat tissular.

El terme invasivitat sembla descriure el poder difusor
de les races estudiades, i per aquesta ra6 se 'ha emprat
en tota aquesta nota. En la majoria de casos el mi-
croorganisme posseeix la viruléncia i la invasivitat, perd
hi ha exemples de bactéries que sén francament vi-
rulents quan s’introdueixen per certes vies, i que no
presenten invasivitat local i no fabriquen el factor difusor.
Pot deduir-se d’aixd que la viruléncia i la invasivitat
no sén la mateixa cosa. Shan d’estudiar moltes més
espécies bacterianes abans de formular cap conclusi6
final sobre aquest punt. :

El pas del factor difusor a la circulacié a partir
d’infeccions locals i la seva accié generalitzada aug-
mentant la invasivitat pot donar una explicaci6 de certes
observacions cliniques sorprenents sobre infeccions com-
binades. Es possible que un organisme portador d’'a-
quest factor pugui obrir els teixits a un altre agent po-
tencialment més perillés. Les anomenades invasions
secundaries tenen un paper important en certes epideé-
mies d’influenza, i particularment en la influenza dels
porcs, per actuar molt bé en aquest sentit (16).

En les consideracions sobre la naturalesa del factor
derivat de les bactéries, es pensa de seguida amb les
seves relacions amb les agressines de Bail. Les agres-
sines i el factor difusor tenen de comu la propietat d’e-
xaltar les infeccions experimentals i ambdues son for-
mades per les bactéries in vivo i in vitro. Per altra
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banda, les agressines es diferencien de I’agent difusor que
son especifiques, antigéniques, termolabils, i llur accié
se suposa ésser la inhibicié de la fagocitosi. A més, les
agressines s’han trobat en espécies bacterianes que no
produeixen factor difusor en quantitats apreciables. Es
veritat que les agressines estan lluny d’ésser entitats ben
definides i és possible que 'analisi portat a darrer extrem,
certs extractes agressinics continguin el factor difusor
en quantitats suficients per a tenir certa activitat di-
fusora.

CONCLUSIONS

Les races invasores d’estafilococs i d’estreptococs
contenen un factor soluble que augmenta marcadament
la permeabilitat tissular i exalta les infeccions produides
per aquests organismes, per altres bactéries i per virus
vacunal.

Les races no invasores de la mateixa espécie d’esta-
filococs i d’estreptococs no contenen aquest factor.

La substancia exaltant fabricada localment pels
microorganismes passa a la sang circulant i produeix un
augment general de la permeabilitat tissular; pot actuar
exaltant infeccions locals.

El factor és similar, en els fendmens que produeix
al factor difusor extractat de molts teixits animals, es-
pecialment del testicle.

Es un plaer remerciar el doctor J. B. Murphy, en
el laboratori del qual s’ha portat a cap aquest estudi,
pel seu interés constant i pels seus consells en el decurs
del treball experimental i en la redaccié d’aquesta nota.

The Rockefeller Institute for Medical Research.
New York.
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