
47. Brenno BABUDIERI, Giambettists BIETTI (*), Derie BOCCIARELLI. - 
La batteriolisi prodotta dal "lysozym ,, lacrimale studiata 
al supermicroscopio elettronico. 

Nelle lacrime trovasi, come è noto, contenuta una speciale sostan~;i 
descritta da Fleming (') nel 1922, dotata di spiccata attività litica verso 
determinati germi e denominata « lysozym » dal suddetto autore. Essa 
si rinviene anche in altre secrezioni dell'organismo umano (p. es. nil 
muco nasale, nello sputo), in molti tessuti, nell'albume d'uovo ed in varii 
vegetali. Particolarmente ricchi in lysozym sono l'albume d'uovo, le .la- 
crime ed i leucociti. 

Il-lysozym possiede le principali caratteristiche degli enzimi, e come 
tale viene considerato dai più: è solubile in acqua, non passa attraverso 
le membrane semipermeabili, viene distrutto dali'ebollizione; resiste alla 
luce ed all'essiccamento. L'optimum di azione si ha ad una temperatura 
di 5 6 6 "  ed a reazione neutra del mezzo. 

Il lysozym agisce bene soprattutto sopra molti germi saprofiti del- 
l'aria, anche ad altissime diluizioni, è invece dotato di azione assai scarsa 
o addirittura nulla (Callerio [a] ,  Venco L']) sui principali germi pato- 
geni, alcuni dei quali, secondo Ridley (') verrebbero però attaccati, ma 
solo da lacrime non diluite. I1 lysozyni contenuto nel secreto lacrimale 
adempie alla importante funzione di mantenere il sacco congiuntivale 
libero dai germi dell'aria, che altrimenti vi pullulerebbero in gran nu- 
mero; secondo Ridley (") agirebbe forse anche ostacolando, sia pure in 
misura assai minore, lo sviluppo di certi germi patogeni, ciò che viene 
però contestato da altri AA. (Venco ['l). 

Questi i dati essenziali sul principio litico delle lacrime; per una 
migliore conoscenza dell'argomento rimandiamo, oltre che alle pubbli- 
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cazioni di Fleming (l), Fleming e Allison (), Ridley C,'), Wolff (7, 
Nakamura (7, Anderson ("), Hallauer ('O,"), Cavka e Prica (l3), ai più 
recenti pregevoli lavori di Callerio ('), di Venco (3) e di Caselli ("). 

Alcuni hanno voluto rilevare somiglianze fra l'azione del lysozym 
e quella del batteriofago, ma mentre il primo non si rigenera nè si esau- 
risce durante la lisi, il secondo è capace di moltiplicarsi nel corso della 
lisi stessa e di formare chiazze nelle patine batteriche. Esso inoltre attacca 
solamente germi vivi, mentre il lysozym aggredisce anche germi morti. 

Le recenti ricerche di Ruska (l3) al supermicroscopico sul batterio- 
fago, indagini che hanno permesso di portare notevole luce sul processo 
di lisi batterica che avviene per opera del principio di Twort-D'Herelle, 
ci hmno indotto a studiare il comportamento della batterolisi da lyso- 
zym al supermicroscopio elettronico, onde poter stabilire attraverso questo 
nuovo prezioso mezzo d'indagine, più minute differenze fra le due forme 
di lisi dei germi. 

Ci eravamo pure proposti di estendere maggiormente il nostro campo 
di ricerca esxninando al supermicroscopio anche il comportamento dei 
mrmi nell'invecchiamenro ed in altre forme di lisi (da acqua distillata, a 
da digestione peptica ecc.) non ancora studiate. Purtroppo ciò non ci è 
stato possibile, poichè il supermicroscopio elettronico dell'Istituto Superiore 
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di Sanità t stato ai primi di ottobre del 1943, trasferito in Germania pcr 
ordine delle autorità militari germaniche. 

PARTE SPERIMENTALE 

Per le nostre ricerche ci siamo serviti di due ceppi di cocchi CI»- 
mogeni, Gram-negativi, isolati dall'aria, che si erano mostrati particylar- 

mente sensibili all ' ,~ 
zionr del lysozyni, 
non essendu riusciti ad 
ottenerc alcuno stipitc 
di <t Micrococcus Iyso- 
deicticus ),. cioè d i  
quel germc dcll'ari;~ 
isolato d;i Flcming (') 
che s'è rivelato sensi- 
bilissimo alla lisi. 

Patine di culturu 
di z4 ore su agar dei 
suddetti germi veniva- 
no emulsionate con la- 

Fi,;. 1. - hapetto noxrn~le dei cocchi dell'srin 
in solusime fisiologioa. crime diluite in solu- 

zione fisiologica nella 
proporzione di I :5e1 :zoo. Le lacrime venivano preferibilmente prelevate 
ricorrendo a stimolazioni meccaniche della congiuntiva. Le emulsioni bat- 
teriche di cui sopra si suddividevano poi in varie provette che si ponevano 
in termostato a 37-. Esse venivano poi tolte dal termostato in tempi diversi, 
sino a che il liquido contenuto nc!le provette appariva completamente 
chiarificato e limpido (da 15 minuti a 3 ore), in modo da poter sorpren- 
dere la lisi in varie fasi successive. Una provctta contenente un'emulsione 
di germi in soluzione fisiologica senza aggiunta di lacrime serviva per 
controllo (fig. I). Alla emulsione batteria, appena tolta dal termostato, 
si aggiungeva i l  IO % di formalina o alcune gocce di acido osmico al- 
I'I% come fissatore. Si provvedeva p i  J. centrifugare la provetta a 
ro.mo giri per zo' e si lavava per tre volte i l  sedimento con acqua 
distillata, centrifugando nuovamente ogni volta. 11 sedimento così lavato 
veniva quindi esaminato al microscopio elettronico. 



Il processo della lisi da lysozym si svolge, prr quanto abbianio po- 
tuto osservare sui p m i  da noi presi in esame, attraverso succrssive fasi 
che si possono così ,-. .,.. , .~ ~~ ~~ .~ . , 
identificare. 

In una p v i m u  /il.$e 

s i  ;issiste :id unii par- 
zi:ilc, non iiniforiiic 
r;ircf;tzionc dcl prurrl- 
p1:isiiia hattcrici). li 
corpo dcl gcrnie ilio- 
r t r :~  dcllc ;ircc incno 
<terise. fai.iliiiciit~ 
s l i l i  ncllc pimioni 
~xrifcrichc (iigg. 2. 3) .  

fr;immcnta, più niar- 
c:itamente alla perifc- 
ria, con formazione 
di blocchi più grandi 
e di granuli più yic- 
ioli di varie din1c.n- 
. . 

ioni ,  che in ;ilcuni 
casi si dispongono a 
r i h s o  della mcmbra- 
iia hatterica, scmpre 
all'interno di cssa, ;i 

guis;i di corona di ro- 
siriu. La I+,;<:. 3 4 .  - ( !orrhi  ~ w i l a  priw;' fime <lrlln ii*i Iywryii i ica 

Ih.ittcrica, clic divicne 
nrrtt;inicnte cvidcntc, I intcgra: i l  gcrnic tciidc i rigonfi:irsi. i. \ i  
difivrcnzia nctt:imrntc .il di sorti^ ~ lc l l~ i  n i i h r n  uno spazio ' p s i  tr;<- 

i-iornicnw sino ad avusi un;+ plasinolisi ti~t;ilc. I l  corpo h;ittcrico si rniistra 
speso rigonfiil. ma in iiiiwr:i v r h :  t r a  il rigonfiarnerito ? iiiite- 
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ancora intcgri o qu:~si. Solo dopo qualchc ora i l  processo C completo pcr 

tutti i Non ;ihhiariio osservato scnsihili di~crsirà inorfologiche iici 

gcrmi I;ss:iti c m  fornia- -. .. . . .. 

linii o ciin .iciilo i~sinicci. 

Abhi:inio già ricor- 

~I;ito chc non ci è stato 

i s s i l i l e  coriic ilcside- 

rav:inio, cstcnderc le 

nostre ricerche ;illo stu- 

dio sistcniatico di d t re  

forme di lisi: siiiino 

tuttavia in grado di p»- 

zyin C l i .  J t r c  fiirine 

di lisi piìi m t c  stii<li.itc 

sin qui. 

Per qii:iiito cmiccr- 

ne i l  battenofago vctlia- 

nio iinzitutto ilic ncI 

lysozym nianc:ino le ti- 

piche formazioni rotiin- 

deggi~nti  citui1tc fuori -- 

clemcnti viventi (Icl principio litico sucldctto. L'assenza nel lysozym di 

tali forme confcrnia l'ipotesi che il lysozyrn possa essere considerato come 

un fermento, diffcrenzi:indosi (losì nettamente ilal hiitteriofago, vrra e pro- 

pria formazione vivente, al qu;ile esso era stato più volte in certo senso 

avvicinato. Diffcrcnzr sembrano esistere anche nella inorfologia dei corpi 



batterici lisati : vediamo infatti come nella lisi batteriofagica non si abbia 

una così evidente frammentazione del protoplasma, come risulta non sol<, 

p . ? ' ~ ' . ,  . ~~. . .  ~ . . dalla nostra figur;i clii: 
i . .  riportiamo (fig. 14). nin 

anche dalle fotografie 
del iavoro di Ruska 
(fig. 15). L;I incrnhrana 
hatterica rimanc int+ 
gw i n  cntramhi i casi, 
schlww debbano isser- 
vi modificazioni dell;: 
su:i pcrmcabilità. 

Quanto alk alrc- 
razioni clic subiscono i 
germi per azionc dci 
sulfamidici, studiate da 
Caertner (l4), vi è da 
notare che il sulfami- 
dico agirebbe provocan- 
do una deiscenza della 
m c m  b r a n a  batteria, 
con fuoriuscita di pro- 
toplasma alterato (figu- 
ra I )  fenomrno chi. 
manca invece, come aii- 
biamo veduto, col ly- 
sozym. 

. ~ Anche neli' ~nt~eer; 

FI<x;. 8-9. - Cocchi nella terza fase della l ie i  Igsoz~uiica. chiamento dei germi si 
hanno alterazioni del 

corpo batterico. Per quanto i l  fenomeno non si sia potuto studiare, come era 
nostra intenzione, sui due ceppi di cocchi impiegati nelle nostre esperienze 

col ìysozym, possiamo tuttavia rilevare, attraverso quanto ci consta d:i 

(l') GAERTNEK, « 1)ie Sulfonarnidwirkung in, Lichte der Fiuurrszcnz- und Elek~ 
tronenmikroskopie 2 ,  C. f. Bakter. Orig., 150, ~j (1943). 
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preceJenti osservazioni su altri gcrmi, che mentre nclh bnttrriolisi da 
lysozym si osserva una framincntazione granularc ilcl protopliisrnd, ncl 

gcrme invrcchiaro tale ~~ 

I 
fr~mnicnt;izione non ha 

1 
Picrmtoni) (fig. 17). 

L:i mcnihrnn;~ I 
p rc '  qui intcgra, i l  pro- 

toplasiiia 11rcscnta una I 
c:tr:itt~ristic;1 fr;1mment3- 
zionc gr:inul;ire. Nell'in- 

I 

tcrno ilcl i o r p  hattcrico ,, 



Ad ogni modo Ir nostre ricrrchc portano a conclusioni chs noil c m  
cordario con quclic raggiunte da Caselli ( l ' )  i n  un su(, recente lavuro. p111 

dandoci la spicgaziw 
nc dellc sue deduzii>. 
ni. Srcondo questo '4. 
infatti I scoinpr\., 
dri germi in seguiti, 
alla lisi aspccifica > uii 
fenomeno apparcnk, 
illusorio, poich; essi 
possono esscrc rimesi: 
in evidenza in o p p  
tunc condizioni , c spi. 
cialmentc mediante I J  
azionc prolungata d '  
coloranti o I'aggiunt,~ 
alla sospensione di p;11 
ticolari prodotti cl i i~ 
niici. Secondo Caseli; 
I'appxentc scomp.iri.8 
dci germi sarcl~hc di, 
vuta esscnzial~l~~iitc :i 

modificazioni dcl I o n  
indicr di rifrazione. 

, per cui i germi stesG 

non sarebbero più dil- 
, ferenziabili, alla osser- 

vazione microscopica. ~. 

Fio<:. 12-13. - Cocchi nella tersa fasa della lisi lysoiymioa. 
dal mezzo in cui sono 
sospesi.  Importanza 

soltanto secondaria avrebbero i processi di rigonfiamento idrolitico del 
corpo hatterico e lc alterazioni della permeabilità cellulare. 

L'immagine elettronica, che mettr in evidenza la distribuzione dell;~ 
densità dell'oggetto osservato e non già quella degli indici di rifrazione, 

('y CASELLI, II %cerche sulla bactmiolisi: dimosrxazionc dei germi dopo la lisi 
da lisozima n, Boll. 1st. Sicr. Mil., 22, 336 (1943). 
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ci dimostra invecc che 1'1potesi di Caselli non è accettabile. Sotto l'azionr 
del lysozym il corpo battcrico si dissolve veramentr, e resistt soltanto, poco 

Fn;. 16. - Lisi da auifamidico in stafilo- 
coeoa aureo ( d ~  Q ~ ~ r t n e i ) .  

alterata, la membrana cellulare. E' 
questa mrmbrana che, trattata a 
lungo, si colora e dà la torbida 
immagine del germc distrutto, o<- 
servatri dal Caselli. E che ci?> a r ~  
cada lo conferma anche il risultato 
ottenuto dal Caselli stesso nellc 
prove di centrifugazione delle so- 
spensioni lisate, risultato forsr non 
abbastanza valutao nel suo signi- 
ficato. Infatti la più difficilt. sedi- 
mentazionc delle sospensioni di 
germi trattatc con il lysozym è 
evidentemente dovuta al fatto chc 

non sono già germi, per quanto invisibili, che qui sedimentano, bensì Ic 
loro membrane, molto più leggere di questi. 

I1 nostro reper- 
to dell'integrità della 
membrana  batterica 
nei germi sottoposti 
all'azione del lysozym ' . 
conferma invece le 
osservazioni fattc nel 
i938 da Boasson q') ! 
mediante esami in ! 

campo oscuro ed in , 
preparati colorati. Egli i 

affermava infatti che i.  
la membrana. batterica r 
non viene distrutta i 

'ysozym3 ma Frn. 17. - Liai apootansa nel l ' inri loi i i iae~anto di >in 
resa permeabile al suo fotoliattsrio ( ~ o c e o - b a o i l h  Pimsntoni). 

(l6) BOASSW, i i  Bacteriolysis by Lysozyme J,, J .  of Imm., j q .  281 (1938). 



contenuto cc1lul;irc: si tratterebbe di una reazione di superficie. Non con- 
(IiviJixno peraltro ]'opinione che manchi un rigonti:~m<into del corpo 
Ihnttcrico (gii  trovato (13 K i g m w : ~ )  i chc BOJSSO~ i~ttrihuisce solaniente 
iill'cfctto nicccmico Jrll'iippiiittinicnto del germe ild pepar:ito. 

IIIASSCh-T0 

(;li A A .  srudimo. wrvcndosi del supcrrnicrosc~qrio elettronico, 
l'iizionc Jel lysozynl lacrimale su dcuni  cocchi dc1l':iri.i. e ~isscrivono i 
successivi asprtti rnorfologici di questo tipo di lisi. 

I<i>rn.~. - I\titiito Suprriare di Sdnit? - Labararori di 6sic.i c di batteriologia. 


