47. Brenno BABUDIERI, Giambattists BIETT! (*), Daria BOCCIARELL. —
La batteriolisi prodotta dal “lysozym,, lacrimale studiata
sl supermicroscopio eletironico.

Nelle lacrime trovasi, come ¢ noto, contenuta una speciale sostanza
descritta da Fleming (*) nel 1922, dotata di spiccata attivitd litica verso
determinati germi e denominata « lysozym » dal suddetto autore. Essa
si rinviene anche in altre secrezioni dell’organismo umano (p. es. ncl
muco nasale, nello sputo), in molti tessuti, nell’albume d’uovo ed in varii
vcgctali; Particolarmente ricchi in lysozym sono l'albume d’uovo, le la-
crime ed 1 leucocitl.

I} lysozym possiede le principali caratteristiche degli enzimi, e come
tale viene considerato dai piti: ¢ solubile in acqua, non passa attraverso
le membrane semipermeabili, viene distrutto dall’ebollizione; resiste alla
luce ed all’essiccamento. L'optimum di azione si ha ad una temperatura
di 56-60° ed a reazione neutra del mezzo.

Il lysozym agisce bene soprattutto sopra molti germi saprofiti del-
l'aria, anche ad altissime diluizioni, & invece dotato di azione assai scarsa
o addirittura nulla (Callerio [*], Venco [*]) sui principali germi pato-
geni, alcuni dei quali, secondo Ridley (*) verrebbero perd attaccati, ma
solo da lacrime non diluite. Il lysozyni contenuto nel secreto lacrimale
adempie alla importante funzione di mantenere il sacco congiuntivale
libero dal 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, ¢io che viene
perd contestato da altri AA. (Venco [*]).

- Questi i dati essenziali sul principio litico delle lacrime; per una
migliore conoscenza dell’argomento rimandiamo, oltre che alle pubbli-

(*) Direttore della Clinica oculistica di Sassari, ospite dell'Istituto.

(*) Fueming, «On a remarkable bacteriolytic element found in tissues and
secretions », Proc. Roy. Soc. Ser. B., 93, 306 (1922).

(*} CarLerio, « Studi sul Lysozym », Boll. Soc. Med,, Pavia, 6g5 (1932).

(*} Venco, « Ricerche sul Lysozym nelle lacrime », Rass. It. 8’Otr., 2, 519 (1933).

(*) RipLey, « The tears » (Lysozym), Modern Trends in Ophtalmology-Butter-
worth and Co. Publish., 383, London (1940).
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cazioni di Fleming (*), Fleming ¢ Allison (%), Ridley (!,%), Wolff (),
Nukamura (%), Anderson ("), Hallauer (**,""), Cavka ¢ Prica (**), ai pil
recenti pregevoli lavori di Callerio (%), di Venco (*) e di Caselli ().

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

Le recentt ricerche di Ruska () 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,
¢i hanno indotto a studiare il comportamento della batterolisi da lyso-
zym al supermicroscopio clettronico, onde poter stabilire attraverso questo
nuovo prezioso mezzo d’indagine, pilt minute differenze fra le due forme
di lisi det germi.

Ci eravamo pure proposti di estendere maggiormente il nostro campo
di ricerca esaminando al supermicroscopio anche il comportamento dei
germi nell'invecchiamento ed in altre forme di lisi (da acqua distillata,
da digestione peptica ecc.) non ancora studiate. Purtroppo cid non ci &
stato possibile, poiche il supermicroscopio elettronico dell’Istituto Superiore

(*y FLeming ¢ Avnson, « Further observations on a bacteriolytic element found
in tissues and secretions v, Prac, Ray, Sec., Ser. B, g4, 142 {1922).

("} RibLey, « Lysozymr; an -antibacterial body present in great concentration in
tears, and its relations to infection of the human eye », Proc. Roy. Soc., 21, 1495 (1928).

{") Worrr, « Untersuchungen ueber das Lysozym », Zeitschr. f. Imm., 50, 88
(1927) e 57, 188 (1928)

(*) Naxawura, « Ueber Lysozymwirkungen », Zeitschr. f. Tmm., 38, 425 (1923).

{*) Anprrson, « Untersuchungen ueber das Lysozym aus dem " Micrococcus
lysodeicticus ” », Zeitschr. f. Imm., 70, 90 (1931).

(') HarLauzr, « Ueber das Lysozym », Zbl. f. Bakter. I. Orig., 114, 519 (1929).

(') Harraues, « Klinische und experimentelle Untersuchungen ueber dem Ly-
swzymgehalt im Bindehautsack u. in der Trinenfliissigkeit», Arch. f. Augenheilk,
103, 199 (1930}

{(**} Cavea e Prica, « Ueber Lysozymwirkung in normalen und pathologischen
Augensekreten », Graefes Arch. f. Ophth., rrzr, 740 (1929).

(*") Rusra, « Morphologische Befunde bei der bakteriophagen Lyse», Arch. f.
Virusf., 2, 345 (1942).
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di Sanita ¢ stato ai primi di ottobre del 1943, trasferito in Germania per
ordine delle autorita militarl germaniche.

PARTE SPERIMENTALE

Per le nostre ricerche ¢ siamo serviti di due ceppi di cocchi cro-
mogeni, Gram-negativi, isolati dall'aria, che si erano mostrati particolar-
mente sensibill ali'y
zione del lysozym,
non essendo riuscit ad
ottenere alcuno stipite
di « Micrococeus lyso-
deicticus », cioe di
quel germe dcllaria
isolato da Fleming (')
che s'¢ rivelato sensi-
hilissimo alla lisi.

Patine di cultura
di 24 ore su agar dei

suddetti germi veniva-
no emulsionate con la-

Fii. 1. — Aspetto normale dei cocehi dell‘aria i o )
in soluzione fisiologica. crime diluite in solu-

zione fisiologica nella

proporzione di 1:50-1:200. 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 st poncvano
in termostato a 37°. Esse venivano poi tolte dal termostato in tempi diversi,
sino a che il liquido contenuto nclle 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 provetta contenente un’emulsione
di germi in soluzione fisiologica senza aggiunta di lacrime serviva per
controllo (fig. 1). Alla emulsione batterica, appena tolta dal termostato,
si aggiungeva il 109, di formalina o alcune gocce di acido osmico al-
Y19/ come fissatore. Si pravvedeva pol a centrifugare la provetta a
10.000 girl per 20" e si lavava per tre volte il sedimento con acqua
distillata, centrifugando nuovamente ogni volta, Il sedimento cosi lavato
veniva quindi esaminato al microscopio elettronico.
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Il processo della list da lysozym si svolge, per quanto abbiamo po-
tuto osservare sui germi da not prest iR esame, dAttraverso successive fust

che st possono cosi
identificare,

In una prima fase
si assiste ad una par-
ziale, non  uniforme
rarcfazione del proto-
plasma  batterico, i
corpo del germe mo-
stri delle arce meno
dense, pin faclmente
visibili nelle porzioni
periferiche (hgg. 2, 3).

In una seconda
fase 11 protoplasma s
frammenta, pid mar-
catamente alla perife-
ria, con formazionc
di blocchi pii grandi
e di granuli pitt pic-
coli i varte dimen-
stoni, che in alcunt
casi si dispongono a
ridosso della membra-
na  batterica, sernpre
all’interno & essa, a
guisa di corona di ro-
sarto, La  membrana
hatterica, che diviene

-

Frag, 223, - foechi pella prima fase della lisi lysozymica

ncttamente evidente, appare integras il germe tende a rigonfiarst, © sl

differenzia nettamente al disotto della membrana, uno spazio quasi tra-

sparente (hgp. 4-7).

Nella zerza fase 1a frammentazione del protoplasma ¢ proceduta vhte-

fiormente sino ad aversi una plasmolisi totale. 1 corpo batterico si mostra

spesso rigonfio, ma i msura variabile: talora 1l rigonframento ¢ note-
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vole, tal'abtra nvece madesto (hgp. 8-13). 11 saceo costituito dalla men-

brana batterica continua ad apparire integro ed ¢ divenuto quasi del tuie

-~

Fuas, 4-5, « Cocehi nella seconda fase della lisi 1vsczymica.

ErASPATENLe L Contient o
Lo ancora scarst derr)n
protoplasmatici, che non
posssedono particolar ca-
ratteristiche{figg. 101 3.

In nessuna debl
tre fasi, collegate nat
ralmente fra loro  da
numerosi aspettt di pas
saggio, ¢ stato possibil:
asscrvare fuoruscita
protoplasima dalla mem.
brana batierica, ne sono
apparse visibili deiscen-
z¢ di guest’ultima.

La membrana nan
presenta pcn‘s sempre
un aspeun del i
normale. Prurtosto spes:
sG, specie negh statt pity
avanzati i lisi, ha un
aspetto zigrinato, abba-
stanza caraticristico (he
gure 11, 13).

Non si € mat no-
tata lesistenza di resi-
dur protoplasmatici in-

terni, che potessero far pensare ad una sostanza centrale nucleoide pin
resistente alfa bist. In nessuna fase si constata la presenza di elementi cor-
puscolati al di fuori della membrana batterica, sia jp rapporto con essa

che nel liquide circostante.

Du rilevare che non in tuni 1 germt 1] processo di lisi impiega, per
essere completo, un tempo costante, Cosi dope 30 * si osservano gia germi
che hanpo raggivnio lo stadio ultimo della batteriolisi, accanto ad altsi
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ancora integri o quasl. Solo dopo qualche ora il processo & completo per
tutti | germi.  Non abbiamo osservato sensibili diversitd morfologiche nei

germi fissati con forma-
tina o con acido osmico.

Abbiimo gia ricor-
dato che non i & stato
possibile, come  deside-
ravamo, costendere e
nostre ricerche allo stu-
dio sistematico di aitre
forme di lisiy  siemo
tuttavia in grado di po-
ter affermiare, per queb-
lo che ci appare da pre-
cedenti indagini nostre
¢ 4 oaltrt AAL che esti-
stono sicuramente  dif-
fercnze rilevabili al mi-
croscopiu clettronico fra
ta batteriolist da lyso-
zym ¢ lo altre forme
di lisi pili note studiate
sin qut.

Per quanto concer-
ne il batteriofago vedia-
mo anzitutto che nel
lysozym mancano e ti-
piche formazioni roton-
deggianti situate fuori
del corpo batterico od
intcrprctzlte come gli

Froi, 6-7. ~ Cocehi nalla seconda fase della lisi lysozymica

elementi viventi del principio litico suddetto. L'assenza nel lysozym di

tah forme conferma Vipotest che il lysozym possa essere considerato come

un fermento, differenziandosi dosi nettamente dal batteriofago, vera ¢ pro-

pria formazione vivente, al quale csso cra stato pit volte in certo senso

avvicinato. Differenze sembrano esistere anche nclla morfologia det corpi
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batterici lisati: vediamo infatti come nelly lisi batteriofagica non s: abbia
una cosi evidente frammentazione del protoplasma, come risulta non solo
dalla nostra Agura che
riportiamo (fig. 14), ma
anche dalle fotografie
del lavoro di Ruska
(fig. 15). La membrana
batterica timane inte-
gra an cntrambi | cas,
sebbene debbano esser-
vi modificaziont dells
sua permeabilita.
Quanto alle alwe-
razioni che subiscono i
germi per azionc di
sulfamidici, studiate da
Gaertner (™), vi & da
notarc che il sulfami-
dico agirebbe provocan-
do una deiscenza delia
membrana  batterica,
con fuoriuscita di pro-
toplasma alterato (figu-
ra 16), fenomeno che
- manca invece, come ab-
biamo veduto, col ly-
sozym.
Anche nell’ invec-
chiamento dei germi si
hanno alterazioni del

Bloie owdl

FiGo, 8-9. - Coecchi nells terza fase della lisi lysozFinica,

corpo batterico. Per quanto i} fenomeno non si sia potuto studiare, come era
nostra intenzione, sui due ceppi di cocchi impiegati nelle nostre esperienze
col lysozym, possiamo tuttavia rilevare, attraverso quanto ci consta da

(") GaErRTNER, « IMe Sulfonamidwirkung im Lichte der Fluoreszenz- und Elek-
tronenmikroskepie s, C. f. Bakter. Orig., 150, g7 (1943).
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precedenti osservazioni su altrt germi, che mentre nella batteriolisi da

lysozym si osserva una frammentazione granufare del protoplasma, nel

germe  invecchiato  tale
frammentazione non ha
fuogo, ¢ il protoplasma
tende @ diafanizzarst in
modo  piuttosto  unifor-
me. mentre nefl’interno
del corpo batterico st dif-
ferenyiano corpi nucleoh
(studio terziano Jdi Pre
korski-Ruska).

Riproduciamo  an-
che un singolare aspetto
di Bstospontanca che ab-
bhiamo osservato in vee-
chie culture di un fo-
tobatterio (Coccobaciilus
Picrantoni) (fig. 17).

La membrana ap-
pare qui integra, it pro-
toplasma  presenta una
ciarattenistica frammenta-
zione granulare. Nell'in-
terno del corpo batterico
compaiono noltre  for-
mazion:  fAlamentose ¢
un  ammasse  pucleo-si-
mile di dubbia interpre-
tazione,

Fra, ()11, - Cocelii nella terza fase ddella lisillysozymica.

Quanto all’intimo meccanismo di azione del lysozym sul batterio

non ¢ facile avanzare una sicura spicgazione. Sembra tuttavia che st pos-

sang ammettere alterazione della pcrmcabiliti; della membrana batterica

tali da permetiere un assorbimento di acqua da parte deb plasma batte-

rico, come appare dal rigunﬁumcnto del germe. Bisogna ritenere moltre

che la membrana sia o diventi permeabile allo stesso ysozym,
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Ad ogni modo le nostre ricerche portano a conclusioni che non cou-

cordano con guelic raggiunte da Caselli (") in un suo recente lavoro, pur

i

'

b i e N+ e e e e e e i

IO S R U

Fi1aaG. 12-13, = Cocchi nella terza fase della lisi lysozymica.

dandoci la spregazio-
ne delle sue deduzic
m. Secondu questo A.
infatti « la scompars.
det germi in seguil
alla lisi aspecifica ¢ un
fenomeno  apparent:,
illusorio, poiche  essi
POSSONO €SSErY Timess:
in evidenza in oppor-
tunc condiziont, ¢ spc-
cialmente mediante la
azione prolungata o'
coloranti o T'aggiunta
alla sospensione di par-
ticolari  prodotti  chi-
mici. Secondo Caselli
Papparente scompars
dei germi sarchbe do-
vuta essenzialmente o
modificazioni dei loro
indice di rifrazionc.
per cui i germi stesst
non sarebbero pili dif-
ferenziabili, alla osser-
V4ZIONC  microscopicd,
dal mezzo in cui sono
sospesi, Importanza

soltanto sccondaria avrebbero i processs di rigonfiamento idrolitico del

corpo batterico e le alterazioni della permeabilita cellulare.
L'immaginc elettronica, che mette in evidenza la distribuzione della
densith dell’ogpetto osservato e non gia quella degli indici di rifrazione,
28 g3 q g

(**) Caserwi, « Ricerche sulla bacteriolisi: dimostrazione dei germi dope la lisi

da lisozima », Boll. Ist. Sier. Mil,, 22, 336 (1943)-



Fui, 14, — Lisi batteriofagicn di un gevwe che appare
cireondato dai corpuseoli del batteriofago,

Fru. 15, - Lisi hatteriofagica Jdel haceiilo del tife (du Roska).
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i dimostra invece che lipotesi di Casell non ¢ accettabile, Sotto 1azione
del lysozym il corpo batterico si dissolve veramente, € resiste soltanto, poco
alterata, Iz membrana cellulare. F’
questa membrana che, trattata o
lungo, si colora ¢ da la torbida
immagine del germe distrutto, os-
servata dal Caselli, E che ad ac-
cada lo conferma anche il risultato
ottenuto  dal Caselli  stesso  nelle
prove di centrifugazionc delle so-
spensioni ltsate, risultato forse non
abbastanza valutato nel suo signi-
fcato. Infatti la pir difficile sedi-
Fi, 16, ~ List da sulfamidieo in stafilo- mﬁnt?Zionc delle sospcnsioni d
cocco auteo (da Gaertmer). germu trattate con il lysozym ¢
evidentemente dovuta al fatto che

non sono gia germi, per quanto invisibili, che qui sedimentano, benst le
loro membrane, molto piti leggere di questi.

Il nostro . reper-
to ddl’integrﬁth della
membrana batterica
nel  germi  sottoposti
all'azione del lysozym -
conferma  invece le
osservazioni fattc nel
1938 da Boasson () i
mediante esam!  in »
campo oscure ed I
preparati colorati, Egh
afferrnava infatti che
la membrana batterica

—

e el el

non viene distrutta
dal lysozym,l ma solo ¥Fi6. 17. — Lisi spontapea nell’ inveecltiamento di un
resa permeabile al suo fotohatterie (Coceo-bacillue Piezantoni).

('} Boassow, « Bacteriolysis by Lysozyme », J. of Imm., 39. 281 (1938).
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contenuto ceilulare: si tratterebbe di una reazione di superficie. Non con-
dividiamo peraltro opinione che manchi un rigonfiamento del corpo
batterico (gia trovato da Kigasawa) ¢ che Boasson attribuisce solamente
all'effetto meccanico dellappiattimento del germe del preparato.

RIASSUNTO

Gli AA. studiano, scrvendosi del supermicroscopio  elettronico,
Pazione del lysozym facrimale su alcuni cocehi dell’aria, ¢ descrivono i
successivi aspett morfologici di questo tpo di hsi

Roma. — Istituto Superiore Ji Sanitd - Laborateri di fisica e di batteriologia.



