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IL CONTRIBUTO DI TIZZONI AL DIFFE.

RENZIAMENTO DEI TIPI DEL BACILLO

TETANICO IN RAPPORTO ALLE MODERNE
CONOSCENZE

IL 5 aprile 1889 Guido Tizzoni comunicava alla R. Accademia
di Medicina di Torino di avere coltivato in purezza il bacillo del
tetano e nello stesso mese la comunicazione veniva pubblicata
in « Riforma Medica ».

Il 14 maggio successivo, nel n. 20 di « Allg. Wiener Zeitung »,
compariva una Nota del Kitasato il quale informava di avere con-
seguito il 27 aprile identico risultato.

La brevita dell’intervallo non puo annullare la precedenza spettante
al Tizzeni, precedenza riconosciuta da molti AA. stranieri che
sogliono designare il bacillo del tetano col nome di « bacillo di
Nicolaier-Tizzoni », ma salvo poche eccezioni (Tiberti, Centanni,
Forni) sistematicamente ignorata dagli scrittori italjani.

La coltivazione in purezza del bacillo tetanico suscitd durante
I'ultimo decennio del secolo scorso, in Italia nella scuola di Tiz-
zoni e in Germania in quella del Behring, un intenso fervore di
ricerche direfte a riconoscerne i caratter culturali e le proprieta
biologiche, a studiare la natura e I'azione della sua tossina ed i
fenomeni immunitari da questa determinati per la pratica appli-
cazione alla profilassi ed alla terapia del tetano.
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Durante Ievolversi di questo meraviglioso complesso di lavoro
alcune osservazioni di Tizzoni formarono oggetto di una parti-
colare discussione fra il Tizzoni stesso ed il Behring, originando
tutta una serie di importanti ricerche i cui risultati dovevano
trovare piena conferma ai nostri giorni.

Tizzoni, in base agli elementi desunti dal confronto dei risultati
separatamente conscguiti da lui ¢ dal Behring, sperimentando
ciascuno con le proprie colture ¢ con la propria tossina, aveva avuto
occasione di rilevare alcuni caratteri che distinguevano le sue col-
ture da quelle del Behring. In particolare aveva osservato diffe-
renze assai notevoli che apparivano nella scala della sensibilita
degli animali da esperimento verso i due veleni.

Essendo poi intervenuto il reciproco scambio delle tossine ¢ avendo
potuto il Tizzoni isolare da quella del Behring, preparata dalla
coltura in lolo non filtrata, lo stipite tedesco del bacillo tetanico,
fu in grado di intrdprendere una lunga serie di ricerche comparative
i cui risultati concordarono pienamente con quanto in precedenza
aveva colpito la sua attenzione. 4
Tralasciando di richiamare un complesso di dati sperimentali
interessanti per quell’epoca ma che oggi appaiono di secondaria im-
portanza, ci fermeremo invece sul punto principale che, esaminato
allo stato attuale, assume uno speciale significato.

Come si ¢ detto, Tizzoni confrontando i propri risultati con quelli
del Behring aveva notato una differenza nella successione degli
animali da esperimento nella scala di sensibilita verso la tossina
tetanica. Infatti mentre secondo Behring in defta scala si segui-
vano in ordine decrescente: cavia — topino — coniglio; secondo
Tizzoni si aveva invece: cavia — coniglio — topino.

Questa differenza apparve poi come elemento costante nelle espe-
rienze fatte da Tizzoni usando comparativamente la propria tos-




sina e quella avuta dal Behring, dalle quali risultd che la m. d. m. % coxtriBUTO

. . o . . . DI TIZZONTI AL
di ciascuna tossina era rappresentata dai seguenti valori: DIFFER. ECC.
.
Tossina « Behring » Tossina « Tizzoni »
Cavia. . . . .., .. . . . . gr. 0,00001 pro ke, £r. 0,000006 pro ke.
Topino. . . . . . ... ..., 0,000023 » » 0,000025 »
Coniglio. . . . . .. e, » 0,0025 » o » 0,000015 » »

Quindi, di fronte a valor presso a poco equivalenti per il topino,
appariva una cvidente inversione degli ultimi duc termini della
scala per la tossina « Tizzoni », inversione dovuta alla notevole
elevazione della sensibilita del coniglio di fronte a questa fossina.
Ma anche altri fatti furono osservati portando 1’attenzione sulla
evoluzione del quadro sperimentale negli animali inoculat; con le
due tossine, in particolare nella cavia e nel coniglio, ¢ precisamente
una notevole prevalenza dei fenomeni clonici nei trattati con la !
tossina « Tizzoni » e dei fenomeni tonjci in quelli inoculati con la

tossina « Behring ». :
In base a tutto cid6 Tizzoni ritenne che le diversity riscontrate

potessero dipendere da sostanziali differenze nella costituzione delle

due tossine e formuld I'ipotesi che la tetanospasmina risultasse

dal complesso di due frazion; determinanti I'una i fenomen;j clonici,

I'altra quelli tonici; conseguentemente, che alla presenza in propor-

zione diversa dell’'una o dell’altra di queste frazioni fossero da

attribuirsi le differenze dj azione delle tossine, evidenziabil; pit

facilmente nel coniglio per la sua spiccata sensibilitd ai principi

clonicizzanti.

Tale ipotesi, del resto, trovava appoggio anche nelle notevol;

differenze osservabili nel quadro clinico del tetano dell'womo nel :
quale Tizzoni in base alla sua numerosa casistica aveva distinto,
pur con molte forme intermedie, due forme principali, una pit
lieve con predominanza dei fenomeni di rigidita, 1’altra pit grave
caratterizzata dalla frequenza ¢ dalla imponenza degli accessi
tetanici.

In sintesi le differenze poste in evidenza nei due stipiti di bacillo
tetanico, rispettivamente nelle loro tossine, erano costituite dalla
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diversa sensibilita degli animali da esperimento, specialmente del
coniglio, e dal diverso quadro clinico in essi determinato.
Nessuna divergenza di vedute forse sarcbbe sorta se, constatati
i fatti, nel discuterli non si fosse abbandonata la giusta via che
doveva condurre alla loro precisazione e interpretazione.

Tizzoni nelle differenze riscontrate volle vedere una indiscussa
superioritd del suo stipite in confronto di quello del Behring,
attribuendogli la esclusivita della produzione di una tossina dotata
di proprieta antigeni eccezionali con la quale egli poteva preparare
una antitossina al di sopra di qualunque altra per il suo potere
preventivo ¢ curativo.

Il Behring, da parte sua, pur riscontrando le differenze segnalate
da Tizzoni non volle convenire nell’interpretarle come indice di
una possibile diversita dei due stipiti, ma ritenne si dovessero
attribuire ora a modificazioni cui sarebbe andata incontro la tos-
sina « Tizzoni », ora alla diversita di razza dei*conigli usati per
gli esperimenti, accennando anche in tono scherzoso che acco-
gliendo le affermazioni di Tizzoni si sarcbbe dovuto ammettere
« ’esistenza di due specie di bacillo tetanico, quella italiana e
quella tedesca ».

Effettivamente Tizzoni, in base ai risultati sperimentali, aveva pro-
spettata e discussa la possibilita che il suo bacillo e quello del
Behring appartenessero a due razze distinle, pur ammettendo la
difficolta di stabilire, ai fini di una categorica affermazione in tal
senso, se le differenze capitali riscontrate dovessero ritenersi ori-
ginarie in ciascun stipite piuttosto che acquisite. E per chiarire
questo punto fondamentale aveva affidato al Righi una serie di espe-
rienze, riuscite molto interessanti nel loro sviluppo, i cui risul-
tati avevano portato a concludere che con gerio Jondamento polevano
riporlarsi i due microrganismi in questione a due dislinte varield o razze.
Purtroppo, nonostante un’affermazione di tanta importanza deri-
vante da una larga, seria e obiettiva sperimentazione, forse perche
in tale epoca (189o-1900) due soli stipiti tetanici erano principal-
mente conosciuti, quello di Behring-—Kitasato e quello di Tizzoni,
la discussione sulla interpretazione dei risultati restd limitata ai
due Maestri e andd poi esaurendosi in una serie di problemi colla-
terali che parvero al momento di maggiore interesse.



*
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Dopo lungo silenzio la questione dell’esistenza di diversi tipi del
bacillo tetanico tornd di attualita nel 1918 per opera di Tulloch.
Questo A., avendo osservato che un siero antitetanico antimicrobico
& pitt strettamente specifico di uno antitossico in quanto esso agglu-
tina soltanto lo stipite usato per prepararlo, allesti sieri aggluti-
nanti per un gran numero di ceppi tetanici ¢ per mezzo dell’agglu-
tinazione crociata giunse a dimostrare l'esistenza, prima di tre,
¢ successivamente di quattro gruppi sierologici di bacilli tetanici.
Affermo altresi ciascun tipo di bacillo tetanico essere dotato di
un potere patogeno diverso, avendo osscrvato che i bacilli dei
tipi I1 ¢ 11 si trovano nelle forme di tetano gravissime c sempre
mortali, mentre il tipo 1 & reperto frequente, senza dar luogo a
malattia, nelle ferite di persone profilassate contro il tetano o
causercbbe solo forme tardive della malattia (insorgenti oltre
il 14° giorno) a mortalitd relativamente bassa ¢ spesso facilmente
curabili e guaribili.

In tal modo Tulloch veniva a portare ampia conferma a quanto
affermato da Tizzoni fino dal 1goo ed ancora sostenufo in seguito
con l'autoritd specifica derivantegli dal gran numero di osserva-
zioni raccolte durante la guerra 1915-18 nella sua qualita di alto
consulente per il tetano presso 1’Esercito mobilitato (*).

Le ricerche nel campo del differenziamento sierologico degli stipiti
di bacillo tetanico subito andarono estendendosi.

Nel 1924 Bauer trova a Pechino, oltre ai tipi I e III, un tipo
nuovo, il V, molto frequente nelle piaghe dei tetanici ¢ nelle deje-
zioni di persone perfettamente sane. Inoltre isola dall’uvomo e
dalla cavia una varietd immobile che va a costituire il tipo V1
non essendo agglutinata da nessuno dei sieri relativi ai cinque
tipi gia differenziati.

Nel 1926 Bauer e Meyer studiande 120 stipiti isolati negli Stati
Uniti ritrovano tutti i tipi gia noti, ad eccezione del VI, e pre-

(*) Le osser vazioni raccolte da Tizzoni durante la guerra 1915-1918 formarono oggetto
di una relazione monografica al Ministero della Guerra, ricca di dati scientifici e stati-

stici di notevolissimo inleressc. E da lamentarsi che tale relazione non sia stata resa di

pubblica ragione a simiglianza di quanto fu fatto in tutti ¢li altri Eserciti.
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cisamente nelle seguenti proporzioni: I — 63,3 Y; 11 = 7,56 %;
HI =17,6%; IV =2,59%; V=5 %; perd tre degli stipiti in
esame non erano agglutinati da nessuno dei sieri dei sei tipi noti.
Sempre nel 1926 Bauer, Tang, Yii e Tenbroech identificano il
tipo VII e Coleman e Meyer riconoscono I'VIII.

Infine nel 1928 Coleman e Gunnison identificarono il tipo 1X.
Pers di fronte al moltiplicarsi, nel volgere di pochi anni, delle inda-
gini per la distinzione sierologica dei vari tipi di bacillo tetanico,
mancano completamente quelle sulla possibile coesistenza di diffe-
renze nell’azione biologica di ciascun tipo.

Per questo nel 1926 volemmo trasportare la ricerca nel campo
che appariva trascurato da tutti gli AA., ricordati, tanto piu che
ci trovavamo in condizioni ideali di studio avendo a nostra disposi-
zione, non solo gli stipiti originali « Tizzoni » e « Behring » che ci
consentivano di riallacciarci alle vecchic esperienze di Tizzoni ¢
di Righi, ma anche tre ceppi sierologicamente differenziati corri-
spondenti, rispettivamente, ai tipi 1, I1, 111 di “Tulloch.

Le esperienze furono condotte con i scguenti nove stipiti di bacillo
tetanico: N

1.« Tizzoni », isolato da Tizzoni dall’'uomo nel febbraio 1889.
2. « Behring », isolato .da Tizzoni nel 1899 dalla tossina inviatagli dal Behring.
5. « Romano » isolato nel 1916 da un ferito di guerra colpito da forma gravissima di

tetano. .
4 « Istituto Pasteur di Parigi », coltura originale del 3 otfobre 1924,
5. « Washington 502 » = « Tulloch I »
6. « Washington 503 » = « Tulloch II ,
7. « Washington 504 » == « Tulloch 111 » ‘
8. « Carpano », isolato da Carpano nel settembre 1914 da un cavallo morto per tetano.
9. « Giappone » avuto pel tramite del prof. Montejro dell'Istituto Butantan di San Paolo

del Brasile.

) avuti dal Laboratorio d’lgiene del Dipar-

timento del Tesoro di Washington.

Tutti questi stipiti erano stati da noi mantenuti nel terreno usato
nel nostro laboratorio per la conservazione delle matrici.

Rimandiamo per i particolari delle esperienze al lavoro a suo tempo
pubblicato limitandoci a riportare nella tabella i risultati ottenuti,
e aggiungendo che essi hanno trovato piena concordanza, nelle linee
essenziali, in quelli di analoghe ricerche di recente ripetute allo
scopo di controllare la persistenza, o meno, dei caratteri differen-




ziali negli stipiti che all’epoca del precedente studio si trovavano IL CONTRIBUTO

X DI TIZZONI 4r
da poco tempo in nostro possesso. DIFFER. ECC.

| 1 1
| |

m. d. m, m.d. m. m. d. m. Rapporto m. dm.
L |
Indicazione J P. 1 grammo | p. 1 grammo | p. 1 grammo
. 1 - . ~ . . awvi M hpu |
del ceppo i Cavia Topino Coniglio Cavia Cavia |
| ecc. ecc, cc. | Topino | Coniglio
i ! | |
Tizzoni . . . . . | 0,00000025 0,000001 0,000001 1 1
Romano . . . . . || 0,00000025 0,000001 0,000001 Vg 14
Behring . . . .. . 0,0000005 0,000002 0,0000125H 1t 1
Giappone . . . . . . 0,0000003 | 0,000001 2 ©,0000075 1 1:25
Tulloch 1T, . . .| 0,00000005 0,0000002 0,00000125 14 1: 25
Tulloch 11, . ., . ©0,000000) 0,000002 0,00005H 14 1: 100 |
Carpano . . . . . . 0,0000005 0,000002 0,0002)H 1 1 : 500 !
Pasteur . . . . . . 0,00000025 0,000001 0,000125H 14 1 : 500 ‘
4 .
\
Tutloch T . . . . . 0,00000025 0,000001 0,000125 14 1 : 500
R i

Tali risultati ci portarono a concludere:

19 che prendendo come base per ciascun ceppo la m. d. m. per
la cavia, quella del topino & rappresentata costantemente dallo
stesso multiplo della dose della cavia e che conseguentemente il
topino ha una sensibilita eguale per tutti i nove ceppi tetanici
studiati;

29 che la m. d. m. per il coniglio ¢ invece rappresentata da mul-
tipli di quella della cavia variabili entro limiti molto lati (da 4
a 500) a seconda del ceppo usato e che quindi il coniglio presenta
una sensibilitdh molto diversa di fronte aj vari stipiti di bacilli
tetanici; .
3¢ che alla diversita sierologicamente stabilita de; tipi di Tulloch,
almeno per il I, II, III che avemmo a disposizione, corrisponde
anche una differenza nelle proprieta biologiche delle rispettive

tossine evidenziabile con la prova comparativa cavia—coniglio;
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4° che pertanto la prova comparativa cavia—coniglio pud essere
utilmente impiegata per il differcnziamento biologico ed eventual-
mente per la classificazione dei vari stipiti di bacillo tetanico:
5° che biologicamente i ceppi « Pasteur » e « Carpano » si compor-
tano come il tipo I di Tulloch, il « Behring » ¢ il « Giappone »
come il tipo III, mentre gli stipiti « Romano » ¢ « Tizzoni » non
corrispondono a nessuno dei tre tipi sierologici di Tulloch che

potemmo usare per le nostre esperienze.

Se ora vogliamo confrontare quanto affermato a suo tempo da
Tizzoni, ¢ sostenuto nella discussione col Behring, con le risultanze
delle ricerche degli AA., che si occuparono del differenziamento
sicrologico dei vari tipi di bacillo tetanico e con quelle dei nostri
esperimenti appare evidente quanto appresso:

12 Dopo lunga serie di anni si & trovato conservato il carattere
della diversa azione biologica nei riguardi del coniglio negli stipiti,
rispettivamente felle tossine, « Behring » ¢ « Tizzoni »;

2° Lo stesso carattere & stato riscontrato anche negli altri sette
stipiti studiati si da poterli riunire, in base ad esso, in quattro
gruppi distinti;

30 Al differenziamento sierologico dei tre tipi I, I, 1II di Tulloch
corrisponde anche un differenziamento biologico fondato sulla diver-
sitd dell’azione delle rispettive tossine nei riguardi del coniglio;

40 E risultata dimostrata 1’esattezza dell’affermazione di Tizzoni
circa l'appartenenza a due tipi diversi del suo stipite e di quello
del Behring;

5¢ Nelle osservazioni di Tulloch ha trovato conferma quanto soste-
nuto da Tizzoni e cioé che le differenze nelle forme cliniche di
tetano sono da ritenersi in relazione alla diversita dei tipi di bacillo
tetanico determinanti, nei diversi casi, la tossinfezione;

6° Resta dimostrato che il carattere biologico distintivo indicato
da Tizzoni & un attributo fisso, tramandabile nelle successive gene-
razioni, e pertanto elevabile a elemento differenziale fra i vari
stipiti di bacillo tetanico.



Conseguentemente si deve riconoscere l'esattezza dei punti fon-
damentali affermati e sostenuti da Tizzoni e la priorita del Tizzoni
stesso nell’avere dimostrato fino dal 1goo l'esistenza di tipi diversi
del bacillo tetanico biologicamente . differenziabili.
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RIASSUNTO

Tizzoni nel 1900 aveva dimostrato esistere una netta differenza fra il suo stipite di
bacillo tetanico e quello de! Behring (allora i soli principalmente noti) rivelabile in
via biologica per la diversa azione delle rispettive tossine nei confronti del coniglio
il quale veniva cosi ad assumere una posizione diversa, con l'una o con I'altra tos-
sina, nella scala di sensibilitd degli animali da esperimento. In base alle ricerche sue
e della sua scuola Tizzoni aveva fino da allora affermato l'esistenza di tipi diversi
del bacillo tetanico.

Le ricerche di Tulloch, comparse nel 1918, e quelle successive di altri Autori hanno
portato a riconoscere oggi nove tipi di bacillo tetanico differenziabili sierologi-
camente.

Bardelli, sperimentando su nove stipiti di bacillo tetanico, compresi quelli originali di
Behring e di Tizzoni che avevano servito alle ricerche di quest’ultimo, ha dimostrato
che al differenziamento sierologico secondo Tulloch (almeno per i tipi I, IT e III,
che egli ebbe a disposizione) corrisponde anche un differenziamento biologico fon-
dato su caratteri fissi tramandabili in lunga serie di successive generazioni, eviden-
ziabile a mezzo delle rispettive tossine con la prova comparativa cavia—coniglio.

Si deve pertanto riconoscere al Tizzoni la prioritd nell’avere affermato e dimostrato

fino dal 1900 l'esistenza di tipi diversi del bacillo tetanico.
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