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Osserpazioni sperimentali sull’azione reciproca
tra tossina difterica ed eritrociti umani.

Dott. P10 RiTossaA.

In un lavoro precedentemente cond-tto sull’azione reciproca tra tossina dif-
terica e leucociti umani (Annali d'lgiene, fasc. &, 1935} avevo potuto constatare
che questi due elementi, tenuti a contatto « in vitro » per alcune ore, svolge-
vano un’azione dannosa vicendevole: mentre cioe da un lato la tossina espli-
cava un’azione tossica sui leucociti che portava ad una lisi di una parte di
essi, d’allra parte i leucociti agivano su piccole dosi di tossina modificandola
ed annullandone il potere tossico.

Mi sono proposto in questa seconda serie di ricerche di studiare 1'azione
teciproca svolta «in vitro » fra tossina difterica, rispettivamente bacilli difte-
rici ed eritrociti umani, onde stabilire se da un lato la tossina e rispettivamente
i bacilli esplicassero sulle emazie un'azione litica, e d'altra parte se le emazie
possedessero un’azione assorbente o neutralizzante verso la tossina difterica. In
genere si tende ad ascrivere al bacille difterico ed ai suoi prodotti tossici un
certo potere emolitico, senza pero che, a mio sapere, sieno state praticate ri-
cerche sistematiche « in vitro » su tale proprieta emoiitica. D’altra parte, per
quanto riguarda Ieventuale potere dei globuli rossi di assorbire o fissare la
lossina difterica, esistono solo scarse ricerche su eritrociti di origine animale
e conducenti a risultati contradditori. Cosi SBARSKY e quasi confemporanea-
mente GLUSMANN constatarono che gli eritrociti del ratto, refrattario all'azione
della tossina difterica, non possedevano un'azione assorbente su di essa; questi
autori perd ammettevano che i globuli rossi di altri animali possedessero un
tale potere e che a (uesto fosse principalmente legata 'azione tossica esplicata
dalla tossina sui relativi animali. Anche DUJARRIC DE LA RIVIERE e K0SSOWITSCH
rilennero che i globuli rossi di coniglio potessero assorbire la tossina difterica.
Invece secondo SCHMIDT € SCHMIDT e STOCKHUSEN gli eritrociti non hanno il po-
tere di legare la tossina difterica.

Le ricerche da me condotte vertono sui due seguenti cuesiti:

1) Esplicano i bacilli difterici o la tossina difterica un’azione emolitica
sulle emazie wmane?

Le ricerche vennero eseguite impiegando la seguente tecnica:

Da individui sani venivani prelevati 30-40 cme. di sangue; questo veniva
defibrinato e centrifugato a lungo; allontanata la parte liquida e lo strato su-
periore costituito da leucociti, si raccoglievano le emazie che venivano lavate
ripetutamente in soluzione fisiologica onde allontanare il pit pessibile ogni



traccia di siero. Le emazie venivano poi usate per le prove dell’emolisi in so-
spensione in soluzione fisiologica al 5 %. In diversi tubicini si metteva in con-
latto 0,5 cme. della sospensione di emazie cen dosi progressive di tossina
(da 0,20 a 1 cme. corrispondenti a 10-50 d. m. m.), oppure con dosi cre-
scenti di emulsione bacillare (1 ansata in 1 eme., e di questa da ,20 a 1 cmec.).
Ai'tubicini si aggiungeva o no 1l complemento (0,40 di siero fresco di cavia);
i aleune esperienze si aggiunse pure l'antitossina difterica (0,25-0,50 di siero
a 2000 U, 1. per eme.).

Numerose esperienze praticate con diversi dosaggi dei singoli componenti,
coi relativi controlli del complemento e del sier, ¢ nelle diverse condizioni so-
pra accennate (con e senza aggiunta di complemento, con e senza aggiunta di
antitossina) ci permettono di dedurre i seguenti risultati: I bacilli difterici,
tenuti a contatt) per 6-8 ore in termostato a 37° con eritrociti umani provocano
una legzera emolisi in presenza di complemento; I'emolisi perd non & mai com-
pleta, ma soltanto paiziale; essa & indicata dalla tinta rossa presentata dalla
colonna licuida superiore, che manca in assenza del complemento e nei con-
trolli; al fondo dei tubicini perd residuano delle emazie indisciolte.

La tossina difterica, tenuta a contatto per 6-8 ore a 37° ccn le emazie uma-
ne provoca del pari emolisi (lieve ed incompleta come per i bacilli) in presenza
di complemento. In assenza di complemento & quasi del tutto nulla I'azione
emolitica. Per ccsi muggiori di tossina Pazione emolitica risuita piu evidente.

In conclusione ho ccnstatato che sia i bacilli difterici come tali, sia la tos-
sina pura esplicano sugli eritrociti umani un’azione emolitica, perd lieve e
parziale. Perche questa avvenga & necessaria 1’aggiunta di complemento. L’a-
zione emolitica & pit spiccata con 'uso della lossina che con quellc dei bacilli,
ed anche in quest’ultimo caso ¢ legata quindi alla tossina prodotta dai bacilli.

Le ferti dosi di tossina impiegate nell’esperimento per produrre un’emo-
lisi parziale su piccole quantita di emazie non permettono perd di riportare
sull'ammalato nelle condizioni naturali dell'infezione i risultati cttenuti «in
vitro ».

Ho constatato inoltre nelle prove in cui aggiungevo il siero antidifterico
che l'aggiunta contempceranea di antitossina in presenza o no di complemento
attenua o annulla del tutto 1’azione emolitica dei bacilli e della tossina. Cio
conferma che l'azione emolitica & esplicata dalla tossina la quale viene subito
veutralizzata dal siero in eccesso quando si usa tossina pura, oppure viene
neutralizzata mano mano che si forma quando simpieganc i bacilli.

2) Lsplicans gli eritrociti umani un’azione assorbente o neulralizzante
sulla rossina difterica?

Per risolvere questo secondo quesite ho seguito il seguente metodo:

Gli eritreciti umani, ottenuti secondo la tecnica sopradescritta ed accura-
tamente lavati, sospesi a party uguali in scluzione fisiologica, venivano distri-
buiti in dose di 2 eme. in una serie di tubicini; in ciascuno di questi si aggiun-
geva poi 1 eme. di tossina difterica diluita in modo da contencre rispettiva-
mente 1, 2, 3, 4, 5, 6 d. m. m. 1 tubicini, ben tappali, venivano mescolati e
conservati in termostato per 6, 8, 12 ore. Dopo questo periodo di contatto la
miscela eritreciti-tossina veniva inoculata in toto nelle cavie; oppure i tubicini
venivano centrifugati onde scparare scrupolosamente il liquido dalle ¢mazie,
o questi venivano inoculati separatamente in vari lotli di cavie, dal peso di 250
er. [Furone eseguite numerose prove depo 6-8-12 ore di conlatto a 37°. Va rile-
vato che, dato le minime dosi di tossina impiegata e dato 1'assenza di com-
plemente, i globuli rossi impiegati si mantenevano integri anche depo 12 ore
di soggiorno in termostato.

Tutte le cavie inoculate con le miscele eritrociti-tossina dopo il contatto a
37" per 6 rispettivamente 8 e 12 ore vennerg costantemente a morte, tutte en-

S



3

tro il quinto giorno, ma dopo un periodo di lempo vario in corrispondenza
ulla dose della tossina impiegata. Tale fatto dimostrava che dopo il contatto
nella miscela tossina-eritrociti persisteva il potere tossico; che ciod la tossina
non era distrutta.

Inoculando separatamente la parte liquida della miscela e la parte cor-
puscolata in gruppi diversi di cavie, potei constatare che mentre I'inocula-
zione degli eritrociti dopo il contatto con la tossina non provocava alcun di-
sturbo nelle cavie, I'inoculazione invece della parte liquida portava costante-
mente a morte tutti gii animali in periodi di tempo pit 0 meno brevi ed in
perfetta rispondenza con i controili, trattati con le rispettive dosi di tossina
diluita senza eritrociti. Risultava da queste esperienze che il potere tossico
della tossina difterica persisteva intatto nella parte liquida, che cioe la tossina
non veniva ne distrutta neé fissata dagli eritrociti umani, dopo il contatto piu
o meno protratto con questi.

Si deduce da queste ricerche che i rapporti fra bacilli o tossina difterica
ed eritrociti umani, mescolati «in vitro », scno diversi da quelli, da me gia
studiati, fra tossina difterica e leucociti. Gli eritrociti restano del tutto pas-
sivi verso la tossina difterica che non fissano né neutralizzano. La tossina difte-
rica a sua volta pud danneggiare i globuli rossi prevocando 'emolisi come
dimostra l'esperimento; ma un’emolisi lieve e parziale che si svolge su pochi
eritrociti sotto l'azione di forti dosi di tossina o in presenza di complemento;
cosicche, rapportando 1'esperimento a quantc puo avvenire nell’organismo
umano infetto, dobhiamo ritenere I'azione emolitica della tessina difterica pres-
soche insignificante.
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Proprietd letteraria. Roma, Stab. Tip. Ditta Armani di M. Courrier.
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