
_QUAN LA CIÈNCIA 
__ F ÒSSIL VIVENT 

per Tom Mikkelsen 

Aquesta és la història, com veurem ben aviat, d'uns veritables "fòssils vivents" , 
els Limulus, que fa desenes de milions d'anys poblaven els fons marins del 
nostre planeta i dels quals encara resten algunes poblacions vivents que corren el 
perill d'extingir-se  pel fet de l'acció de la ciència. L'autor d'aquest article ens 
explica, des d'una perspectiva ben pragmàtica , les raons per evitar que els 
científics es facin responsables de l'extinció d 'un dels més antICs habitants del 
planeta. . .  i dels més vitals per a l'home.  ----------------------------------------------------

Tom Mikkelsen és un investigador 
danès que treballa en el camp de la 
filogenètica i la immunologia compa
rada. Va participar fa poc en una 
expedició submarina al golf de Mèxic 
per estudiar els Limulus en el seu 
propi medi natural. Actualment Mik
kelsen desenvolupa les seves recerques 
en el laboratori d'endotoxines de la 
clínica universitària de malalties in
feccioses de Copenhagen (Dinamar
ca) . El seu article va ser publicat a la 
revista "Impact" (Unesco, París) i ha 
estat traduït per la microbiòloga 
catalana Francesca Corcoy. 

¡I�T!����;��, CIM-
tridium datats en 3 400 milions 
d'anys, descoberts en els dipò

sits de l'Onverwacht a l'Africa del Sud, 
són probablement les primeres manifes
tacions de la vida, tal com nosaltres la 
definim, sobre el nostre planeta. Des de 
la seva aparició, aquests procariotes sem
pre han donat prova de mobilitat i d'ubi
qüitat i ,  a través de tota la història de 
l'evolució, han estat indispensables totes 
les formes de vida superiors que han se- amb una trama s ignificativa de bactèries 
guit, encara que representin potencial- Gramnegatives, tal com són les aigües 
ment un perill mortal per a elles. Han costaneres dels oceans d'avui dia. 
envaït i colonitzat tots els nínxols ecolò- A fi de protegir-se dels efectes potencial
gics imaginables de terra ferma, des de ment nefastos dels lipopolisacàrids de les 
l 'emersió del Pangea i .  a l'alba dd Paleo- bactèries -més coneguts amb el nom 
zoic, fa uns 600 milions d'anys, les ai- d"'endotoxines"-, un aràcnid marí del 
gües poc profundes de Panthalassa i de Paleozo i c ,  el Limulus polyphemus, o 
Tetis eren un brou diluït de procariotes, "cranc" en ferradura amb la cua en forma 

d'espasa, ha perfeccionat un sistema de 
defensa intracel · lular molt sensible i molt 
específic . 
Aquest principi -anomenat test límul-, 
descrit per primera vegada per F .  Bang el 
1 9 5 6, ha estat adoptat pels investigadors 
en ciències biomèdiques a través del món 
com el test biològic in vitro més sensible 
per  detectar 1 ' endotox ina .  De manera 



POSA EN pERILL UN 
ÚTIL PER A L'HOME 

E/ //lnu/, ulla esperie artua/ del gfllere Limulus 

corrent, és poss ible detectar en líquids 
concentracions d'endotoxines inferiors al 
nanogram en menys d'una hora. Tot i 
així, malgrat els esforços portats a terme 
en el món, el sistema d'acció molecular 
del test límul continua essent un enigma 
de� Paleozoic per a la ciència del Ceno
ZOI C .  

Mini -glossari 

Que l i c e ra t s : a rú:n id s  que t enen  dos  
apèndixs al voltant de la  boca per  
mastegar i per  agafar (com l'aranya), 

Cisternografia: es fa servir en radiologia 
per examinar les cisternes (o cavitats) 
cerebrals , 

Clostridium: gènere de bacils. 
Gramnegatiu: grup de bactèries que no es 

coloren per la tinció Gram. La colora
ció es deu a la presència d'una nucleo
proteïna. 

Leucopoesi: formació de leucòcits. 
Necrosi :  canvis que es produeixen en un 

te ix i t  després de la mort d 'algunes 
cèI·lules. 

Procariota : organisme unicel, lular sense 
nucli .  

Pirogen: que produeix febre. 
Sèpsia: contaminació per les bactèries . 
Sistema reticulo -endotelial: cèl· lules que 

es troben a la medul·la espinal, a la 
melsa, al fetge, etc. i que netegen la 
sang de bactèries i d'altres matèries .  

ELS HÀBITATS DELS 
__ "CRANCS" EN 
_ FERRADURA HAN 
ESTAT IDENTIFICATS 

Els límuls constitueixen una subramifica
ció o una classe d'artròpodes quelicerats 
mol� pròxima als csçorpiònids . El repre
sentant fòssil més vell -Eolimulus- data 
probablement del Cambrià. La figura I 
presenta de manera simplificada les prin
cipals transforma.cions i tendències evo-

lutives que han portat a les quatre espè
cies vivents de límuls. 
Es pensa que durant l'era mesozoica, la 
concentració més important de límuls es 
trobava a les aigües europees, però que a 
l'alba de rera cenozoica, fa uns 6 5  mi-
1ions d'anys, els límuls es varen disper
sar, alguns traslladant-se cap a l'oest i 
d'altres migrant cap a l'e.st . 
Lorus i Margery Milne afirmen, en el 
seu petit i interessant llibre The crab that 
crawled out ol the past, que no hi ha límuls 
a la costa oest d'Amèrica i que tampoc 
no n'hi ha cap a les riberes d'Amèrica del 
Sud, d'Africa, d'Europa o d'Austràlia. 
Avui dia, tots els científics que s'hi dedi
quen -menys probablement l'auto¡- es
tan d'acord que aquestes costes ja  no 
constitueixen l'hàbitat natural del límul. 
El desembre del 1 98 I i el gener del 
1 98 2 ,  vaig emprendre una expedició 
submarina a les profunditats de l'oceà 
A�làntic a l'altura de la ç;osta oest de 
l'Africa a la recerca d'un nínxol ecològic 
de límuls que no s'hagués localitzat fins 
ara. 

Actualment, només hi ha en el món dues 
regions on es tingui la certesa de trobar 
límuls, En primer lloc, al llarg de 1; costa 
est d'Amèrica del Nord, des de Nova 
Escòcia fins a Florida Keys, així com a 
les vores del golf de Mèxic, i el límit sud 
el constitueix la província de Yucatan; en 
segon lloc, a les aigües del sud-est asiàtic. 
La primera regió és habitada per Limulus 
polyphemus, el límuls d'Amèrica; la se
gona per tres espècies diferents -Tachy
pleus gigas: costa del golf de Bengala, Tai
làndia, Malàisia, Indonèsia, part septen
trional de l' illa de Borneo i ,  probable
ment, l 'estret de Torres (entre Nova 
Guinea i Austràlia); Tachypleus tridentatus 
o "cranc rei xinès": litoral nord de l'illa 
de Borneo, Vietnam, Xina, sud del Japó, 
F ilipines; Carcinoscorpius rotundicauda, 
anomenat localment "cranc rei de l'es
tuari" : costa oriental de l'Índia i , proba
blement, a cada costat de la península 
Malàisia fins al golf de Siam, nord de 
l' illa de Borneo, Fil ipines i les illes Mo
Iuques. 

_INFORMACIONS 
_ ECOLòGIQUES 
Les il· lustracions 3 i 4 són fotografies de 
Limulus polyphemus (Xiphosura). Les fe
melles quan han arribat al seu ple desen
volupament són força més grans que els 
mascles madurs . El Raff1es Museum in
forma que han trobat una femella de T. 
tridentatus d'una llargada de 74 5 mm, Els 
ous, les larves ,  els joves i els adults de 
totes les espècies tenen una remarcable 
robustesa i es poden trobar vius a grans 
distàncies, Els adults poden sobreviure 
durant setmanes fora de l'aigua, fins i tot 
sense aliment, sempre que les seves làmi
nes branquials es mantinguin lleugera 
ment humides. 
Tots els límuls dipositen els seus ous en 
el llot a alta mar entre la plenamar i la 
baixamar, Són necessàries de dues a cinc 
setmanes per a l'eclosió dels ous de l'es
pècie més estudiada, Limulus polyphemus; 
les larves marxen de la platja en plena
mar i es queden habitualment a les aigües 
poc profundes .  S'alimenten de petits or
ganismes que viuen al fang en els indrets 
plens de llot. Els joves límuls tenen sis 
mudes durant el seu primer any i ,  des
prés , una sola per any. A cada muda, 
l'animal en creixement augmenta les 
seves dimensions lineals al voltant d'un 
2 5 % .  La cuirassa dels joves límuls és 
fràgil i transparent; a cada muda succes
s iva es va tornant més fosca i gruixuda. 
En raó d'aquesta fragilitat els joves lí
muls són la presa dels grans ocells de 
mar. I 

LES ENDOTOXINES 
IMMOBILITZADES PEL 

___ GEL 
Nombroses preguntes han estat formula
des a aquest "fòssil vivent" i algunes de 
les respostes tenen un gran interès cientí
fic .  Molts dels nostres coneixements ac
tuals sobre els mecanismes fisiològics fo-



Fig. 2. ProducCio dr lisat d'amebòcits de limuls. a} La 
Jal/g complt/a (l'htmolimfa -blau-h,mocianina- i ,IJ 
am,bocilJ -vmn,IlJ- d,nsamw/ plenJ de granulJ) is ex/r,/a 
dirtc/amw/ de l 'animal i posada en /ubJ d, centrífuga de 
Jilicol/a i apirog,nJ; J' cw/rifoga a batia v,locila/ per evitar 
un /rwcam'l// prtma/ur de l'J cd lules que son ex/rtmamtn/ 
fragils. b} Hi ha una J,dimtn/acio delJ am,bóà/s in/ac/eJ i . 
l 'hemolimfa, dmmbarassada de leJ stVes cd lul,s, es d,cal//a I 
cOI/gela ptr a un US posltrior fil un altrt con/,x/. El cuk/ 
d'am,bacils J 'homogenel/UJ m,cal/icamen/. c} L 'homogtnella/ 
es /ranJfireix a tubs d, ctnmfuga i eJ dilueix amb aigua (ha
bi/ualmm/ 1 .'3). d} D'JprtJ d'una cen/rifugacio a alta 
velocila/ ItJ mIes cd lulars Jon J,dimw/ades i l 'agen/ de 
coagulacio allibtra/ ptr la ruptura dels amebocilJ, 'J troba fil 
es/a/ lliure en el Jobrenedan/. ,} Finalmw/, el sobrwedal// 
(lisa/ d'am,boci/s del J¡muJ) eJ trasllada a fiasco l/S i ja 'J/a a 
punt per fir-Je strvir. 

na mentals de la visió han estat obtinguts 
per l'estudi de respostes elèctriques dels 
òrgans visuals de Limulus polyphemus. 
U na pregunta formulada inic ialment per 
F. Bang el 1 9 5 6 ha conduït al test límu
lus per. detectar les endotoxines de les 
bactèries gramnegatives. l 
L'amebòcit , cèl · lula el . líptica d'unes 1 2  x 
1 8  (.1, és l'únic tipus de cèl· lula que cir
cula a la sang blava (a causa de la presèn
cia d'hemocianina) o hemolimfa, del Li
mulus polyphemus. És una cèl· lula nucleada 
en la qual el citoplasma està densament 
ple de grans grànuls refringents que con
tenen tots els factors que contribueixen al 
mecanisme original de la coagulació san
guínia del límul. 
Després d'una estimulació in vivo o in 
vitro per molt petites quantitats d'endo
tox ines, en estat lliure i dispersat o sota 
una forma associada a les parets intactes 
de bactèries gramnegat ives, es produeix 
una agregac ió ràpida dels amebòcits, 
acompanyada de canvis marcats en la 
forma cel · lular i de la formació de pro
longacions que s'estenen d'una cèl · lula a 
l'altra. De seguida hi ha una degranulació 
o lisi dels amebòc its de l'agregat, que 
allibera no solament les proteïnes de la 
coagulació (els coagulògens), sinó també 
tots els altres factors necessaris per a la 
formació subsegüent del gel o coàgul , que 
immobilitza i englote ix ràpidament les 
endotoxines . Un amebòc it intacte no pot 
ser penetrat per l'endotoxina i una he
molimfa que no tingui cèl· lules no es 
coagula i no és necessària per a la coagu
lació. 

__ E_L PROCÉS 
_CONTINUA OBSCUR 
El procés cel · lular de la degranulació dels 
amebòcits continua essent obscur, però es 
comença, a poc a poc, a tenir una pri
mera idea de la reacció de la coagulació 
activada per l'endotoxina. Primerament, 
un enzim de pre-coagulació és activat per 
l'endotoxina; aquest enzim actua sobre la 
proteïna de la coagulació (el coagulogen) 
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provocant una proteolisi l imitada; hi ha 
tot seguit polimerització i formació d'un 
gel compost de llargues fibri l · les que apa
rentment s'entrecreuen. Totes les espè
cies de xifosurs tenen un coagulogen que 
té més o menys el mateix pes molecular, 
entre 2 3 . 000 i 27.000. 
Aquest sistema de coagulació d'origen 
intracel · lular ha estat d'una importància 
vital per al límuls des de fa centenes de 
milions d'anys i ,  gràcies als treballs 
d'aclariment fets en aquest terreny pels 
doctors Levin i Bang sobre aquest prin
cipi, s'ha posat a punt en el curs d els deu 
o quinze últims anys una eina d'una gran 
importància científica i clínica. D'altres 
invertebrats marins tenen cèl · lules san
guínies que reaccionen sota l'acció d'en
dotoxines de bactèries gramnegatives, 
però el límul continuarà essent probable
ment únic donat que l'hemolimfa és fà
cilment accessible i que el seu volum és 
important (fins a 300 ml). l 
Alguns científics japonesos han preparat 
lisats d'amebòcits, a partir de T. tridenta
tus, i han demostrat que aquestes lisis 
poden servir per detectar l 'endotoxina, al 
mateix nivell quantitatiu que el L. 
polyphemus. • Això no obstant, és clar que 
les tres espècies del sud-est asiàtic són 
diferents a nivell cel · lular i infracel · lular i 
que la separació filogenètica es va pro
duir segurament fa alguns milions d'anys. 
L'hemolimfa de Tachypleus, per exemple, 
conté dos tipus d'amebòcits portadors 
cadascun de tres tipus de grànuls, mentre 
que l'hemolimfa de Limulus no enclou 
més que un sol tipus cel · lular que té grà
nuls homogenis .  l S'espera molt de l'elu
cidació d'aquest fet així com d'altres d i 
ferències filogenètiques entre les espècies . 

LES ENTODOXINES 
_ DEFENSEN LES 
__ BACTÈRIES 
Les endotoxines (lipopolisacàrids, LPS) 
produïdes per les bactèries gramnegatives 
són macromolècules compostes per un 
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polisacàrid ,  un lípid i pèptids més petits. 
Són part integrant de la membrana exte
rior de les bactèries gramnegatives on, no 
solament ajuden al transport selectiu de 
substàncies dins de la cèl · lula, s inó que 
també participen en la defensa de la bac 
tèria. Una part important de les 1 0 ' 4 
bactèries que viuen al nostre tracte gas
trointestinal són gramnegatives i en
clouen les famílies (espècies) Escherichia 
coli, Klebsiella aerogenes i Roteus mirabilis. 
U na sola bactèria conté al voltant de 
1 0- ' 4  grams d'endotoxina, que equival a 
un l 'Yc) del seu propi pes . Es poden tro
bar les endotoxines, sia en estat lliure, 
dispersades, sia després de la seva allibe
ració al medi ambient de�rés de la mort 
o de la lisi de la cèl· lula. Les endotoxi 
nes resisteixen notablement bé  l a  majoria 
dels detergents d'ús corrent, així com la 
calor. Només són inactivades al cap de 
sis hores a 1 700 C .  
Normalment, nosaltres tenim una s im
biosi benèfica i vital amb la nostra flora 
bacteriana gramnegativa. Aquest feliç 
equilibri és controlat, principalment, per 
mecanismes de regulació desencadenats 
pel fetge, com la desintoxicació, conjuga
ció i aclariment de la sang. Totes aques
tes mesures afavoreixen l'absorció pel 
sistema venós de bactèries i d'endotox i
nes del tub digestiu. A més, un cert fe
nomen de tolerància permetrà als nostres 
sistemes de vigilància de detectar ràpida
ment tota fuga de lipopolisacàrids dins 
de la circulació sanguínia. 
Quan, per una raó o per una altra, 
aquests diversos mecanismes de defensa 
no funcionen normalment, les endotoxi 
nes poden tenir sobre un hoste mamífer 
un cert nombre d'efectes fis iològics i pa
tològics (i sovint hi ha un lligam entre 
ells), com per exemple en el cervell, so
bre el sistema de regulació de la tempera
tura, sobre les diferents poblacions 
cel·lulars de la sang, sobre els sistemes 
hormonals, sobre el metabolisme i sobre 
els sistemes de vigilància immunològica. 
Aquests efectes poden portar, a la fi . a 
una coagulació intravascular disseminada. 
a una hipotensió, a un col· lapse cardio
vascular i no és estrany que també portin 
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a la mort. 

L'HOME ÉS SENSIBLE 
A LES ENDOTOXINES 

Durant molts anys, l'extrema sensibilitat 
de l'home a les propietats pirògenes de 
les endotoxines ha estat considerada com 
l'efecte clàssic dels LPS. Entre altres 
efectes, es poden citar les modificacions 
del sistema hematopoiètic, canvis en els 
mecanismes fibrinolític i de coagulació, 
(i) una reactivitat augmentada a l'adrena
lina. Les endotoxines també poden pro
duir una lesió placentària que pot provo
car una reabsorció del fetus o un part 
prematur. Altres efectes característics de 
les endotoxines són les modificacions de 
l'activitat del sistema retículo-endotelial 
i els canvis metabòlics. 
Dit això, convé de totes maneres remar
car que les endotoxines no es comporten 
exclusivament com enemigues de l'home 
i d'altres mamífers, sinó que també es 
poden comportar com amigues .  Quanti
tats petites de LPS poden provocar una 
estimulació benèfica de les nostres defen 
ses immunològiques, estimular una leu
copoesi al moll de l'os i augmentar la 
nostra resistència inespecífica a diversos 
agents patògens. Aquesta resistència aug-

mentada afecta gran v�rietat de bactèries , 
fongs , paràsits i virus, Quant a aquests 
últ ims, l'augment de la �esistència serà 
deguda a l'estimulació per les endotox i
nes de la producció de l'interferó proba 
blement per la mediació de la fracció de 
la molècula LPS anomenada lípid A .  Les 
endotoxines poden servir d'adjuvants , 
causar una necrosi o una regressió de tu
mors malignes .  7 
Quan en el cas de les endotoxines parlem 
de petites dosis, s'ha d'entendre que una 
dosi que no arribi als 1 0  nanograms 
d'endotoxina per quilogram de pes cor
poral en injecció intravenosa a un home 
adult i en bona salut pot provocar una 
elevació d' l ,9° C la seva temperatura 
corporal . Entre les reaccions típiques a 
també petites dosis de LPS, figuren 
igualment una granulocitos i ,  esgarrifan
ces, mal de cap, tremolors, dolors mus
culars, desgana, nàusees i vòmits . 

_ EL TEST LÍMl[�US 
___ _ DETEçr A LES 
__ ENDO':(OXIN=--:..::ES=--_ 
Nombrosos mètodes han estat utilitzats 
per a la detecció d'endotoxines. U na fe
bre provocada en el conill ha estat -i és-

Fig,. I, Em.1 au!ullus qu, rul/dueixel/ t1 les especies L'IÚI/IS de 
!un'uls 

l'examen complementari que es fa serv i r  
més, però e l  test límulus ofereix grans 
possibilitats com a mètode de recanvi. 
També s'ha determinat la morbid itat o 
l'efecte mortal en altres criatures vives, 
a fi d'avaluar els efectes biològics de 
les endotoxines. La mort d'embrions 
d'ocells , l'avortament, lesions inflamatò
ries cutànies i la necrosi de sarcomes en 
els rosegadors s'han fet servir en les di
verses anàlisis de l'activitat biològica de 
l'endotoxina. Així i tot, totes aquestes 
anàlisis són tributàries d'animals vius o 
d'òrgans vius d'animals i són susceptibles 
de nombroses dificultats i inexactituds. M 
Actualment, de tots els tests in vitro 
d'endotoxines que hi ha disponibles , el 
test límulus està generalment reconegut 
com el més sensible . La preparació de 
lisats a partir d'amebòcits del límul pot 
presentar alguna dificultat, perquè exi
geix rigorosament la utili tzació d'aparells 
i una manipulació apirògena durant tot el 
procés (fig. 2). Però, el test límulus per si 
mateix és senzill i relativament fàcil 
d'aprendre, i , deixant de costat la neces
sitat constant d'una manipulació apirò
gena, no és necessari cap equipament 
complex (fig. 3). La reacció final és la 
gelificació del lisat líquid , . normalment 
transparent i sense color. Es molt fàcil 
definir i detectar un test positiu; a més, el 
test límulus és repmduïble. A tempera
tura ambient, el lisat és estable durant 
algunes setmanes, i a -20°C es pot con
servar durant anys sense que perdi la 
seva sensibilitat. Fent servir el test límu
lus es pot detectar una dosi d'endotoxina 
tan mínima com I O- l j gr en una mostra 
líquida tan reduïda com o, I ml. 
El test límulus és útil per a aplicacions 
mèdiques 
Des de la seva adopció, el test límulus ha 
estat utilitzat amb èxit per detectar i de
terminar la quanti tat de LPS en nombro
sos contextos dins una gran varietat de 
disciplines mèdiques. S'ha fet servir per 
estudiar la sang de malalts en què es 
sospitava una sèpsia per gramnegatius i 
per a l'estudi de xocs i d'endotoxèmies 
experimentals en animals de laboratori. 
El test ha estat utilitzat per determinar 



FI¡/,. j. Aplicacions dcl lisat de límul en el d iagnostiCo El 
laboralori rep una o unes quanles mostres liquides d'un malalt 
inficlal (X: orina, Y: liquúi cefalo- raquidi, o Z: sang -les 
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liquida i rellisca per la parel del lub. LA moslra no eSla 
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"'Iodoxin,s d, la parel cd lular. d} un coagul firm i OptU S 'ha 
formal i ha qu,dal adheril al fons d,I lub d 'assaig posal de 
cap per avall: la moslra esla inficlada o con laminada per 
bacltri,s gramegaliv,s i I o per ",doloxines. El l,SI limulus 's 
de gran imporlància en el cas d'absencia de ci¡' lules 
bacltrian,s viv,s i quan l,s endoloxines lliures no poden ser 
colorad,s i "alrapades "  per un microscopi ordinari. 
Actualmtnl es disposa d, mètodes mis p'rfeccionalS per 
d" .. 'minar la quanlilal ,xtUla d 'endoloxintJ. a b 
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les concentracions d'endotoxines en el lí
quid cèfalo- raquidi (LCR) de malalts que 
tenen una meningitis per bactèries gram
negatives . S 'ha constatat que el test era 
positiu en les primeres mostres de LCR 
de tots els 86 malalts sotmesos al test 
amb una meningitis per gramnegatius i 
que ere uniformement negatiu en els 1 46 
pacients que tenien diverses malalties in
feccioses i no infeccioses. 9 En els pacients 
amb una meningitis per bactèries gram
negatives, la dosi d'endotoxines de les 
primeres mostres de LCR variava entre 4 
i 2 . 000 ng/ml. El test límulus és a la 
vegada més �ensible i més específic que 
l'examen per coloració de Gram. El test 
límulus també està menys exposat a error 
d' i nterpretació que els mètodes que im
pliquen l'ús del microscop i .  l O  
El test límulus ha demostrat la presència 
de bacteriòfags i d'endotoxines en quatre 
vacunes antivíriques vives (contra la po
liomielitis, el xarampió, les galteres i la 
rosa) i en preparacions comercials de sè
rum de vedell. S'ha trobat l'equivalent de 
1 . 000 ng d'endotoxina per mil · lilitre en 
algunes vacunes de boví i s 'ha recomanat 
el test límulus com a indicador sensible i 
específic d'una contaminació preexistent 
per bactèries gramnegatives de sèrums 
animals o d'altres components utilitzats 
en algun estadi del cultiu cel· lular en la 
preparació d'una vacuna vírica. 1 1  

__ PRODUCTES 
_ FARMACÈUTICS 
_SOTMESOS AL TEST 
El test Iímulus va demostrar que és molt 
sensible en un cas on productes radiofar
macèutics varen provocar en pacients 
una meningitis asèptica; els lots dels pro
ductes es varen revelar tots contaminats 
per endotoxines quan varen ser sotmesos 
al test lÍmulus i varen mostrar un efecte 
pirogen negatiu quan se'ls va fer objecte 
de test en conills segons el mètode ame
nca practicat en farmàcia . " Estudis 
quantitatius han demostrat que hi ha una 

relació entre les meningitis asèptiques 
nivells d'endotoxines d' I a 1 00 ng per 
inj ecció de productes per cisternografia. I J 
Alguns agents quimioteràpics contra el 
càncer tenen una gran incidència d'efec 
tes indesitjables i es sospita que les endo
toxines hi tenen alguna cosa a veure. 
Així. les principals reaccions desfavora
bles a una teràpia per L-Asparaginasa 
són febre, nàusees, vòmits i modifica
cions hematològiques .  Aquestes reaccions 
es deuen en part a una contaminació per 
endotoxines. ' 4  En un estudi recent sobre 
nou preparacions d'un agent antitumoral. 
s 'han constatat reaccions positives al test 
límulus en set d'aquestes preparacions. ' \  
Per altra banda, s'ha fet servir el test 
límulus per avaluar la contaminació bac
teriana en les manipulacions de productes 
sanguinis per detectar les endotoxines en 
els líquids utili tzats en hemodiàlisi 1 6. 1 7  i 
per detectar també les endotoxines en el 
líquid amniòtic humà. 1 8  

_ENDOTOXINES 
_TROBADES EN ELS 
_PRODUCTES LACTIS 
En fi , el test lÍmulus és cada vegada més 
reconegut en el camp de la higiene de 
l'alimentació, de la medicina del treball i 
de la higiene del medi ambient. 
El 1 980, vàrem fer servir el test Iímulus 
per revelar la presència d'endotoxines 
dins la llet i els productes lactis dane
sos. ' 9  Per terme mitjà, la llet envasada 
conté menys d' I ng/ ml de LPS. La dosi 
en LPS de la llet fresca comercialitzada és 
igualment baixa, però arriba a 5 o ng/ ml 
després d'una conservació d'una setmana 
a 5"C .  Igualment s'han trobat quantitats 
molt dèbils de LPS en el formatge i en la 
mantega . Les anàlisis del formatge han 
permès constatar una dosi mitjana de 
LPS de 50 ng/g. Les quantitats de LPS 
trobades en la llet en pols són significat i
vament més elevades, les mitjanes són de 
I 1 . 000 ng/ g. Hem pogut així deduir que 
el test límulus és un mètode ràpid, fiable 

i útil per establir la qualitat higiènica de 
la llet i d'altres productes lactis comer
cialitzats, així com la infecció per bactè
ries gramnegatives que s'acumulen durant 
la producció de la llet i el tractament fins 
a arribar al seu estat final. 
S'ha trobat una dosi mitjana d'endotoxi 
nes de 3 0  a 1 3 0 ng/ml en mostres de llet 
que vénen de Nova Orleans. 2 0  La dosi 
d'endotoxines augmenta 1 6  vegades quan 
la llet es guarda a temperatura ambient 
durant 24 hores i en el mateix temps hi 
ha proliferació bacteriana. Al contrari, 
no hem trobat cap alteració per endoto 
xines quan les mostres han estat refrige
rades . S'ha deduït que la presència d'en
dotoxines en les mostres de llet comercial 
i l'augment de la seva dosi en endotoxi 
nes, que es posa de manifest quan es 
deixa la llet a temperatura ambient, són 
potser factors que contribueixen a la sín
drome de la mort sobtada del lactant. 
En un estudi fet amb llet de vaques nor
mals i amb llet de vaques que tenien una 
mastitis clínica, el test Iímulus ha demos
trat ser molt específic i molt sensible per 
detectar les endotoxines i també ha fet 
pensar en la possibilitat de fer servir el 
test per vigilar l'eficàcia d'un tractament 
antibiòtic així com per ajudar el veteri 
nari en el seu diagnòstic d'una mastitis 
per coliformes en la vaca. " 

_ LA INHALACIÓ 
_---==-D 'A EROS OLS __ 

CONTAMINATS PER 
_ MICROORGANISMES 

__ ES_' NOCIY.:.......::A-=---_ 
Es reconeix cada vegada més que les le
sions pulmonars, febre, tos, dispnea i un 
malestar general poden resultar de la in
halació de pols i d'aerosols contaminats 
per microorganismes. Les bactèries 
gramnegatives i les endotoxines ocupen 
el primer lloc entre els contaminants mi
crobians de la  pols orgànica i d'aerosols i 



tenen relació amb aquests sJmpwmes. 
Es dedueix d'estudis anteriors sobre la 
bissinosi i altres febres degudes a subs
tàncies vegetals o a aerosols que les bac
tèries gramnegatives i les endotoxines 
(pirògenes) han estat la preocupació de la 
medicina del treball des del 1 7 84. 
Estudis més recents han demostrat que 
les malalties imputables a la inhalació de 
pols vegetals contaminades per microor
ganismes en la indústria tèxtil apareixen 
sovint sota forma de petites epidèmies i 
mostren una simptomatologia més aviat 
uniforme amb accés de tos, febre, disp
nea, mal de cap, dolors difusos i malestar 
general; s'ha arribat a la conclusió que 
aquests principals símptomes s'assemblen 
sorprenentment als efectes de les endoto
xines. I I  

Els aerosols que contenen dosis d'endo
toxines compatibles amb els nivells tro
bats normalment en el medi ambient po-

den causar la mateixa alteracio pulmonar 
que fortes dosis letals d'endotoxines sub
ministrades per via intravenosa. 2 )  En una 
investigació a Suècia de les reaccions de 
treballadors exposats a aigües usades en 
diferents fàbriques de tractament 
d'aquestes aigües ,  es van trobar dosis de 
més de 1 00 ng per dia, o sigui superiors 
al . nivell requerit per a l'aparició de 
símptomes mèdics. El grau d'endotoxi
nes trobat en les aigües usades tractades, 
que es fan servir de vegades per a la 
irrigació o per a la neteja, són del voltant 
de 5 0  ng/ml; s'ha indicat que, si una 
quantitat equivalent a I ml. era inhalada 
en algunes hores la dosi d'endotoxina re
querida per provocar febre seria superada 
almenys cinc vegades .  24 
Els fluids de treball dels metalls utilitzats 
industrialment contenen normalment d' I 
a 60 milions de microbis per mil · lilitre i 
s 'hi han trobat xifres tan elevades com 
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nismes més importants i que es poden 
desenvolupar millor en les emulsions 
d'oli per a la fabricació i en els lubrifi
cants sintètics o a base d'oli mineral són 
bactèries gramnegatives. Les operacions 
per a la fabricació dels metalls comporten 
sovint la formació d'una boira estable, i, 
pels efectes d'aerosol deguts a les opera
cions de fabricació dels metalls, la conta
minació es pot estendre a les parets, al 
terra, a l'equip -i als operadors, En el 
meu estudi preliminar fet sobre 1 4  tipus 
diferents d'olis industrials, vaig trobar 
sovint concentracions d'endotoxines per 
sobre de 1 00 ng/ ml, cosa que demostra 
bé els perills que representen per a la 
salut les gotetes d'oli actiu com a porta
dores d'una gran varietat de bactèries i de 
l ipopolisacàrids .  

_ LA POBLACIÓ DE 
__ LIMULUS 

POLYPHEMUS EN 
___ pERILL 
La importància que tenen els amebòcits 
dels xifosurs per a la recerca biomèdica, 
mundialment reconeguda, ens demostra 
que tenim necessitat d'un coneixement 
més profund de les quatre espècies vi
vents, perquè, en tant que recurs natural, 
puguin ser objecte d'una gestió acurada. 
El nombre de límuls capturats per a la 
preparació de lisats d'amebòcits ha aug
mentat considerablement en el curs dels 
últims anys; el 1 97 8  en va ser proposada 
una reglamentació en l'U .s .  Federal Re
gister, Subratllant el risc potencial d'ex
hauriment, es demana als productors de 
lisats de límuls que garanteixin que 
aquesta producció no tindrà efectes ne
fastos sobre la població existent de límuls 
i que els límuls siguin retornats vius al 
seu hàbitat natural després d'una sola ex
tracció de sang, Quan el "cranc" en fe
rradura japonès va ser declarat una espè
cie en perill i aparentment en via d'ex-
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tinció a causa dels treballs d 'assecament i 
de la pol· lució es va establir al Japó l'as
sociació per a la conservació del límul. 2 1  

_ EL CULTIU EN EL 
_ LABORATORI 
El cultiu d'amebòcits en el laboratori 
ofereix un mitjà d'evitar l'exhauriment 
dels límuls. Amb aquest cultiu, podríem 
no solament abstenir- nos de la captura 
d'aquests animals i de treure 'Is sang, sinó 
que potser aniríem cap a una normali tza
ció de la producció i reduiríem la varia
bilitat dels lisats segons els lots o les 
estacions. Els assaigs han intentat obtenir 
lisats actius d'amebòcits de límuls a partir 
de cd· lules, però, en presència de con
centracions de 1 000 ng d'endotoxines, 
els lisats d'amebòcits obtinguts només 
han donat resultats lleugerament positius . 
La cria de límuls en vivers és una altra 
manera de protegir- los. Els tests que 
s 'han fet a Israel han demostrat que la 
cria en vivers dels límuls és un mètode 
practicable .  
Els límuls poden igualment servir com a 
donadors de sang. D'un gran nombre de 
límuls agafats en el golf de Mèxic al� 
quals es va extreure al voltant d'un l i  5 
del volum total de sang, només se'n va
ren morir set, aparentment com a resultat 
de l'extracció de sang, algunes hores des
prés d'haver estat tornats a l'aigua . EI� 
lisats així obtinguts varen ser excel · lents . 
En resum, tenim necessitat d'una visió 
general més precisa que la que tenim ac
tualment sobre el nombre real i la distri 
bució geogràfica de totes les espècies dc 
límuls. Es per això que hem fet plans per 
a expedicions submarines de gran enver
gadura en el golf de Mèxic, a la costa 
nord-est d'Amèrica del Sud i pel litoral 
del sud-est asiàtic. Seria una tragèdia s i  
e ls  científics -entre tots- fóssim els res 
ponsables de l 'extinció d'un dels me� 
vells habitants del planeta Terra. 

( T. Mikkelsen ) 
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