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Riassunto. - Sono state esaminate, n~lle rel/n/e eri/roIw 
remiche di F R I E N D  ( F L C ) ,  le intera;ioni tra I'i~~terfi- 
rane (IFIV) e i .qangiiosidi di nlcmbratia, adottando rome si- 
riema di riferin~ento i/ modello di legame ad alta aflnità 
tra il ganglioside Gyl e la fossina rolrrica (CT). Dal/r 
F L C  sono stati estratti r raratferiyyati dite gongliosidi, 'hr 
migrano nspttiwamenfe con~e G,,, e G,,. I liposotni /mi- 
lanic/lari rontenenti ~mu misreia di gangliosidi o G,,. o 
C,',, legano I ' I F N  3-8 uolfc di pitì rispetto ai liposonii 
senxa gmgliosidi. Tuttauia, solo il 3-4 % delle ~ d t à  di 
I F N  aggiunte risnlta legato, n~enfre i liposonri rontenenti 
C,, legano circa il 50 o/o di C T  (8H)-acttilata. Trattan- 
do le F L C  con mnraminidasi, rbe tradorma il G,,. in 
C,,, non si modijrano &effetti anfiuiraii indotti dali'lFN, 
laddose il legame della C T  alle F L C  e i/ iiuello endordln- 
fare di c A M P  indotto dalla C T  ris~dtano i m w  marrata- 
mente anmentati. Anrbt il pretrattumento delle F L C  con 
ganglioridi comnerriali oppire estratti dalle F L C  medesinie 
non infntnya I'insfaurarsi dello stato antiuirale indotto dal- 
I 'IFN. I dati sperimentali riportati indicano che nelle F L C  
i gangliosidi non rostituisrono i rerettori ad alta aflnità ptr 
I ' IFN,  anrhe se essi sono rapar; di legare I ' IFN sino ad 
nn certo grado. 

Summaty (Role of Gangliosides in the Interactio be- 
tween Tnterferon and Ce11 Membrane). - The interartions 
beiwcen interfcron ( I F N )  and membrane gangliosides haoe 
been stdied in Friend Lenkemia Cel/r ( F L C ) .  Tle ligh 
afinify binding between ganglioside G.,, and Cholera Toxin 
( C T )  w a ~  adopted us a refercnre system. Two gang/iosides, 
whicb nrigate as G,, and G,, respectiueb. harie becn 
dctected and extrarted from FLC.  Uniianieliar liposoines 
rontaining eithrr mixed 6ommerrial gang/iosides or C,,. or 
G,, bind 3-8 fokì more than liposomcr devoided of ganglio- 
sides. Ye/, onb 3-4 :/, o/ the input I F N  wus borind, 
rherrar G.,-rontaining liposomes bound nearb 50 :: of 
(=H) acefyl-CT. IFN-indnred antiuiral efferts are not sig- 
nificant~ mod$ed ly treating F L C  with nenraminidase, 
whirb tran$orm C,,. into G,,, whilst C T  6inding to 
F L C  as well as CT-indnced endorel/ular r A M P  leuels pere 
sirongly inmeased. Simihrb, t& IFN-indured establish- 
meni o/ t& antiuira/ state was nof affected pretreafing 
FLC witb eitber rotnmerrial or FLC-mtracted ganglio- 
si@. In ronclusion, these data demonstrate that F L C  gan- 
gliondes do not represent tbc I F N  higb ajfnify rfreptors, 
altbougb tby  ran bind I F N  /o mme extent. 

11 nieccanismo con cui I'interferone (IFN) induce 
nella cellula uno stato antivirale non è stato ancora 
completamente delucidato. Una fase cruciale, comun- 
que, sembra essere I'interazione dell'IFN con specifici 
recettori di membrana [l, 21. Anche se l'esatta natura 
chimico-funzionale di tali recettori non è stata ancora 
svelata, un complesso di evidenze sperimentali sugge- 
risce un ruolo delle proteine di  membxana e dei gan- 
gliosidi nell'instaurazione dello stato antivirale da parte 
dell'IFN (3-51. È stato inoltre osservato che la tossina 
colerica (CT), che si lega specificamente alla porzione 
idrofilica del ganglioside G,,, è in grado di inibire la 
capacità dell'IFN di indurre uno stato antivirale in si- 
stemi cellulari differenti 16, 71. 

Avvalendoci di vari approcci sperimentali e adot- 
tando come sistema di riferimento il legame ad alta 
affinità tra i l  ganglioside G,, e la CT, noi abbiamo 
studiato le intenzioni tra I'IFN e i gangliosidi e il 
possibile ruolo svolto da questi ultimi nel processo 
di instaurazione dello stato antivirale nelle cellule eri- 
troleucemiche di Friend (FLC). Le FLC sono proeri- 
troblasti di topo cronicamente infettati dal virus di 
Friend (FLV), un retrovirus, che viene continuamente 
rilasciato nei supernatanti delle colture. L'aggiunta di  
basse dosi di IFN (5-100 U/ml) alle FLC causa un 
blocco quasi totale del rilascio di FLV. In questo si- 
stema abbiamo gih avuto modo di dimostrare [7] che 
la CT, come pure la sua subunità B da sola, inibiscono 
la riduzione, indotta dall'IFN, del rilascio di FLV e 
della produzione virale dopo infezione esogena con un 
virus citocida, quale il virus della stomatite vescico- 
lare (VSV). 

Cellde. - Le cellule eritroleucemiche di Friend (FLC), 
clone 745/A, venivano fatte crescere in Minimum Es- 
sential Medium (MEM) (Flow, Irvine, Scotland) con 
aggiunta del 10 0i, di siero ferale di vitello (FCS) (Flow). 

Inferferone. - L'IFN di topo era preparato su fibro- 
blasti di topo L,, o C,, (una linea cellulare trasfor- 
mata dal virus sarcomatogenu di  hloloney) infettati 



con 10 unità emagglutinanti (per 108 cellule) di virus 
della malattia di Newcastlc. Le preparazioni di IFN 
erano titolate e parzialmente purificate secondo le me- 
todiche descritte da Dolei e Coll. [SI. In questo studio 
le quantitii di IFN somministrate sono indicate in 
unità-topo (U). Questa unità corrisponde a 4 unità del 
National Institute of Health Search Standard Prepara- 
tion, codice G-OM-*'-"'. Le attività specifiche delle 
preparazioni di IFN variavano da 4 x 10' a 4 x IO7 
unitàlmg di proteine. 

Titola~ione del VSV. - Gli rtorks di VSV, come pure 
i supernatanti delle FLC infettate con il VSV, erano 
titolati mediante saggio di formazione di placche in 
agar su cellule L,,. I titoli andavano da 108.1 a IO0 
Unità Formanti Placche (PFU)/ml. 

Saggio di attività di frasrritta~i inversa nei supernatanti 
delle FLC. - Trascorse 24 ore dalla semina delle FLC 
neUe diverse condizioni sperimentali, le cellule veni- 
vano contate e centrifugate a 800 g per 10 min; i su- 
pernatanti venivano chiarificati mediante successiva 
centrifugazione a 10.000 g per 10 min. Il saggio di 
attivitii trascrittasica inversa veniva eseguito secondo 
la metodica descritta da Dolei e Coll. [R]. 

P~~rifica~ione e narratura delta torrino rolerica. - CT al- 
tamente purificata 2 stata generosamente fornita dal 
dr. Tayot (Institut Mérieux, Charbonnière Les Bains, 
Francia) ed 2 stata ulteriormente purificata mediante 
Sephadex G75 191. La marcatura era effettuata con 
(=H)anidride acetica (71. L'attivitii specifica deila CT 
(W) acetilata usata negli esperimenti era di 26,14 
pCi/nmole. 

Ertraxione e saggio dell>AMP riclico. - L'AMP ciclico 
endocellulare veniva estratto mediante cicli di estra- 
zione con etanolo puro, e successivamente con etanolo 
diluito 2 : 1 in acqua distillata. I livelli di AMP ci- 
clico endocellulare venivano determinati secondo la 
metodica di Gilman [IO] usando il kit di reagenti 
fornito dal Radiochemical Centre, Amersham, Inghil- 
terra. 

Estraxione e caratterirraxionc dei ganglio~idi delle F L C .  
I gangliosidi delle FLC venivano estratti dai sedi- 
menti di IOB FLC secondo la metodica descritta da 
Tettamanti e 611. [Il]. 11 contenuto totale dell'acido 
N-acetil-neuraminico veniva invece determinato con il 
metodo di Svcnnerholm [l?]. I gangliosidi delle FLC 
sono stati parzialmente purificati mediante cromato- 
grafia su gel di silice, awalendosi della metodica de- 
scritta da Tettamanti [Il]. 

Preparaxione di lipomn~i unilumelhri. - I liposomi ve- 
nivano preparati al momento dell'uso con il metodo 
di Barenholtz e 611. [l31 e successivamente isolati do- 
po gel-filtrazione su una colonna Sepharose 4B (1,5 x 
100 cm). La quantità di ganglioside presente sulla su- 
perficie esterna dei liposomi era valutata determinando 
la quantitb di acido N-acetil-neuraminico che veniva 
rilasciato dopo il trattamento dei liposomi contenenti 
G, con neuraminidasi di Clorfridium pcrjringens. 11 
60 % del contenuto totale di G,, era esposto sulla 
superficie esterna dei liposomi 1141, risultando così di- 
sponibile per eventuali legami. 

Erperin~enti di legame eseguiti con liposomi. - Questi 
esperimenti venivano effettuati mettendo a incubare 
I'IFN con liposomi contenenti quantitii differenti di. 
gangliosidi per 2 ore a O C. L'IFN che risultava liberb 
veniva separato dall'IFN legati ai liposomi mediante 
gel-filtrazione su una colonna Biogel A-1,5 m (1,5 X 
70 cm) equilibrata con soluzione salina di tampone fo- 
sfato (PBS). Frazioni da 1,5 ml venivano raccolte e 
analizzata per il contenuto in liposomi (assorbanza a 
410 nm). L'attività dell'IFN nellefrazioni contenenti i 
liposomi veniva determinata col saggio della inibizione 
di placche in agar. I valori ottenuti venivano presi 
come indice dell'IFN legato ai liposomi. 

I1 sistema cellulare delle FLC costituisce un modello 
conveniente per lo studio delle interazioni tra i gan- 
gliosidi e I'IFN in quanto le FLC possiedono un pro- 
filo gangliosidico molto semplice. Due soli, infatti, 
sono i gangliosidi che in esse siamo stati in grado di 
identificare: un disialoganglioside che migra come 
G.,, (95 %), un monosialoganglioside che migra co- 
me Gu1 (5 %). I1 disialoganglioside t sensibile alle 
neuraminidasi, venendo esso trasformato quasi com- 
pletamente in monosialoganglioside (G,,) dopo trat- 
tamento con tale enzima. 

Tabella 1. - Legame deiPIFN a ìiporomi contsnenti gan- 
glioridi. 

Inarfrronc I*g.to (V) . LIpMornl 

INTERPERONE 
A001UNTO (V) Conte,,ent1 Non cni*ncn,1 

uni mlirrh dl IYSSWI 
mndloildi p ~ l l d e  

FIG. I. - Legarne dell'IFN a liposomi contenenti mari gangliosidi. 



per cercare di chiarire la natura delle interazioni tra 
I'IFN e i gangliosidi, abbiamo fatto uso, come sistema 

di liposomi unilameliari. Nei liposomi la por- 
,ione idrofobica dei gangliosidi è immersa nelio strato 
tipidico e non risulta così disponibile a iigandi solubili 
in acqua. I dati da noi ottenuti (Tab. 1) indicano che 
i liposomi contenenti gangliosidi legano I'IFN 3-8 
volte di pib rispetto a tiposomi controllo privi di gan- 
gliosidi Inoltre, i liposomi contenenti 15 pg di pre- 
oarati gandiosidici differenti non mostrano differenze - - 
&n&cative nell'attiviti di legame per I'IFN, indicando 
così che I'IFN non interapisce socci6camente con un -..- ~ - - -  ~ 

singolo ganglioside delle I%C (Fig. ljIEsperimenti di 

Cellule Qattste con Neuraminidssi 

controllo effettuati con IFN puro (IOe U/mg di pro- 
teine) mostrano che i liposomi contenenti G,, o G,,, 
legano solo il 3-4 % delle uniti di IFN aggiunte, 
senza che tra di loro sussistano differenze significative. 
Per contro, quasi il 50 % della CT (%H)-acetilata ri- 
sulta legato ai liposomi contenenti G,, confermando 
ulteriormente che il ganglioside G,, è in effetti il re- 
cettore specifico della CT. I1 trattamento delle FLC 
con neuraminidasi (1 ora a 37 OC, 40 mU/2 x 10@ceel- 
lule) determina un considerevole aumento sia del le- 
game della CT ?H)-acetilata alle FLC, sia del livello 
endocellulare di AMP ciclico indotto dalla CT (Fig. 2). 
I1 medesimo trattamento non ha invece alcuna influen- 

Cellule non trattate 

TOSSINA COLERICA 'H-ACETILATA (ugiml) TOSSINA COI.ERICA ("2 m11 

Fio. 2. - Legame della tossina colcrica e livello di cAMP indotto &Il= tossina colcrica in FLC trattate e non trattate con neuraminidasi 

M Cellule t<atlale con Neuraminidasi. M Cellule  non tratlate 

1 - ATTIVITA (O,;) DELLA TRASCRITTASI INVERSA INIBIZIONE DELLA PRODUZIONE VIRALE (Log 10) 

FIG. 3. - Effetti del trpttamento con neuraminidasi sulle attivitA antivimli indotte dallWN 



za sugli effetti antivirali indotti dall'IFN. Infatti, trat- 
tando le FLC con neuraminidasi prima dell'aggiunta 
di IFN nel mezzo. di coltura, non si osserva alcuna 
riduzione del rilascio di FLV, né inibizione della pro- 
duzione virale dopo infezione esogena con VSV (Fig. 
3). Infine è stato analizzato il possibile ruolo di alcuni 
gangliosidi nel mediare le attivita indotte dall'IFN. A 
questo fine, sono stati eseguiti degli esperimenti in cui 
le FLC venivano preincubate con gangliosidi differenti 
e successivamente trattate con IFN. I risultati indicano 
che l'inserzione di differenti gangliosidi nella membra- 
na delle FLC prima dell'aggiunta di IFN non modifica, 
in questo sistema cellulare, le attivitil antivirali indotte 
dali'IFN. Similmente, preincubando I'IFN con diffe- 
renti gangliosidi, ciascuno di essi mostra lo stesso ef- 
fetto inibitorio sull'attivith antivirale indotta dall'IFN. 
Tale effetto inibitorio sembra essere più marcato se 
I'IFN viene incubato con i gangliosidi a 37 OC anziché 
a OOC. Tuttavia, questa inibizione non sembra riflet- 
tere un mero processo di inattivazione dipendente dalla 
temperatura, poiché non si riscontra alcuna inattiva- 
zione in preparazioni di IFN tenute a 37 OC per 1 ora. 
Inoltre, dati preliminari ottenuti nel nostro laboratorio 
indicano che i'attivith biologica deU'IFN risulta dimi- 
nuita in cellule pretrattate con tripsina, suggerendo 

cosl un possibile ruolo di recettori proteici nel legare 
I'IFN alla membrana plasmatica. 

Avevamo dimostrato in precedenza [7] che la CT, 
come pure la sua subunitil B purificata, è in grado $li 
inibire nelle FLC l'azione dell'IFN. I1 presente studio 
awalora ulteriormente l'ipotesi che questo effetto non 
sia dovuto a competizione per il medesimo recettore 
(G.,), ma piuttosto a variazioni secondarie nello stato 
conformazionale della membrana. che ostacolerebbero 
I'interazione dell'IFN con la superficie cellulare. I dati 
sperimentali qui riportati indicano che nelle FLC i gan- 
gliosidi non costituiscono i recettori ad alta affiniti per 
I'IFN né mediano specificamente l'azione dell'IFN. 

Risultati analoghi sono stati ottenuti da Schiffman 
e Koschel [l51 in un diverso modello biologico. Essi 
hanno riscontrato solo una lieve differenza nella sen- 
sibiliti all'IFN tra cellule murine h,, e cellule h,, 
mutanti deficienti in gangliosidi (cellule NCTC 2071). 
I loro esperimenti, inoltre, mostrano che il pretratta- 
mento delle cellule NCTC 2071 con gangliosidi eso- 
geni non determina alcun incremento nella sensibilitil 
all'IFN da esse posseduta. 

Ulteriori e più approfondite indagini si rendono 
dunque necessarie per chiarire i'effettivo ruolo svolto 
dai gangliosidi nell'azione dell'IFN. 
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Riassunto. - Vengono riportati i dati delle indagini wi- 
rologiche re/utiue ai uirur inflnenzali cir~olnnti in Italia nel- 
I'inuerno 1980-81. Dai risultati ottenuti è rtato porribile 
tracciare il qrurdro della passata stagione, rarafterizzuto dalla 
eteroienea circohzione delle uurianti mt~gcnicbe dei due softo- 
tipi A I H 3 N 2  e A I H l N 1 ,  contemporaneamente a quda 
delle uarianti del uirus inJluenzale di tipo B Il sottotipo 
H 3 N 2  ha muto /a maggiore diffusione, e tra /e rue varianti 
/'A/Bangkok/f/79 è  fato i~ohìo  ne& maggior parte dei 
rari. 

Summary (Isolation of Infiuenza Viruses dusing 
1980-1981). - Tbc &tu abont irolation in Itab ofinpucnpa 
Virur, dwring 1980-81 winter, are reporfed. Tbc main fcnture 
of thir seuron appearr to be tbc simu/t~eour circulation of  tbc 
two subgper AIH3N.2, A I H 1 N l  and of tbc dfferrmt rtrainr 
of the gpe B. Tbc A/Bangkok/1/79 rtrain (H3N2)  was 
the mort fequenth irohted. 

Tra gli agenti virali infettanti l'uomo, i virus in- 
fluenzali, particolarmente quelli di tipo A, sono gli 
unici che presentano modificadoni di varia natura ed 
cntiti nella loro struttura antigenica; questi cambia- 
menti possono tradursi in variazioni di modeste prn- 
porzioni, conseguenti ad un processo lento e continuo 
di adattamento immunologico ovvero in variazioni im- 
provvise e profonde, tali da creare importanti problemi 
di ordine epidemiologico e pratico legato all'immuno- 
profilassi dell'influenza. L'epidemiologia del virus in- 
fluenzale si è andata inoltre complicando in questi ulti- 
mi anni per l'insorgenza di eventi che hanno portato 
alla revisione di alcuni concetti classici, quali ad esem- 
pio quello della circolazione di un unico sottotipo, 
poiché si era osservato che l'emergenza di uno stipite 
nuovo portava sempre alla pronta scomparsa del vec- 
chio. Dal 1977, infatti, allorcbé si ebbe l'inaspettato 
ritorno, dopo un'assenza di circa venti anni, del sotto- 
tipo A/HlNl,  assistiamo alla simultanea circolazione 
dei sottotipi A, i'H3N2, stipite circolante dal 1968, e 
l'HlN1, il nuovo. D'altra parte, il potenziamento dei 
programmi di sorveglianza e l'impiego di tecniche sem- 
ere più sofisticate hanno reso possibile una maggiore 
-e più approfondita caratterizzazione degli stipiti isolati. 
Si spiega cosi la contemporanea circolazione, osservata 
in questi ultimi anni, di una moltepliciti di ceppi anti- 

eenicamente distinguibili. nell'ambito di uno stesso 
sottotipo. 

Ogni anno si rende sempre più indispensabile, prin- 
ci~almente ai hni di una corretta com~osizione del 
vaccino antinfluenzale, l'isolamento e la caratterizza- 
zione antigenica degli stipiti circolanti in periodo epi- 
demico. 

Popola~ione esaminata. - I prelievi sono stati effettuati 
in individui, di ambo i sessi e di tutte le eti, giunti 
all'osservazione nel periodo compreso tra dicembre 
1980 e aprile 1981. I casi esaminati, ad eccezione di 
un piccolo gruppo proveniente da una comuniti chiu- 
sa (convento di clausura), appartenevano a popolazione 
aperta. 

Campioni esaminati. - I1 materiale in esame consisteva 
in tamponi faringei o gargarizzati, prelevati nella fase 
acuta della malattia, da pazienti con sindrome clinica 
di influenza. 

Idamento. - È stato effettuato in uova embrionate 
di pollo, in caviti amniotica e allantoidea, secondo la 
tecnica indicata dalla Organizzazione Mondiale della 
Saniti [l]. 

Tipizzazione. - I virus isolati venivano identificati 
mediante la prova di Inibizione dell'emoagglutinazione 
(IEA) [l], impiegando antisieri specifici di referenza 
provenienti dal WHO Coliaborating Center, Atlanta- 
U.S.A. 

I risultati delle nostre indagini hanno messo in evi- 
denza, oltre al perdurare della simultanea circolazione 
dei sottotipi A/H3N2 e A/HlNl, anche la presenza 
di un inconsueto numero di ceppi influenzali differenti 
di tipo A e di tipo B, provenienti anche da uno stesso 
focolaio. Tra i ceppi isolati, 56 provenivano da casi 
sporadici, 100 da piccoli focolai epidemici verificatisi 
in varie regioni italiane e 18 da una comuniti chiusa. 

Nella Tab. 1 vengono riportati i dati relativi alla 
tipizzazione dei ceppi isolati nel periodo di osserva- 
zione, su tutto il territorio nazionale. È possibile rile- 
vare la netta prevalenza del tipo A sul tipo B: su un 



totale di 174 isolamenti, 142 (81.60 %) si riferiscono 
infatti al primo, mentre solo 32 (18.39 %) al secondo. 
Nell'ambito del tipo A, inoltre, si è ripcontrata una 
maggiore circolazione del sottotipo H3N2 (54.59 %): 
in particolare, il ceppo A/Bangkok/l/79 è stato eviden- 
ziato in un'altissima percentuale di casi (78 %), mentre 
solo una minima percentuale di isolati (9,47 %) erano 
riconducibili al ceppo A/Texas/1/77. Questi valori ri- 
propongono, ma in maniera ancora piu accentuata, la 
situazione verificatasi nella stagione invernale 1979-80, 
in cui pure si era avuta la prevalenza del ceppo A/ 
Bangkok sul ceppo A/Texas (69,14 % su 24,46 %). 

Tabella 1. - Tipi.zru~ione dei uirns influenfuli iso/ufi nel- 
f'inverno 1980-81 h ItuIiu. 

142 
(81.60%) 

AIBrariljil/78 . . . . . . . . 22 (46,80%) 

H.N. A/URSS/90177.. . . . . . . 23 (48,93%) 

Sono stati poi isolati 14 ceppi classificati come «in- 
termedi », cioè ceppi che all'IEA reagivano ugualmen- 
te bene con i due antisieri specifici. All'interno del 
sottotipo A/HlNl sono stati isolati, pib o meno nelle 
stesse proporzioni, i due ceppi circolanti in questi ulti- 
mi anni: in 24 casi (51.06 %) si è identificato l'A/ 
Brazi1/11/78 e in 23 (48,93 %) I'A/URSS/90/77. Per 
quanto riguarda invece il tipo B, gli isolamenti hanno 
dimostrato, all'identificazione antigenica, una marcata 
eterogeneith, caratterizzata dalla circolazione di tre di- 
versi ceppi: B/Singapore/222/79, isolato in 21 casi 
(65,60 %), B/Hannover/l3/78 in 6 casi (18,70 %) e 
B/Hong Kong/5/72 in 5 casi (15.60 %). 

L'incidenza mensile degli isolamenti e dei ceppi cir- 
colanti è mostrata nella Fig. 1: il massimo numero si 
è avuto nel mese di gennaio e dagli istogrammi risulta 
la maggior diffusione del sottotipo H3N2 rispetto al- 
l'HIN1 e al tipo B che è stato pib frequentemente 
isolato nei mesi di febbraio e marzo. 

Sono stati inoltre isolati 6 ceppi, che alla IEA, ese- 
guita sia con sieri di furetto che di pollo, hanno mo- 

B I S i n g a p o r e 1 2 2 2 1 1 9 7 9  
B I H o n g  K o n g l  5 l 1972 
Blnannovcr 1131 1978 

D k  Gen. Fcb Mar. Apr. mcsr 

FIG. 1. - Incidenu mensile degli isolamenti c dei ceppi circo- 
lanti ndla sragionc 1980-81 in Italia 

strato reazione positiva per ambedue i sottotipi, anche 
se a titolo marcatamente differente. Come mostrato 
nella Tab. 2, i 3 ceppi isolati a Roma e quello isolato 
a Trieste hanno un titolo IEA di 1 : 2560 per l'A/ 
Bangkok/l/79 e di 1 : 40 per I'A/URSS/90/77; il cep- 
po isolato a Firenze ha un titolo di 1 : 640 per l'A/ 
Bangkok e di 1 : 40 per I'A/URSS, mentre il ceppo 
isolato a Milano ha un titolo di 1 : 40 per l'A/Bangkok 
e di 1 : 1280 per l'A/URSS. 

Tabella 2. - Tipip&one di ceppi ron untisirri di furetto 
(IEA). 

A n m m ~  DI r m m o  

CEPPI I S O L A T I  
AIBrmskoklli70 A/URSSjPOI17 









Tabella 1. - Distribuzione memile delle infezioni da rota- 
yiru in #n reparto per immaturi. 

immagini elettroniche ottenute da campioni relativi a 
casi che hanno presentato eliminazione fecale, rispetti- 
vamente di rotavirus, astrovirus, adenovims e piccoli 
virus non identificabili di 22-24 nm di diametro. Lo 
studio della distribuzione mensile ha permesso di in- 
dividuare alcuni periodi di maggior frequenza della in- 
fezione in corrispondenza del mese di ottobre 1980 
(59 % di positivi su 34 ricoverati), del trimestre gen- 
naio-muzo 1981 (35 % di positivi su 122 ricoverati) 
ed ancora del maggio 1981 (29 % di positivi su 45 
ricoverati). 

L'esame preliminare dei dati clinici, relativi ai sog- 
getti risultati positivi per rotavirus (Tab. 2), ha mo- 
strato una frequenza di gasuoenteriti acute, associate 

cronologicamente alla escrezione virale, pari al 58 %. 
La manifestazione clinica dell'infezione, caratterizzata 
da diarrea persistente per oltre due giorni, associata 
spesso a vomito e occasionalmente a febbre, ha deter- 
minato in tutti i casi disidratazione e temporaneo arre- 
sto nell'atteso aumento del peso corporeo. 

Tabella 2. 

Ottobre . . . 20134 59 5/20 25 

Novembre . 6/27 22 416 66 

Dicembre . . 6/25 24 416 66 

.Gennaio . . . 
Febbraio . . . 
Marzo . . . . . 
Aprile . . . . . 
. Maggio . . . . 

Giugno . . . . 
Luglio . . . . . 
Agosto . . . . 
Settembre . . 

I dati raccolti indicano nel loro complesso come, 
alla stagionalith invernale caratteristica dell'epidemio- 
logia delle infezioni da rotavirus nei paesi a clima tem- 
perato, si possano aggiungere, in condizioni pactico- 
lari quali I'ospedalizzazione, ricorrenze epidemiche su- 
bentranti, che richiedono il mantenimento di attiviti 
di sorveglianza necessarie per deterrninue eventuali 
interventi mirati, sia di ordine preventivo che tera- 
peutico. 
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Tabella 1. - Risultati della prima analisi sierologica. 

N. bambini ............. 149 1 76 222 228 231 259 26 1 98 1.624 
Prelievi ................. 126 142 190 198 210 244 251 94 1.455 
"io prelievi .............. 84.5 80,7 85,6 86,8 90,9 94,2 96.2 95.9 89.6 

Positivi ...........i..,.. - I7 46 58 115 190 2 L4 82 722 
4/, podtivi .............. O 12.0 24,2 29,3 54,s 77,9 85,3 87.2 49.6 
Tit. gcorn. M. .......... - 14,6 27,6 21,3 17.1 24.6 33.4 31.5 - 

Edncapione sanitaria. - L'informazione sulla malattia 
e sulla vaccinazione è stata fornita alla popolazione 
mediante lettere, manifesti murali, riunioni pubbliche 
con gli operatori sanitari del luogo e con opuscoli 
illustrativi. 

VaInta<ionc dcdcll'impatto hlla campngna di cdncaxione sa- 
nitaria. - La misura delle conoscenze e delle loro varia- 
zioni è stata effettuata mediante due indagini campio- 
narie del tipo «Conoscenza, Attitudine, Pratican 
(CAP), all'inizio ed aila fine della campagna di vacci- 
nazione nei comuni di Paese e di Villorba. I1 questio- 
nario, contenente domande sulle vaccinazioni più im- 
portanti e sul morbillo, è stato somministrato al 10 % 
delle famiglie con figli da O a 14 anni, così da poter 
apprezzare differenze del 10 % attorno a percentuali 
del 50 % con un livello di significativita del 5 %. 

Ind<rgine sieropi&miologica. - Per ogni bambino della 
popolazione bersaglio è stata compilata una scheda in- 
dividuale con i dati anagrafici più importanti e quelli 
anamnestici riguardanti il morbillo; sulla stessa scheda 
venivano registrati i dati di un eventuale morbillo 
dopo l'inizio dello studio, quelli della eventuale vacci- 
nazione e i risultati sierologici prima e dopo la vacci- 
nazione. I1 prelievo è stato effettuato in giorni stabiliti 
negli ambulatori della zona. L'analisi sierologica è stata 
effettuata w n  il test di inibizione deii'emoagglutina- 
zione (HI) [17]. Per i titoli più bassi, al secondo pre- 
lievo il dosaggio degli anticorpi è stato ripetuto in 
doppio con il siero del 10 prelievo. 

Vaccinazione. - Le sedute vaccinali sono state orga- 
nizzate per frazioni e nelle sedi ambulatoriali. L'Ufi- 
ciale Sanitario t stato l'unico vaccinatore (svolge abi- 
tualmente tale funzione per le vaccinazioni obbliga- 
torie). La vaccinazione, per via sottocutanea in regione 
glutea o deltoidea, k stata effettuata con vaccino r Mor- 
bilvax n della Sclavo ed è stata offerta a tutti i bam- 
bini sieronegativi al test H1 e a quei bambini per i 
quali non era stato effettuato il prelievo. 

Sist8ma di sorucgIiun<a. - Le basi del sistema di sor- 
veglianza cnno costituite dal Consultorio pediatrico 
(rappresentante il Gntro), dai pediatri e medici di base 
deUa wna e dalle segreterie scolastiche. Il Gntro con- 
tattava i mcdici settimanalmente e le segreterie triset- 
timanaimente @cr le asserue superiori ai 6 giorni) e 
disponeva le eventuali indagini domiciliari. 

Controllo dcgb cffctti collaterak - Tutti i bambini vac- 
cinati sono stati invitati alla visita medica dopo 15 
giorni dalla vaccinazione. A una parte dei bambini 
vaccinati (il 20%) k stato accoppiato per eti e per 
zona di residenza un uguale campione di bambini sie- 
ropositivi alla 1' indagine, cosl da rendere possibile 
uno studio caso-controllo sugli effetti collaterali. La 
selezione è stata e&ttuata per entrambi i campioni con 
procedura random sistematica; la dimensione del carn- 
pione (122 vaccinati e 122 controlli) permette di ap- 
prezzare in modo significativo (5 %) la di&renza tra 
un minimo del 20 % di effetti collaterali nei vaccinati 
e un massimo del 10 % di sintomi simili nei controlli. 
Per i controlli è stata effettuata una visita domiciliare. 

Ambsì &i rrifto del& uaccim~ione. - È stata effettuata 
una indagine campionaria (con selezione random siste- 
matica) sul 20 % dei 149 supposti suscettibili non vac- 
cinati, mediante intervista domiciliare. 

Indagine sicroepUlcmiologica. - Dei 1.624 bambini per i 
quali era richiesta l'indagine, 722 sono risultati posi- 
tivi 11 test HI, 733 negativi e per 169 il prelievo non 
è stato eseguito. L'analisi sierologica ha quindi riguar- 
dato 1'89,6 % del totale e il 50,4 % è risultato suscer- 
tibile. La Tab. 1 mostra i risultati sierologici disaggre- 
gati per classe di età; in panicolare, è possibile rilevare 
che il 50 % di naturalmente immuni si ha attorno al 
50 anno. La Tab. 2 mostra la distribuzione di bambini 
per i quali è stata ekttuata l'analisi sierologica secondo 
il risultato del test e secondo il ricordo dei genitori. 
La speciticith del ricordo rispetto al test H1 (Ricordo 
negativo con test negativo/Totale test negativo) risulta . 
Tabella 2. - Rcla~ione tra il risultato dell'analiri sierolo- 

gica e il ricordo dei geqitori. 

R I C O R D O  

Di swcnuts mskttia ..... 587 58 

Di non awcnuta rndattli 92 626 

TOTALE ... 679 684 



del 91,5 %, il che significa che su 100 bambini che 
non henno anticorpi 1-11, i genitori di 92 ricordano che 
i loro figli non hanno avuto il morbillo. 

Sistema di sort~eglian.ya. - Sono stati rilevati 19 casi di 
per ciascuno dei quali è stata accertata la ca- 

tena di trasmissione. L'epidemia ha avuto inizio nel 
mese di marzo e la vaccinazione, effettuata tra 1'8 e il 
12 aprile, ha stroncato lo sviluppo ulteriore dell'epide- 
mia, bloccando di fatto la propagazione alla terza ge- 
nerazione. 

Vaccina.yionc. - Sono stati vaccinati 687 bambini su 
un totale di 836 da vaccinare (bambini sieronegarivi e 
bambini senza prelievo, esclusi quelli con ricordo po- 
sitivo di awenuta malattia). Pertanto la percentuale 
dei vaccinati è stata de1?82,2%. 

Sieroconuersione. - Il secondo prelievo è stato eiiet- 
tuato per 1'83,6 % dei vaccinati e la Tab. 3 mostra i 
risultati della sieroconversione per classe di eti. La 
sieroconversione è stata osservata nel 96 % dei vacci- 
nati e va tenuto conto che i 6 bambini di 6 anni, per 
i quali non è stato osservato movimento anticorpale, 
sono stati vaccinati nella stessa seduta vaccinale; po- 
trebbe trattarsi pertanto di un cluster con difettosa pro- 
cedura di vaccinazione. 

I?ffctti collaterali. - Dei bambini vaccinati, 593 sono 
stati visitati dal pediatra del Consultorio al 150 giorno 
dalla vaccinazione. Gli effetti collaterali sono stati os- 
servati in media dopo 10 giorni dalla vaccinazione e 
la loro durata media .? stata di 2-3 giorni. L'esantema 
è comparso nel 5,2 % dei controllati e la febbre > 38,5 
C (> 39,5 C) nel 18,9 % (3,2 %) dei controllati. L'in- 
dagine caso-controllo sugli effetti collaterali ha mo- 
strato che nel campione dei vaccinati I'esantema è com- 
parso nel 5,7 :/,, la febbre > 38,s C (> 39,5 C) nel 
21,3 % (4,9 %); nei controlli la febbre > 38.5 C è 
comparsa nel 4,l % del campione. 

Analisi del rifiuto della uacciqione. - L'indagine cam- 
pionaria ha permesso di verificare che il 35,7 % degli 
intervistati ha rifiutato la vaccinazione per una propria 
posizione contraria o per opposizione del medico cu- 
rante, il 21,4 % ~ r c h 6  non la riteneva necessaria, in 
quanto non obbligatoria e non estesa a tutto il terri- 
torio nazionale, il 42,9 % per motivi contingenti (man- 
canza di tempo, condizioni di salute del bambino non 
buone). 

Tabella 3. - Risultati della seconda analisi sierologira. 

Misura degli effetti ddka campagna di educa+one sani- 
taria. - Nel comune di Paese la vaccinazione antimor- 
billosa era conosciuta dal 7 % degli intervistati (a Vil- 
lorba dal 9 %) (domanda: quali vaccinazioni conosce?) 
nella prima indagine, e dal 48 % dopo la campagna 
di vaccinazione (a Villorba dal 32 0s). I1 mocbillo ve- 
niva giudicato una grave malattia nell'infanzia dal 36 ''; 
degli intervistati e non grave dal 39 0; a Paese nella 
prima indagine, dal 48 :/, e dal 22 qo rispettivamente 
nella seconda indagine (p < 0,Ol); le percentuali cor- 
rispondenti per Villorba erano 43 "A e 30 % ,prima, 
57 % e 29 % dopo (p > 0,05). I1 25 degli intervi- 
stati a Paese conosceva l'esistenza del vaccino anti- 
morbillo (domanda: esiste il vaccino antimorbillo?) alla 
prima indagine e 1'83 % alla seconda; a Villorba le 
percentuali erano rispettivamente 29 yo e 54 %. 

I risultati ottenuti in termini di sieroconversione e 
di valutazione degli effetti collaterali sono in sostanziale 
accordo con la precedente esperienza nazionale ed in- 
ternazionale 118-20, 21: sieroconversione per oltre il 
95 % dei vaccinati, effetti collaterali di modesta entiti, 
facilmente controllabili e di breve durata. Notevole .? 
risultata la rispondenza della popolazione: nelle inda- 
gini campionarie (nessun rifiuto), nelle indagini siero- 
logiche e nella vaccinazione; a dimostrazione di una 
notevole disponibiliti dei cittadini a collaborare con 
le strutture sanitarie pubbliche nell'attivita di preven- 
zione, quando vengano fornite garanzie di serieti e di 
operatività. Ottimo il livello di associazione tra test 
sierologico e ricordo dei genitori, tanto da poter con- 
siderare il ricordo capace di selezionare i veri negativi. 
L'educazione sanitaria deve prima di tutto portare a 
conoscenza della popolazione della effettiva disponibi- 
liti dei servizi e della profilassi. Per quanto sperimen- 
tato, le strutture sanitarie pubbliche si sono dimostrate 
perfettamente in grado di procedere alla esecuzione di 
un nuovo programma di vaccinazione di massa, quale 
l'antimorbillosa. Le strutture portanti in questo tipo 
di programmi dovrebbero essere identificate in quelle 
che attualmente eseguono le vaccinazioni obbligatorie. 
L'organizzazione della vaccinazione su tutto il terri- 
torio nazionale deve prevedere diversi livelli di coor- 
dinamento: nazionale, regionale, USL; il livello del 
distretto sanitario dovrebbe essere considerato quello 

A N N I  
Tor*r. 

4 5 6 7 8 

N. vaccinazioni .......... 103 129 130 131 101 48 30 15 687 

Prelievi ................. 79 107 106 106 87 45 29 15 574 

% prelievi .............. 76,7 83,O 81,5 80,9 86,l 93,8 96.7 100 83.6 

Positivi ................. 77 105 105 105 79 39 27 14 551 

%<positivi .............. 97,5 98,l 99,l 99, l 90,8 86.7 93,l 93.3 96,O 

Tit. geom. M. . . . . . . . . . .  20, i 17.3 19,9 20.4 16,4 17,O 13.7 14,7 18.3 

- 



direttamente esecutivo. Unita mobili potrebbero sop- del lavoro c pcr aver messo a disposizione le stmtture ammi. 
perire a particolari difficolti organizzative o a situa- del Comune; 

zioni di emergenza. - 1'Uffucial.c Sanitario, Dott. Pietro Xodo, per la piena col&- 
brazione offerta, soprattutto nella fase della vaccinazione e &li* 
campagna di educazione saniraria; 

R ingrq im/ i .  - il personale paramedico del Consultorio Pediatrico, ,per l'as- 
sistenza offerta con entusiasmo nella campagna di vsccinazione. 
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per il f m i w  sostegno C l'incoraggiamento nelio svolgimento dati e per la stesura dattilografica del testo. 
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i :  
in seguito al trapianto di cellule 745 presentavano sple- t . ,  

nomegalia di media entità. Non apparivano palesi segni i, 
Visnuli~~azione d e h  morfologiu ceI/u/ure al SEM. - di localizzazione metastatica a carcco dei or- ; 

Cellule del clono FF 16-1 altamente sensibile FN gani, fatta eccezione per piccole infiltrazioni a ca&o : 
a 3 ore dall'imoianto su dischi Falcon pretrattati con del fegato in 2 topi su 15 animali osservati. In modo 

0.1 &gr./cma ki FN, erano fissati in glutaraldeide . -  . 
ed osservati al microscopio a scansione. sc le 745 A 
in sospensione erano studiate in parallelo. Come rno- 
strato nella Fig. I/a le cellule 745 A appaiono sferiche. 
La superficie 6 caratterizzata da protrusioni rnembra- 
nose ondulate e microvilli. La Fig. I jb  mostra cellule 
FF 16-1 piatte ed allungate. La superficie cellulare è 
ricca di microvilli. Numerose protrusioni citoplasma- 
tiche contornano la periferia cellulare probabilmente 
rappresentando aree di adesione specializzata al sub- 
strato. Dopo breve trattamento con tripsina il corpo 
cellulare si retrae mantenendo ancora contatto con il 
substrato attraverso una fitta e regolare raggiera di 
protrusioni filamentose (filopodia) (Fig. ljc). 

Correlqiotte fra h ~ensibilità d a  FN e la tupurità di 
dure tumori ne/ tesruto rottocutuneo del topo inoculato. - 
Diversi cloni FF, provenienti da vari stadi di cocolti- 
vazione su fibroblasti (cioè a diverse fasi del processo 
di selezione) erano classificati sulla base del livello di 
sensibilith aha FN. Dosi scalati delle cellule dei vari 
cloni erano inoculate in topi DBA/2 nel sottocute del- 
l'arto posteriore destro. Giornalmente fino al 300 gior- 
no dal trapianto si osservano i topi per la presenza 
di noduli palpabili nella sede di inoculo. Si calcolava 
in tal modo la quota minima di cellule trapiantate in 
grado di dare tumori palpabili nel 50 Djo dei topi ino- 
culati. I due parametri così calcolati, sensibilità alla 
FN e tumorigenicita, erano riportati in un sistema di 
assi cartesiano: i cloni si distribuiscono non a caso 
ma prevalentemente lungo una linea (Fig. 2). I1 risul- 
tato indica che con alto grado di significativitA i due 
parametri presi in considerazione sono correlati: più 
alta .? la sensibilità alla FN di un clono minore è la 
potenzialità tumorigenica. 

Frequenze di mortufifd di topi inocuIufi per dgerenti #ie 
con ce//u/c del clono 745 A e FF 16-1. - 106 cellule dei 
cloni 745 e FF 16-1 sono siate inoculate rispettiva- 
mente per via sottocutanea, intraperitoneale ed endo- 
venosa in gmppi di topi DBA/2 (almeno 15 topi per 
condizione). La mortaliti dei topi trapiantati era cal- 
colata entro un periodo di osservazione di 60 giorni. 
I risultati sono riportati nella Fig. 3. Le curve di mor- 
talith appaiono variare nettamente con la via di ino- 
culazione adottata. Cib indica che la via di inoculo 
svolge un ruolo critico sull'instaurarsi o sul decorso 
o sull'exitus della malattia neoplastica. La via endo- 
venosa di inoculo risulta la più letale. Ciò risulta sia 
per le cellule 745 che per il clono FF, con il quale si 
verifica però una curva di mortalita più rallentata. Per 
ambedue i cloni saggiati la via inuaperitoneale risulta 
essere quasi del tutto inefficace. La via sottocutanea 
infine t risultata., anche se tardivamente rispetto alla 
via venosa, altamente letale per i topi inoculati con 
Ic cellule 745, ma quasi inefficace con le cellule FF 16-1, 
11 riscontro autoptico dei topi inoculati per via venosa 
ha permesso di evidenziare interessanti criteri differen- 
ziali tra la malattia neoplastica determinata da cellule 
745 ed FF. All'osservazione macroscopica i topi morti 

FIG. 1. - Morfologia cellulare al SEM. o) cellule 745 in aospen- 
sione; b) eellulc FF16-1 adesc a substrati pretrattati con EW 
(0.1 pgr./cml); r )  cellula FF161 in iniziale fase di distacco, in 

seguito a uatumcnto con mipsina 
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FIG. 2. - Correlazione tra la sensibilith alla M e h tumorige- 
nicitl. dei doni FF. Arri,$a: sensibilitl. alla M espressa come 
dose di M (pcr cma), che induce adesione-appiatimcnta del 
50 % delle EEIIuI~  piastratc. Ordinolo: dose minima di cellule capa- 
cc di dare noduli neoplastici nel 50 % di topi inoculati per via sot- 
tocutsncn. = Uoni FF4; O = C h i  FFIO; r = Cloni FF16 

del tutto differente si presentava l'evidenza autoptica 
dei topi inoculati con le cellule del clono FF 16-1. 
Solo 3 topi su 15 presentavano modica splenomegalia. 
Tutti gli animali osservati presentavano evidenti segni 
di localizzazione metastatica epatica. Nella maggioran- 
za dei topi, il fegato appariva deformato da grossi 
noduli biancastri (da 1 a &5 mm di diametro) cir- 
condati da membrana fibrosa e contenenti quasi 
esclusivamente cellule di Friend. 

L'esame istologico dei fegati di topi inoculati con 
cellule 745 ed FF 16-1 conferma il carattere di diffe- 

INTRAVENA 

renziale epatotropicita dei due stipiti leuccmici. Come 
appare nella Fig. 4/a la morfologia degli elementi cel- 
lulari epatici e la loro topografia appare nei limiti della 
norma nel topo inoculato con lo stipite cellulare 745. 
Solo in una parte degli animali inoculati (circa il 60 %) 
infiltrati neoplastici erano identificabili (Fig. 4/b). La 
pressocché totalith dei topi inoculati con cellule FF 16-1 
presentava la struttura del tessuto epatico completa- 
mente sowertita: la massiva infiltrazione leucemica so- 
stituiva quasi completamente la cellularith epatica. 

I1 lavoro presenta evidenza sperimentale che le cel- 
lule FLC posseggono una variabile capaciti di intera- 
gite con le molecole di FN, adsorbite sulle superfici 
di coltura e che tale capaciti ha profonde implicazioni 
per quanto concerne l'espressione maligna delle cellule 
inoculate nel topo DBA/2. Le pih rilevanti conclusioni 
raggiunte possono essere cosl descritte: 

1) I'acquisizione della sensibiliti alla FN si accom- 
pagna a riduzione del potenziale oncogeno; 

2) il carattere di sensibiliti alla FN del clono FF 
16-1 si accompagna a spiccata spccificitA metastatica 
per il fegato; 

3) le cellule leucemiche, reisolate dai tumori FF, 
sia nel sottocute [7] che nei noduli metastatici epatici 
(osservazioni non mostrate), mantengono il livello di 
sensibilith alla FN proprio delle cellule inoculate. Cib 
costituisce una prova che le cellule FF sono intrinseca- 
mente maligne, ed esclude la possibiliti che i tumori 
derivino da retromutazioni in vivo di cellule FF nella 
direzione del fenotipo originale 745 A. 

Al momento, non abbiamo elementi di certezza spe- 
rimentale atti ad individuare i meccanismi biologici 
che regolano la complessa relazione tra sensibiliti alla 
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Fic. 3. - Curve di Ictalitl. di topi inoculati con 1 0 ~ c l l u l e  745 ed FF per diverrc vie. - 745 A; - - - - FFl6-1 



FIG. 4. - Istologia del fegato di topi DBA/Z, inoculati per via 
venosa con 10' allule. a) fegato di topo inoculato con cellule 
745 A; b) fegato di topo inoculato con  le 745 A; La freccia 
indica I'infiltrato Icuccmico; C) completa perdita della struttura 
cpatica per massiva infiltnzionc leuccmica nel topo inoculato 

con ccllule FF16-1 

FN delle cellule e la tessuto-dipendenza del processo i 
oncogenico. Quali sono i fattori che determinano la 

i 

l ridotta crescita cellulare del dono FF e, v icever~?~ la 
sua eccezionale riproducibiliti nel fegato? 

Le curve di crescita in monostrato delle cellule FF 
su substrati trattati con FN hanno dimostrato che la 
fibronectina provoca topoinibizione in vitro [7]. Questo 
dato potrebbe spiegare la ridotta moltiplicazione cel- 
lulare nel sottocute, data la ricchezza in FN di questo 
tessuto. Altri fattori potrebbero però essere in gioco 
nel determinare la riduzione del potere oncogeno delle 
cellule FF nel sottocute. La sensibilita alla fibronectina 
potrebbe comportare un'aumentata interazione tra FN 
e superficie cellulare anche attraverso una più elevata 
deposizione di FN plasmatica nello spazio intercellu- 
lare. Il potere opsonico di cui è dotata la FN (81 po- 
trebbe esaltare l'attività macrofagica nel sito d'inoculo 
con conseguente rigetto del trapianto. Ben più difficiie 
a noi sembra avanzare ipotesi in grado di spiegare 
I'epatotropismo delle cellule FF. I fattori in gioco sono 
senz'altro multipli e complessi. Le cellule sensibili alla 
FN potrebbero conglutinare nel torrente circolatorio 
per interazione con la forma plasmatica della FN. Gli 
agglutinati leucemici potrebbero arrestarsi nei capillari 
sinusoidali epatici. Questa ipotesi presupporrebbe l'ini- 
ziale specificiti di arresto delle cellule FF, inoculate 
per via venosa, nel fegato. Valuteremo questa possi- 
biliti studiando la distribuzione cellulare dopo inoculo 
intravenoso nei vari organi, utilizzando cellule marcate 
con 5-fluorodesossiuridina. 

Una seconda ipotesi alternativa può essere avanzata. 
Il fegato esercita un effetto positivo sulla replicazione 
delle cellule FF, che raggiungono l'organo per via cir- 
colatoria. A tale riguardo, sembra importante rilevare 
che il fegato è l'organo centrale deputato al cataboli- 
smo della fibronectina plasmatica [9]. Frammenti pepti- 
dici risultanti dall'attacco proteasico alla molecola di 
FN sono stati dimostrati svolgere un molo favorente 
sullo stato trasformato della cellula neoplastica [IO]. 
La serie di fenomeni da noi evidenziati ha, a nostro 
parere, un potenziale interesse teorico sul ruolo svolto 
dalla FN, proteina prodotta dal sistema reticolo-endo- 
teliale e distribuita in tutti gli organi e tessuti, sul- 
l'evoluzione della malattia neoplastica. 

La ricerca 6 stata in pane h ~ n z i a u  da1 Progetto Finalizzato 
a Controllo della uessita nmplastica n, (Contnitto n. 82.00406.96) 
del C.N.R., Roma. 
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I1 Sessione : Batteriologia - mitologia 

Relazione 

Specificità e meccanismo d'azione delle tossine batteriche 

ANGELA BATTISTINI (a), MAURIZIO TOMASI (b) e G~urmiuo D'AGNOLO (b) 

(a) Segreterie per le .4ttiuità Culturali; (b) Luboratorio di Biologia Cellulare e Immunologia, Istituto Superiore di Sanità, Roma 

Riassunto. - L'agente etiologico di alcune malattie infet- 
tive è una tossina specijica prodotta dal microrganismo infet- 
tante. Le quattro malattie più comuni dovute a//'axione di 
una tossina proteica sono il colera, il tetano, la difterite ed 
il botulimo. Nonostaute che le  tossine responsabili di queste 
mdattie presentino bersagli cellulari molto diuersi fra loro, 
ui sono alcune generalixxaqioni che possono essere fatte sul 
loro meccanismo d'aqione. Possouo infatti essere usate quali 
precisi strumenti di inhgine di meccanismi re//u/ari a /iue/lo 
molecolare. Questa rassegna contiene una breue discussione sulle 
proprietà comuni delle tossine batteriche e sulle loro applica- 
?ioni a studi di fenomeni biologici ~ompiessi. 

Summary (Specificity and Action Mechanism of Bac- 
terial Toxins). - I n  severa1 infectious diseases death ran be due 
to a spec$c toxin produced by fhe Muading micro-organisms. 
Tbere are four we//-knom diseases caused @ ruch a toxin: 
cholera, tetanus, diphteria and botulism. These toxins haue 
uey diferent cellular acfiuities but, in spite of this, they haue 
also some interestiug similarities. The purifìed toxins can be 
used as precise tools /or wraueling complex cellular mechan- 
isms. In this reuiew, we discuss briefì the generalixations 
that cm be made about the WUJ th-y work and the structwal 
properties that they have in common. 

L'identificazione di sostanze tossiche quali responsa- 
bili del quadro clinico delle infezioni prodotte da bat- 
teri patogeni, ha richiamato l'attenzione dei ricercatori 
attraverso tutta la storia della medicina. Nel corso de- 
gli ultimi anni tuttavia, l'interesse scientifico si e an- 
dato spostando dagli aspetti patologici e clinici alla 
possibilith di utilizzare le tossine batteriche, ed in par- 
ticolare quelle di natura proteica e termolabile, quali 
precisi strumenti di indagine dei fenomeni biologici 
complessi. La loro azione sugli organi bersaglio pub 
infatti essere considerata selettiva, dal momento che 
coinvolge funzioni cellulari specifiche ed essenziali alla 
fisiologia della cellula stessa. Tali tossine differiscono, 
invece, tra di loro per quanto concerne la specificiti 
tissutale. 

Alcune, come la tossina tetanica, hanno una speci- 
'Kciti univoca per il tessuto bersaglio [l]. I1 meccani- 
smo con cui questa tossina risale dalle terminazioni 
nervose, attravérso la corda spinale, fino ad interagire 

con i recettori interrompendo delle funzioni specifiche, 
forniri nuove conoscenze sul funzionamento del siste- 
ma nervoso. Allo stesso gruppo ad alta specificith tis- 
sutale appartiene probabilmente anche la tossina isolata 
recentemente da Shigella shìgae, che inibisce la sintesi 
proteica solo in alcune cellule epiteliali di primate [2, 31. 

Altre tossine presentano invece minore specificità tis- 
sutale; tra queste la tossina difterica che, avendo la ca- 
paciti di riconoscere qualche struttura poco differen- 
ziata sulla membrana, agisce su molte cellule eucario- 
tiche. 6 stata, infatti, avanzata l'ipotesi che la tossina 
difterica riconosca le teste polari di alcuni fosfolipidi 
di membrana [4]. Tuttavia, anche la tossina difterica 
conserva un'alta selettiviti per quanto riguarda il suo 
bersaglio intracellulare; ha infatti come unico substrato 
il fattore della sintesi proteica EF-2, che viene inatti- 
vato a seguito di una ADP-ribosilazione a carico d d  
NAD+ (Fig. 1). I1 trasferimento enzimatico dell'ADP- 
ribosio dal NADf all'EF-2 awiene con la formazione 
di un legame covalente glicosidico tra ADP-ribosio 
ed un derivato complesso dell'istidina [5] ,  la 2- [> 
carbossiammido-%(trimetilammonio)propil] istidina o 
diitamide (Fig. 2). La specificith della tossina tuttavia 
non t definita solamente da questo aminoacido ma da 
qualcosa di pib complesso, dal momento che i peptidi 
contenenti diftamide, isolati da digesti triptici, non 
vengono ADP-ribosilati. Dato che la tossina ADP- 
ribosila gli EF-2 di tutti gli cucarioti, la diftamide 
deve essere stata conservata invariata nel corso del- 
l'evoluzione. Sebbene questo aminoacido sia stato fi- 

u 
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Frc. 1. - ADP-ribosilazionc deU'EF-2 



DIFTAMIDE 

2- [3-CARBO~~IAMIOO-3-(TRIMETILAMMONIO) PROPIL] ISTIDINA 

Fio. 2. - Stmnuni ddla diftamide 

n o n  isolato solamente dal fattore EF-2, è difficile cre- 
dere che una struttura co$1 complessa si sia evoluta 
solamente per fornire un substrato alla tossina difterica. 
La ditamide dovrebbe quindi essere essenziale per il 
funzionamento dell'EF-2, anche se, sorprendentemen- 
te, mutanti che ne sono privi non hanno alcun difetto 
apparente nella sintesi proteica. 

La diftamide è, probabilmente, il substrato anche 
della tossina della Prcudomonar aeruginora, che ha attiviti 
simile alla tossina difterica, ma non è il substrato della 
tossina colerica (CLT) o della tossina termolabile (LT) 
dell'Errhcricbia coli, che ADP-ribosilano proteine diffe- 
renti. Queste ultime appartengono ad un terzo gruppo 
di tossine ad ancor più bassa specificità tissutale, ca- 
paci cioè di interagire con tutte le cellule contenenti 
gangliosidi nella membrana. Questa proprieta confe- 
risce loro la caratteristica di veri e propri reattivi chi- 
mici nei confronti di tali cellule, nelle quali stimolano 
I'adenilciclasi di membrana provocando un aumento 
dell'AMP ciclico (cAMP) intracellulare [7, 81. 

La tossina colerica, utilizzando il NAD+ come sub- 
strato ADP-ribosila la subuniti regolatoria (S,) del- 
l'adenilciclasi, che normalmente è sotto controllo or- 
monak. L'attivazione dell'adenilciclasi, ad opera degli 
ormoni, awiene dopo il legame del GTP citoplasma- 
tico alla subunità regolatoria dell'enzima. L'idrolisi del 
GTP kgato a GDP ne causa il rilascio dal sito di 
interazione, provocando il conseguente ritorno dell'at- 
tività dell'adenilcicksi al livello di base (Fig. 3). Que- 
sta stimolazione è molto rapida: il livello di cAMP 
cresce in pochi minuti e dopo aver raggiunto un mas- 
simo decresce rapidamente ad opera della fosfodieste- 
rasi. La tossina colerica, invece, per catalizzare 1'ADP- 
ribosilazione della subunità regolatoria richiede un pe- 
riodo di tempo variabile da quindici minuti a due ore, 
a seconda del tipo di cellule esaminate. La subuniti 
regolatoria poi, una volta modificata, non k più capace 
di idrolizzare il GTP legato, e mantiene cosl attivo 
I'enzima anche per parecchi giorni, fino a quando cioè 
la subunita modificata non viene sostituita da molecole 
di subuniti nativa attraverso i processi del ricambio 
cellulare. Questa lunga stimolazione temporale è la 
causa della perdita di acqua ed elettroliti che si osserva 
nella manifestazione clinica del colera. 
Le tossine sopracitate, pur costituendo esempi signi- 

ficativi delle differenze esistenti nelle specificiti tissu- 
tale e nel meccanismo d'azione, presentano alcune ana- 
logie interessanti e particolarmente stimolanti nello stu- 
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FIG. 3. - Attivazione dcll'adcnilciclasi da parte della tossina 
colcrica 

dio dei meccanismi cellulari. Infatti, in tutti gli esempi 
citati, la regione molecolare della tossina coinvolta nel 
riconoscimento cellulare e quindi nel legame ai recet- 
tori di membrana è strutturalmente distinta dalla re- 
gione funzionale, che d i  alla tossina la capaciti cata- 
litica di esercitare effetti biologici specifici (Fig. 4). 
Inoltre, le due regioni funzionali A (aaivity) e B 
@iding) sono unite da un ponte disolfuro, la cui 
riduzione causa il rilascio della regione A, favoren- 
done la successiva interazione con il bersaglio cellulare. 
Le analogie smtturali, schematizzate in Fig. 4, sugge- 
riscono che tosbine diverse tra loro possano avere in 
comune i meccanismi utilizzati per penetrare nella cel- 
lula. Infatti, una volta che la tossina si è legata alla 
superficie esterna della membrana cellulare attraverso 
la regione funzionale B, la regione funzionale A, pri- 
ma di poter esercitare il proprio effetto tossico, deve 
penetrare nella cellula. I meccanismi di penetrazione 
possibili sono due: la regione A attraversa la membra- 
na da sola o con un carrier, o la attraversa per endo- 
citosi, nel qual caso resterebbe comunque irrisolto il 
problema del successivo passaggio nel citoplasma. Per 
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questa ed altre ragioni I'endocitosi è stata abbandonata 
come ipotesi in favore di altre che esamineremo sopra- 
tutto alla luce di alcuni esperimenti condotti con la 
tossina colerica. 

Il primo evento nell'azione della tossina colerica è 
il legame rapido e praticamente irreversibile ai recettori 
della superficie cellulare. I1 recettore biologico della 
tossina colerica è il ganglioside G,, (Fig. 5). al quale 
si legano le catene polipeptidiche P. Ciascuna catena 
polipeptidica p ha un sito di legame, per cui una mo- 
lecola di tossina, che ha formula molecolare a y p,, 

6 capace di kgare cinque molecole di G, (Fig. 4). 
Essenziali per la formazione del legame sono l'acido 
sialico ed il galattosio, situati nella posizione struttu- 
rale che occupano nella molecola del G.,. Infatti, altri 
gangliosidi, strutturalmente differenti per la posizione 
del galattosio e dell'acido sialico, non sono in grado 
di legare la tossina colerica [9]. Dopo il legame, l'at- 
tiviti catalitica della tossina coleria viene esplicata so- 
lamente in seguito alla riduzione del ponte di solfuro 
che unisce le catene polipeptidiche y e a (Fig. 6). Infatti, 
il protomero A, isolato per dissociazione dalla tossina 
colerica con agenti denaturanti, non è attivo se non 
dopo la riduzione. Tuttavia gli eventi molecolari, che 
hanno luogo nel periodo lag, che intercorre tra legame 
della tossina alla membrana ed attivazione catalitica 
dell'adenilciclasi, durante il quale una proteina idroso- 
lubile come la tossina colerica capace di superare la 
barriera idrofobica lipidica della membrana cellulare, 
non sono ancora noti. Sono stati proposti al riguardo 
diversi meccanismi. Alcuni autori 18, 91 ritengono che 
il legame multivalente di una molecola di tossina co- 
lerica a cinque molecole di ganglioside G., possa pro- 
vocare un'alterazione o della struttura lipidica e/o della 
struttura proteica tali da provocare l'inserimento nella 
membrana del protomero A. Altri ritengono, invece, 
che una modifica dei legami covalenti che uniscono 
le regioni funzionali della tossina siano una condizione 
essenziale per la penetrazione della catena catalitica a. 
Questi modelli implicano inoltre un ruolo diverso at- 
tivo o passivo del protomero B. 

L'utilizzazione di sostanze in grado di fotomarcare 
selettivamente la regione idrofobia o quella idrofùica 
delle proteine di membrana, ha recentemente permesso 
di ottenere ulteriori informazioni sul meccanismo di 
interazione tra le due regioni funzionali della tossina 
colerica e la membrana cellulare ed anche sul mecca- 
nismo di penetrazione nella membrana stessa. Queste 
sostanze, schematizzate in Fig. 7, sono due fosfa- 
tidilcoline sintetizzate dal Dr. Cesare Montecucco, 
Istituto di Patologia Generale, Universiti di Pado- 
va, che hanno il gruppo fotoattivabile nitroarila- 
zido in due diverse posizioni e sono capaci di inserirsi 
nel doppio strato lipidico delle membrane naturali e di 
quelle artificiali [16]. Illuminando con luce ultravio- //+-O Acido N-acetilneurarninico 

CH: 

PORZIONE IOROFILA Zuccheri PORZIONE IOROFOBICA Cerarnide 
RG. 5. - SVUMIP del gaglioside G.1 
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letta, il gruppo azido (@-N,) viene convertito in un 
intermedio molto reattivo (@-N, nitrene) che si lega in 
modo covalente ai gruppi -OH e -NH, delle mole- 
cole vicine. Se queste sono proteine, i polipeptidi che 
le costituiscono intercalati nel doppio strato lipidico 
vengono marcati e possono essere analizzati per elet- 
trof;>resi [l l]. 

Il fosfolioide I. che  ossia amo definire reattivo suDer- 
ficiak, ha il gruppo fotoreattivo (indicato con una 
freccia in Fig. 7) a livello deiia testa polare e reagirà 
solo con le regioni proteiche che interagiscono super- 
ficialmente con il doppio strato lipidico, mentre il fo- 
sfolipide Il, che possiamo definixe reattivo profondo, 
marcherà i : regioni proteiche inserite nel cuore idro- 
fobico del doppio strato. Facendo interagire la tossina 
colerica con membrane artificiali contenenti questi com- 

posti radioattivi e fotoreattivi, in assenza di agenti n- i 
ducenti, con il fosfolipide I si marca solo la catena p 
e poco la catena a che è probabilmente mascherata da 1 
8. Nessuna catena polipeptidica si marca con il rgar- : 
tivo profondo, il fosfolipide 11. In presenza di agenti 
riducenti, invece, tutte le catene polipeptidiche della 
tossina risultano marcate dal fosfolipide I, ma solo la 
catena a viene marcata dal reattivo profondo. Questi 
risultati indicano che, dopo riduzione, la catena a, re- 
sponsabile dell'attivazione dell'adenilciclasi e quindi 
della tossiciti della molecola, è capace di penetrare 
profondamente nel doppio strato lipidico. In altre pa- 
role, il semplice legame della tossina con la cellula 
non è sufficiente per indurre una riorganizzazione della 
sua stessa struttura, tale da permettere I'interazione 
della catena a con il doppio strato lipidico e la sua 
penetrazione nella membrana. L'intervallo di tempo 
che intercorre tra il legame alla membrana e I'attiva- 
zione dell'adenilciclasi è presumibilmente necessario 
per delle modifiche covalenti della struttura proteica, 
quali la riduzione del ponte disolfuro e la separazione 
della regione catalitica a dalla regione di legame y P,. 

Anche se la natura degli agenti coinvolti in questi 
processi non è ancora nota, la riduzione di proteine è 
stata descritta sia sulla superficie interna che su quella 
esterna della membrana cellulare [12, 131. I nostri ri- 
sultati rafforzano l'idea che la riduzione, a livello di 
membrana, del ponte disolfuro intracatena, giochi un 
ruolo cruciale nell'ingresso delle tossine nelle cellule. 
Una migliore comprensione del molo strutturale e hio- 
logico del ponte disolfuro che unisce le due regioni 
funzionali delle tossine hatteriche, ottenibile con le 
tecniche impiegate, permetteri sia di definire i mec- 
canismi di penetrazione delle tossine nelle cellule sia 
di indirizzare queste molecole verso obiettivi specifici 
come le cellule tumorali. È già possibile infatti costrui- 
re delle proteine-chimera in cui la catena A, ad esem- 
pio della tossina difterica, è legata attraverso il ponte 
disolfuro ad una immunoglobulina specifica [14]. Que- 
sto complesso è risultato tossico contro una linea lin- 
foblastoide umana in coltura, che pure era insensibile 
alla tossina difterica. Anche se molti problemi perman- 
gono ancora nell'impiego delle tossine-chimera come 
agenti terapeutici, il chiarimento delle proprieth del 
ponte disolfuro che unisce la regione tossica alla re- 
gione di legame, ha gia consentito di intraprendere i 
primi passi nella direzione del raggiungimento di quel- 
la specificith e selettività di cui sono privi i farmaci 
antitumorali oggi disponibili. 

Frc. 7. - Disgrnmma sdiemstico dclla fotomucoturi idrofobia della tossina colcria 
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Riassunto. - LA tossicità dell'abrina e delka ricina in 
rellulc Icucemiche di Friend e in cellule HeLu 2 signifcativu- 
mente ridotta dal trattamento con Con A. Per chiarire il 
meccanismo dell'effetto protettivo indotto dalla Con A abbia- 
mo studiato il legame e il rilascio della tossinu. Lc ceIIu/e 
trattate con Con A mostrano un aumento della quantità to- 
tale di tossina assoriata allc cellule, ma una marcata diminu- 
@ne di entrata della tossino nel citoplasma. Nelle cel/ule 
trattate con Con A l ridotto il rilascio della tossina nel ter- 
reno di coltm, rispetto alle cellule di controllo. Inoltre, la 
tossina rilusciata non 2 degradata ed è anrora biologicamente 
attiva. I l  trattamento con I~ttosio, che inibisce il legame de 
novo della sssina eluita, determina una ridqione deL"ut/i- 
d ò  tossica, similmente al trattamento con Con A. I nostri 
risultati suggeriscono che ka Con A riduce il numero dei cirli 
legame-intcrnali~~a~ione-eIui~ione della tossina, causando, ri- 
spetto ai controlli, una pid bassa probabilità di entrata della 
tossim nel citoplasma. 

Summary (Efiect Concanavalin A on the Interaction 
o€ Abrin and Ricin with Friend and HeLa Cell Lines). - 
Abrin and ricin toxicitji on Friend Leukemia Celh and 
HeLn celh is significantb reduced by Con A treatment. 
In order to ckartfi tbc mechanism of Con A-induced pro- 
tectiue effect, tbc toxin uptak and release were studied. Con 
A treated celh show un increase of tbc toxin bulk uptake, 
but a marked decrease of the toxin entv into the rytosol. 
The toxin release into the medium is reduced in Con A tre- 
ated cells with respect to control rells. Morewer fbe tluttd 
toxin is not degradated and is still biologicalb active. LA- 
tose treatment which inhibits the de novo binding of eluted 
toxin produces a reduction of toxin activitji simi/ay fo Con 
A treatment. Our results suggest that Con A detreases the 
number of toxin binding-uptake-elution ryclcr, causing there 
by a lower probabili?y of toxin entry into the rytosol with 
rcspert t o  control cellr. 

Il primo step nel processo di internalizzazione di lec- 
tine tossiche, quali i'abrina e la ricina, 2 il legame della 
&ione B della tossina ai recettori contenenti galatto- 
sio presenti sulla superficie cellulare. Solo in seguito 
a questo legame, la regione A della tossina 8 capace 

di entrare nel citoplasma, inattivando la subuniti ribo- 
somiale 60 S ed inibendo così la sintesi proteica cellu- 
lare [I]. I1 meccanismo di questo processo di iuterna- 
lizzazione non è ancora stato chiarito. Come possibili 
meccanismi sono state suggerite la pinocitosi aspeci- 
fica [2] e I'endocitosi mediata da recettori [3]. Eiklid 
e Coll. [4] hanno dimostrato recentemente che la pre- 
senza nel citoplasma di una singola molecola di tossina 
è sufficiente ad uccidere la cellula, indicando che I'effi- 
cienza di entrata della tossina nel citoplasma è molto 
bassa rispetto alla quantiti totale di tossina associata 
alla cellula. D'altra parte, 6 stato dimostrato che parte 
della tossina internalizzata viene rilasciata dalle cellule 
in forma apparentemente intatta, indicando che essa t 
riciclata con la membrana cellulare [2]. Per chiarire il 
fenomeno d'internalizzazione della tossina possono es- 
sere usati agenti capaci di interferire con il normale 
processo di intossicazione. 

Noi avevamo precedentemente dimostrato che la tos- 
sina colerica. la sua subunith B ed alcune lectine (Con- 
canavalina A e Wheat Germ Agglutinina) possono ini- 
bire I'attiviti della ricina e della abrina in cellule HeLa 
[5, 61. In particolare la Concanavalina A (Con A) è 
una lectina multivalente capace di inibire il pfrhing e 
il capping di molti recettori della superficie cellulare [7], 
di modificare la mobiliti della membrana cellulare [E, 
91 e I'attiviti dei lisosomi [IO]. In questo lavoro abbia- 
mo analizzato il meccanismo dell'inibizione indotta dal- 
la Con A sull'attiviti della abrina e della ricina in linee 
cellulari murine ed umane. 

Colture rellulari. - Cellule leucemiche di Friend (ELC) 
(clone 745/A) in sospensione e cellule HeLa in mono- 
strato erano coltivate in Eagle's minimum essential 
medium (MEM) supplementato con il 10 % di siero 
fetale di vitello (Gibco, Grand Island, New York, 
USA). 

Tossine. - L'abrina e la ricina, purificate come de- 
scritto da Nicolson e Blaustein [Il], erano marcate con 
Na "I (Radiochemical Centre, Amersham, England), 
utilizzando la tecnica della lactoperossidase-glucosios- 
sidase in stato solido (Bio-Rad Laboratories, Rich- 





sovranatante 

Fic. 3. - Rilascio di ricina iodinata in crllule non trattate (A) e cellule trattate con Con A (8). A ~ i i r ~ a :  tempo (mi"); ordinata: 
percentuale di radioattiviti recupcrata. FLC (2 x 101 cell.) erano incubate in 1 m1 di hlEhl con o senza 50 &m1 di Con A ;  dopo 1 
ora a 37 OC, le cellule erano lavate due volte e incubatc con 0.1 &m1 di ricina iodinata a 37 OC. Dopo 30 mi", Is cellule erano 
invate quattro volte c risospese in 1 ml di MEM a 37 C: ai tempi indicati le ccllulc erano centrifugate e lavate due volte (i lavaggi 

erano aggiunti nl sovranatante). I dati sono la media di tre esr>rriirienti 

Dopo 1 ora di intossicazione, infatti, nelle cellule trat- 
tate con Con A si osserva un forte addensamento di 
tossina alla periferia della cellula, mentre mancano gli 
s p o t ~  presenti nel citoplasma delle cellule di controllo. 
Questi nostri dati biochimici e morfologici suggeri- 
scono che la Con A sembra indurre un aumento 
della quantità totale di tossina associata alle cellule, 
una riduzione dell'entrata della tossina nel citopla- 
sma e una riduzione di tossina legata alle plasma- 
membrane. 

L'aumentata quantità di ricina e abrina associata alle 
cellule trattate con Con A potrebbe essere il risultato 
di un diverso grado di eluizione di tossina dalle cel- 
lule, dovuto alle modificazioni della mobilità di mem- 
brana indotte dalla Con A. I nostri esperimenti dirno- 
strano, infatti, che la Con A riduce il processo di rila- 
scio della tosdna, dopo 1 ora di intossicazione (Fig. 3). 
Nelle FLC non trattate l'eluizione è molto rapida 
e dopo 30 minuti raggiunge il plateart, mentre nelle 
cellule trattate con Con A, dopo 30 minuti solo il 
50 % della tossina radioattiva è rilasciato nel mezzo, 
rispetto ai controlli. Lo stesso fenomeno, ma più lento, 
è osservabile nelle cellule HeLa. I nostri risultati sono 
in accordo con dati bibliografici, i quali dimostrano, 
su altri sistemi cellulari, che la Con A riduce il rilascio 
diaproteine di membrana [13]. I1 trattamento con Con 
A non sembra influenzare la degradazione della tossi- 
na, in quanto circa il 90 % della radioattivita trovata 
nel mezzo è TCA-precipitabile. Inoltre la tossina rila- 

sciata resta biologicamente attiva in entrambe le con- 
dizioni sperimentali. 

Ci siamo chiesti se il diverso grado di eluizione pos- 
sa giocare un ruolo significativo nella inibizione della 
abrina e della ricina indotta dalla Con A. La Tab. I 
mostra l'effetto del lattosio aggiunto a cellule HeLa 
dopo 1 ora di intossicazione con la abrina. I1 lattosio 
è stato aggiunto per prevenire l'eventuale nuovo le- 

Tabella 1. - Effetto dell'aggiirnto di !attosio wl /a  attività 
tossica dclla ricina. 

~~~-..--p~--p-.. p~.~--~- -..---p-. . -----p 
P l a c a N r u A r l  " l  ,,*Ti., P l o r a i c *  - 

Cellule non rrrrrric Cellulr tratrsre con Con A 
Rccina 
W a W  - lrnoaio + Inrm.io p latroda + Innodo 

0.005 . . . . . . 70 85 80  R4 

0,Ol . .  . . . .  . 60 78 70 77 

0 ,02  . . . . . . . 45 70 68 71 
- - ~  - ---- ~ . . ~ . -~ ..- . ~ - - p ~ ~  -.-p-...-- ~~ . 

Monortrati confluenti di cellule HeLa erano incubati in 
MEM con o senza 50 ~ g l m l  di C o n  A; dopo 1 ora a 37OC. 
le cellule venivano lavate e trattate con concentrnrioni cre. 
scenti di ricina; dopo l ora a 3 7 C .  le cellule erano Invate 
con o senza lattosio 0, l  M e successivamente incubate con 
o sema lattosio 1 mM; dopo 2 ore a 3 7 C  veniva aggiunta 
leucina triiista e la sintesi proteica era misurata come de. 
scritto in « Materiali e Metodi n. 



game $ia eouinn rilasciata. L'effetto protettivo eser- 
citato dal lattosio sulle cellule non trattate con Con A 
è simile all'effetto protettivo indotto dalla Con A. 

Questi dati suggeriscono che il ridotto grado di 
eluizione causato dalla Con A gioca un ruolo impor- 
tante nella inibizione della tossiciti della abrina e della 
ricina, nel senso che genera una più bassa probabilith 
di entrata della tossina nelle cellule trattate rispetto ai 
controlli. I1 meccanismo con cui lectine tossiche, come 
l'ahrina e la ricina, possano penetrare nel citplasma non 
è ancora stato chiarito. Circa l'internalizzazione di abri- 
na e ricina, è stato visto che non hanno effetti signifi- 
cativi inibitori dei microtubuli e dei microfilamenti 
(colchicina e cytocalasina B), inibitori y-glutamil tran- 
speptidasi (dansylcadaverina e metilammina) ed agenti 
lisosomotropici (clorochina). I nostri esperimenti con- 
fermano che la clorochina non influenza l'attività della 
abrina e della ricina. Inoltre studi biochimici indicano 
che, nel processo di internalizzazione della ricina, 6 da 
escludere qualsiasi modello che implichi un trasporto 

selettivo della catena A separata dalla catena B nel 
citoplasma [14]. 

È stato dimostrato [4], attraverso studi autoradio- 
grafici, che per uccidere la cellula è sufficiente una &i- 
gola molecola di abrina o ricina presente nel citopla- 
sma. Appare quindi evidente che, dopo il legame della 
tossina alla superficie cellulare, la penetrazione nel cito- 
plasma di molecole contenenti la regione A è un even- 
to random. In accordo con questa ipotesi. noi pen- 
siamo che il processo di penetrazione della tossina po- 
trebbe essere il risultato di una interazione dinamica 
tossina-cellula, in cui molecole intatte di tossina si le- 
gano, penetrano e vengono rilasciate in un ciclo con- 
tinuo. L'entrata di abrina o ricina nel citoplasma po- 
trebbe essere une funzione probabilistica del numero 
di cicli legame-internalizzazione-eluizione della tossina. 
I nostri risultati iuggeriscono che la Con A rallenta il 
riciclaggio della tossina, riducendo, nelle cellule trat- 
tate, la probabilith di entrata della tossina nel cito- 
plasma. 
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Etiologia infettiva batterica negli anni 1979 e 1980 

AI. EPIRICA SALVETTI (o) e h l ~ s s t ~ i o  MORETTI (b)  

(a) Is t i t~~to  di Microbiolo& Uniuerdà degli Strdi, Ronru; 
(b) Cattedra di Statistira Sunituriu, Unirierrifà degli Strdi, Roma 

Riassunto. - Sorio riportate le frequenre di iso/umento, 
nel periodo 1979-80, di 2.762 reppi butfrrici Grun-positiui 
r Grun-negativi ide~itificuti du rrn fofule di 2 9  diuerri tifi 
di nmteriuli putologici. Tuli frequente sono state esuninute 
prendendo in ronsideru~ione le diuerrr rorsie e reparti ospe- 
duli~ri.  

Summary (Isolation of Bacteria from Pathological 
Specimens in the Institute of Microbiology of Rome 
University: a Survey of the Years 1979-80). - Imlution 

frequencies of 2.762 Grunr-porifiue und Grun-negutiue utrobic 
burteriul struinr isolut~d in 1979 und 1980 ore reported. They 
uwe rollrcfed and identrFed fron u totul o/ 29 different Aindr 
of ~<lthoIogicul spcimens roming fron 24 different clinica/ 
wtrrds. T h  iro/ution freqncnc;es of rperif" puthogenic rpecinren 
(purticulur~ from ririnury und respirutoy &ur/ infectionr), 
hme bern conpured witb regurd to //,e dirtinrt rlinird wurds 
urid the different periods o/ the y u r .  

Senza dubbio f'epidemiologia attuale presenta carat- 
teri di multidisciplinarietA scientifica e tecnicworganiz- 
zativa. In particolare I'epidemiologia batterica oggi va 
intesa, oltre che come etiologia e ricorrenza di infe- 
zioni, come frequenza di determinati ceppi recanti de- 
terminate resistenze. Lo studio di essa mira anche a 
dare una risposta agli aspetti della frequenza delle ma- 
lattie infettive, in particolare alle infezioni nosocomiali, 
alle loro cause, alla loro diffusione, alla efficacia delle 
misure da adottare sotto il profilo sia della prevenzio- 
ne, sia della terapia. Questo breve intervento si limita 
al primo capitolo della epidemiologia infettiva, preci- 
samente alla etiologia; esso ha per oggetto i dati mi- 
crobiologici e clinici relativi alle frequenze di 2.762 
ceppi aerobi isolati, durante il 1979 e il 1980, nell'lsti- 
turo di Microbiologia dell'Universith di Roma, da 29 
diversi tipi di materiale patologico, provenienti da 24 
Istituti clinici, oltre che da pazienti ambulatoriali. 1 
dati, opportunamente codificati, sono stati oggetto di 
una analisi descrittiva tramite programmi in FOR- 
TRAN e con l'uso dello Statistica1 Packagc for the 
Social Sciences. 

11 primo istogramma illustra le percentuali di isola- 
mento dei 2.762 ceppi isolati nel biennio 1979-80, sud- 

,divisi in Gram-positivi e Gtam-negativi, e riporta, a 
" titolo comparativo, anche i dati dei 6 precedenti anni 

[l]  per un totale di 9.665 ceppi (Fig. 1). Premesso che 
non sempre 8 possibile attribuire significato di etio- 

patogenicith infettiva ai ceppi isolati, da tale figura si 
rileva che negli ultimi 2 anni I'etiologia batterica & 
stata sostenuta, per lo più, da ceppi Gtam-positivi. 
Questi, nel 1979, hanno registrato una frequenza 
(55,7 %) pressocché identica a quella del 1973, ma su- 
periore a quella dei 5 anni intermedi, frequenza che & 
poi leggermente scesa nel 1980 (54.5 %). Variazioni 
negli ultimi 2 anni hanno registrato ancbe le percen- 
tuali di isolamento delle singole specie batteriche (Fig. 
2). Va però precisato che nel 1979 vennero codificati 
come Stafilococchi quelli morfologicamente tali ed 
hiSA-positivi (gli MSA-negativi sono stati associati 
ai micrococchi), mentre nel 1980 sono stati associati 
a questi ancbe gli stafilococchi i cui rispettivi mate- 
riali patologici non erano stati seminati su MSA. Per- 
tanto, la netta diminuzione nella percentuale di isola- 
mento degli stafilococchi rilevabile nel 1980, & in reaith 
molto più bassa di quanto numericamente non appare. 
Infatti, se sommiamo le frequenze di isolamento degli 
stafilococchi e dei micrococchi del 1979 e le confron- 
tiamo con quelle del 1980, ci accorgiamo che la diffe- 
renza 2 ridotta soltanto a 1.7 %. Analoga riduzione 
nel 1980 si è avuta da parte dei ceppi di E r r M r b i u  
coli e di Proteus (rispettivamente dal 18,3 al 17,3 % e 
dal 12.2 alI'11.6 "/,) mentre, rispetto al 1979, sono leg- 
germente aumentate le frequenze di isolamento dei 
ceppi di Streptororrzu fueru/is, Pseudomonas e Klebsiella 
(da11'8.2 allo 8,9 %; dal 7.4 aIf'8,3 %; dal 4.7 al 5,4 %). 

Ma confrontando globalmente i dati del biennio 
1979/1980 con quelli dei 6 precedenti anni, rileviamo 

FIG. 1. - Frequcnzc di isolamento di 9.665 ccppi Gnm-positivi 
e Grnm-negativi negli anni 1973-1980 



Frc. 2. - Frequenze ddle singole specie bnttuichc in 2.762 ceppi 
isoleti nel 1979 c 1980 (posto = 100 il totale dei ceppi isolati 

nei singoli ami) 

che, nel complesso, I'etiologia da Staphylococcus 6 di- 
venuta iù frequente, così come quella da Streptococcw 
f<iccalir. invece leggermente diminuita quella da Sfrep- 
tocorcur a-baemoiificu~ e da Pseudomonas, mentre I'etio- 
logia da Streptococcus j3-hoeaolitic~1, E~chrichia coli, Kleb- 
siella e Proteus (con costante, netta prevalenza della 
specie airahiiis) non ha subito sostanziali variazioni. 
Per quanto concerne il rapporto Streptococchi alfa/beta 
emolitici, esso si è mantenuto costante, pari all'incirca 
a 4 : 1, anche se con una certa tendenza a ridursi. Ma 
è noto che le frequenze di isolamento delle singole 
specie batteriche variano anche con i singoli materiali 
patologici e quindi con i vari distretti ed organi. 

Soffermandoci sui distretti respiratorio e urinario 
(quelli cioè da cui proviene il maggior numero di 
ceppi), t interessante rilevare quanto diversamente in- 
cidono i ceppi Gram-positivi e quelli Gram-negativi 
nel determinarne la rispettiva etiologia infettiva, rica- 
vando questa dalle frequenze di isolamento dei ceppi 
da campioni, rispettivamente, di espettorato e di urina 
(Fig. 3). Infatti. in entrambi gli anni in esame, nel- 
l'apparato urinario essa fu sostenuta essenzialmente da 
ceppi Gram-negativi: il rapporto Gram-positivi/Gram- 
negativi fu all'incirca di 1 a 2, cosi come nei prece- 
denti 3 anni era stato di l a 3. Invece, nell'apparato 

respiratorio, sempre nel biennio 1979-80, il rapporto è 
risultato pari a 5 a l (in precedenza era stato 3 a 1). 

Da rilevare che nei broncoaspirati, pur con le risn- 
ve legate allo scarso numero (23) dei ceppi isolat/, il 
rapporto Gram-positivi/Gram-negativi è risultato 1 a 
1, percib assai diverso da quello rilevato negli espetto- 
rati, e cib per una maggiore presenza di ceppi Gram- 
negativi. 

Per quanto concerne le singole specie batteriche, nel- 
I'etiologia dell'apparato urinario, dal 1979 al 1980, pur 
rimanendo costante la netta minoranza dei ceppi Gram- 
positivi, è aumentata l'etiologia sostenuta da ceppi di 
Strept~orcur fmcnlis, oltre che di Klebsiella. mentre si 
è ridotta quella da Erckricbia coli. Nell'apparato respi- 
ratorio, invece, si t registrata una netta diminuzione 
dei ceppi di Streptorocrus faecalis e &baemoliti~us con re- 
lativo aumento dei ceppi Gram-negativi, in particolare 
di Esckrichia coli ma, soprattutto, di Pseudomonas. 

Nel complesso, nel biennio 1979-80, I'etiologia in- 
fettiva batteria è stata sostenuta per lo più: da ceppi 
Gram-positivi nelle vie respiratorie. nelle raccolte 
ascessuate, nell'apparato osteo-articolare e nelle ferite 
parietali; da ceppi Gram-negativi nella caviti perito- 
neale. nelle vie urinarie, nelle vie biliari, nella caviti 
pleurica, (Fig. 4). 

Abbiamo poi voluto indagare, come gi i  per i pre- 
cedenti anni, sulle frequenze di isolamento dei vari 
ceppi in rapporto alla diversa provenienza clinica dei 
rispettivi materiali patologici, dividendo i malati in 4 
gruppi: pazienti ambulatoriali, degenti in Istituti me- 
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dici, degenti in Istituti chirurgici, degenti in Istituti 
pediatrici (Fig. 5). Dalla nostra indagine è emerso che, 
negli ultimi 2 anni, nei pazienti ambulatoriali I'etia- 
logia hatterica è stata sostenuta essenzialmente da ceppi 
Gram-positivi. Essa 6 risultata praticamente invariata 
rispetto agli anni precedenti: il rapporto Gram-posi- 
tivi/Gram-negativi si è mantenuto all'incirca su 3 a 1. 

H O,.", - pi, ir;  

3 arim - ".,.i;"; 

L 
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Fic. 5. - Etiologia infettiva sostenuta da 4.252 ceppi, Gram- 
positivi e Gram-negativi di diversa provcnienis clinica, ncgli 

anni 1978, 1979, 1980 

Nei degenti in Istituti medici, invece, in cui in pre- 
cedenza tale rapporto era stato di l a 1, nel 1979 e 
nel 1980 si è avuta una tendenza ad un lieve aumento 
dei Gram-positivi. L'aumento di tali ceppi è risultato 
nssai netto nei pazienti chimrgici: nel 1980 I'etiologia 
hatterica (in precedenza sostenuta essenzialmente da 
Gram-negativi) lo fu in pari percentuale da Gram- 
positivi e da Gram-negativi. A tale rapporto (1 a l) 
sono giunti, sempre nel 1980, anche i ceppi isolati dai 
piccoli pazienti, ma ciò per un processo inverso al 
precedente, cioè per una netta diminuzione dei ceppi 
Gram-positivi. - 

Passando ad analizzare le frequenze di isolamento 
delle singole specie nei 4 gruppi di malati, dal succes- 
sivo istogramma, relativo al 1980, si rileva che dette 
frequenze furono tutt'altro che uniformi (Fig. 6). In- 
fatti, nei pazienti ambulatoriali i'etiologia batterica fu 
sostenuta per lo più da stahiococchi. da streptococchi 
alfa-emolitici e da ceppi di Esrberichia coli; nei degenti 
in Istituti medici lo fu, oltre che da ceppi di strepto- 
cocchi alfa-emolitici e di Escberichia coli, da ceppi di 
Proteus; nei degenti in Istituti chirurgici I'etiologia in- 
fettiva fu invece dominata da ceppi di Escbcrirhia coli, 
da stafilococchi e caratterizzata da un'alta incidenza di 

m O i i r n  - poiiiiri 

O or.", - n.r.iiri 

Fic. 6. - Frequenze di alcune spccic battcrichc, in npporto alla 
diversa provenienza clinica in 1.252 ceppi batterici isolati ncl 1980 

Pseudomonas e Proteur mentre, nei piccoli degenti, fu 
determinante la frequenza dei ceppi di stafilococchi e 
di Eschericbia coli. 

Infine, anche per quanto concerne la distribuzione 
attraverso I'anno delle diverse percentuali di isolamen- 
to dei singoli ceppi, l'elaborazione dei dati ha fornito 
elementi non privi di interesse. Prendendo ad esempio 
le frequenze di isolamento dei ceppi di Pseudomonas 
e di Strepforocc~~s faecaLs (ceppi particolarmente interes- 
santi per la loro patogenicitd), nel 1979 I'etiologia in- 
fettiva da Pseudomonas risultò la più frequente: nel 
I quadrimestre nei piccoli degenti; nel 111 nei degenti 
in Istituti medici e in quelli chinirgici. Nel 1980, in- 
vece, essa predominb, in tutti e 3 i gruppi di pazienti, 
durante il I quadrimestre. Per quanto riguarda i ceppi 
di StreptoroccurfaecaLr, in entrambi gli anni essa risultb 
la più frequente: nel I quadrimestre nei degenti in 
Istituti medici, nel 111 nei pazienti ambulatoriali e nei 
degenti chirurgici. I dati relativi ai piccoli pazienti so- 
no scarsi e quindi statisticamente non significativi. Per- 
tanto, in tutti i pazienti, i ceppi di Pseudomonas e di 
.Strepfo~orcru faeral" nei mesi estivi hanno inciso in mi- 
nor misura nell'etiologia batterica rispetto agli altri pe- 
riodi dell'anno. 

Per concludere, dopo aver fatta mia la bella imma- 
gine di O'Brien, che vede il laboratorio batteriologico 
ospedaliero come un gigantesco sismografo teso ad 
evidenziare nuovi eventi etiologici, oltre quelli gene- 
tici ed epidemiologici che si verificano nella diffusione 
delle infezioni nosocomiali e della antibiotico-resisten- 
za, io vorrei aggiungere che esso avrb, sotto il profilo 
clinico, maggiore significato e validita se affiancato da 
un computer nell'ambito di un «Servizio a per la ela- 
borazione dei dati. 
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Studio d'attività antibatterica dell'acido pipemidico 

ASTONELLA TOROSANTUCCI, L.4UR.A CIALDEA,  SA MARIA cAL.\BRO e GIULIANA FILLINI 

Riassunto. - L: stuto effettruto uno stndio s!i/l'attiuità 
pserritatu dall'ucido pipemidico uerso ceppi batterici di fresco 
isolun~enfo da materiale biologico appartenenti ai generi l'ro- 
teus (vulgaris, morganii, mirabilis, rettgeri) e Klebsiella 
ed ulie specie Pseudomonas aeruginosa ed Escherichia 
coli, rilcuando Iu sign~jscaaliuu attività esercituta da qnesto 
gpente untimicrobico. 

L'attiuità dell'ucido pipentidico, conjparatu ron quel/a del- 
I'urih nuiidtxim e defi'acido piromidico, rirufta in genere 
.r&nificuti~anene snperiore. Tali risultati indicuno la effet- 
tiva eflcacia tcraperitica di qnesfo agente untimicrobico mlle 
infexioni del tratto rwiwrio sostenute da batteri Grun-ne- 
gatiui. 

Summary (Antibacterial Anivity o€ Pipemidic Acid). - 
A s tdy  hiu bcen carried out on tbc actiuity of tbe pipeiliidic 
ucid ugninat buctcria/ struim of recent isolution from biologit 
matcriuh: sfraina of tbe g e w  Proteus (vulgaris, mor- 
ganii, mirabilis, rettged) and Klebsiella and of tbc spe- 
c ie~ Pseudomonas aeruginosa und Escherichia coli. Tha 
r c ~ d t s  poinfed out tbat a rignificunt antibactcrial uct iu i~  is 
excrtcd by this antimicrabia/ ugent. The arfiuig o/ [ha Pi- 
pcmidic arid, as compurad wifb fhut o/ mlidixic ucid a& 
tha piromidic ucid, trrrru/& war ripi$can:& superior. T b m  
resultJ point out the rcal tberupcutic eflcacy o/ tbir unti- 
micmbiul ugcnt in the infections of tbe ririnuv tract cawed 
lg Grum-negatiue batteria. 

INTRODUZIONE. 

L'acido pipemidico [acido 8-etil-5-osso-2-(l-pipera- 
zini1)-5, 84iidro-pirido-(2, 34)-pirimidin&arbossi- 
lico] sintetizzato da Pesson e Coll. nel 1974 [l], è una 
sostanza strutturalmente correlata e con proprietà che- 
mioterapiche simili a quelle degli acidi nalidixico e pi- 
romidico, ma con spettro di attivith più ampio, in par- 
ticolare verso Pserdomonus aer~ginosa 121. 

L'acido pipemidico ha trovato applicazione clinica 
nel trattamento delle infezioni dell'apparato urinario, 
dell'intestino, delle vie biliari, ottenendo risultati signi- 
ficativi anche in quei pazienti che avevano ricevuto 
trattamento protratto con altri chemioterapici ed anti- 
biotici [2]. 

Generalmente, verso le specie Gram-negative sensi- . bili, l'acido pipemidico esercita un'attività antibatterica 
superiore a quella degli acidi 'nalidixico e piromidico, 
sia in uifro che i18 uiuo con livelli ematici ed urinari più 

elevati, migliore distribuzione in organi e tessuti e con 
resistenza crociata incompleta verso l'acido nalidixico 
e l'acido piromidico [3]. I livelli urinari dell'acido pi- 
pemidico risultano elevati e persistenti: infatti, dopo 
2-4 h dalla somministratione di una dose di 0,5 g tali 
livelli superano nell'uomo 1.000 &ml e persistono 
lungamente con valori significativi; la somministrazio- 
ne di una dose unica di 1 g determina livelli superiori 
a 100 $g/ml nelle 12-24 h successive. 

Altra interessante caratteristica di questo agente anti- 
microbico è quella di inibire il trasferimento per co- 
niugazione dei plasmidi R, vettori dell'informazione 
genetica per l'antibiotico-resistenza, con frequenza 
maggiore rispetto a quella degli acidi nalidixico e pi- 
romidico, grazie alla sua più elevata attività antibatte- 
rica 141. 

In questo lavoro vengono riportati i risultati di uno 
studio in uifro sull'attiviti antibatterica dell'acido pipe- 
midiw verso numerosi ceppi batterici di fresco isola- 
mento da materiale biologico proveniente da vari re- 
pani clinici del Policlinico Umberto I di Roma. L'atti- 
viti 6 stata studiata in varie condizioni sperimentali 
(in rspposto al. pH del mezzo colturale, alla presenza 
di siero e all'entità dell'inoculo batterico); in alcune 
prove i'attività dell'acido pipemidico t stata comparata 
con quella esercitata, nelle stesse condizioni sperimen- 
tali, dall'acido nalidixico e dall'acido piromidico. 

Le prove di attiviti antibatterica sono state effettuate 
con 75 ceppi di P. neruginosu, 83 ceppi di Protew mi- 
rubilir, 25 ceppi di Protetis aulgaris, 38 ceppi di Proteur 
nrorganii, 23 ceppi di Protew r e t t . ,  40 ceppi di Esche- 
ricbia coli e 35 ceppi del genere Klebriclh. L'inoculo 
veniva ottenuto per diluizione di brodocolture di 18 h 
di sviluppo a 370C in Muller Hinton Broth (B.B.L. 
U.S.A.) e insemenzato nei mezzi di prova alla densità 
finale di 2.1@ batteri/ml; in alcune prove l'inoculo 
era di 2.105 batteri/ml o 2. IO4 batteri/ml. Gli agenti 
antimicrobici (acido pipemidico, acido nalidixico e aci- 
do piromidico) venivano disciolti alla concentrazione 
di 15 mg/ml in II,O mediante aggiunta di NaOH 
0,l N, allestendo soluzioni madri che venivano poi 
opportunamente diluite nei mezzi di prova (Muller 
Hinton Broth o DST agar). La lettura dei risultati, 
eseguita dopo incubazione di 18 h a 37 0C ha per- 



Tabella 1. - A~ione dell'acida pipcmidito Su 169 ceppi del pere  Proteus (83 ceppi di P. mirabilis, 25 ceppi di 
P. vulgaris, 38 ceppi di P. morganii, 23 ceppi di P. rettgeri). 

P. mirabili, P. vul.ori3 P.  morp.nii P. ,e'ip<,i " 
M. I. C. - - Torrr. t 

N. ceppi i, N. c r m i  :D N. cwpi :" N. ceppi ,n, m 
W m l )  

x = 4,99 x = 1.75 x = li77 x =- 19,53 
--p-- 

Esperimenti effettuati in Muller-Hinton Broth. Inoculo di 2 . 10%eellulelml. Lettura dopo incubazione di 18 h a 370 C. 

messo di conoscere Ic concentrazioni minime inibenti 
(M.I.C.) dei chemioterapici espresse in pg/ml, cioè le 
concentrazioni capaci di inibire lo sviluppo dei batteri 
insemenzati. 

Attiuitd &lI'an'do pipemidico ucrro il genere Proteus. - 
L'acido pipemidico esercita una potente azione anti- 
batterica verso le varie specie del genere Proteus, come 
si riscontra dai dati riportati nella Tab. 1; infatti, en- 
tro la concentrazione di 6,25 pglml vengono inibiti 
nello svhppo  Y89 % dei ceppi di P. mirabiliis saggiati 
ed il 100 % dei ceppi di P. unlgari~ e di P. morpii .  
Anche verso i ceppi di P. rettgcri (di cui è nota la scar- 
sa sensibilità verso vari agenti antimicrobici) l'attività 
& notevole: alla stessa concentrazione risulta sensibile 

Tabella 2. - In/?wnta del pH del me~xo co1t1ira.h sull'at- 
n'uitd antibatterica deil'arido pipemidiro uerso 75 rcppi di 
Pseudomonas aeruginosa. 

M.I.C. nH 5.8 PH 7.2 
(in,ml) .:, N. ceppi % 

0,76 ........ 1 - I - 
1,56 ........ - - i l + l  - 
3,12 ........ 4+1 - 31+12 - 

........ 6.25 361-5 54 10+43 70 

........ 12.50 9i-41 - 9+53 - 

........ 25,W 9+50 78 6+62 90 

........ 50,W 4+59 - - - 

........ 100.00 4+63 - 41-66 - 

........ MO,OO 7+67 - 2 + 7 2  - 

........ 400,W 1+74 - 1+74 - 
x = .......... 39.68 - 21,86 - 

Esperimento eftcttuato in Mueller-Hinton broth con un 
Inoculo di 2 . 10' cellulelml. Lettura effettuata dopo incuba. 
rione delle colture per 18 h a 3 7 0 ~ .  

il 69 % dei ceppi saggiati e non si riscontrano ceppi 
resistenti a concentrazioni superiori a 100 pg/ml. I ri- 
sultati dell'attivith dell'acido pipemidico in rapporto al 
pH del mezzo colturale e alla presenza di siero di ca- 
vallo dimostrano che la sensibiliti dei ceppi non ri- 
sulta sostanzialmente modificata. 

Attività dell'mido pipemidico verso Pseudomonas aeru- 
ginosa. - Gppi  di fresco isolamento di P.  aeru~inosa 
mostrano buona sensibilità verso l'acido pipemidico. 
Infatti, come si può rilevare nella Tab. 2, sia a pH 5,8 
che a pH 7,2, entro la concentrazione di 25 pglrnl 
vengono inibiti nello sviluppo rispettivamente il 78 % 
ed il 30 % dei 75 ceppi saggiati; l'azione dell'acido 
pipemidico è comunque completa entro la concentra- 
zione di 400 pglml. Anche in questo caso l'aggiunta 
di siero al mezzo colturale non modifica sensibilmente 
l'azione antimicrobica del chemioterapico (Tab. 3). 

Attiuifd &II'arido pipcmidico verm il genere Kiebsiella 
c ucrso E. coli. - Anche nei confronti di E. coli e di 
Klebsiella I'azione antimicrobica dell'acido pipemidico 2 
elevata e s i  svolge a concentrazioni relativamente bas- 
se. Tale attività è scarsamente influenzata dalla varia- 
zione del pH e dalla aggiunta di siero di sangue. 

InJwnqa deU'inoculo ~~ùI'attiuita antibaftcrjca hIl'acido 
pipemidico. - I risultati relativi all'attivith dell'acido pi- 
pemidico in funzione dell'inoculo batterico verso E. 
coli e verso Kleb~ie l~  rivelano che l'aumento dell'ino- 
culo da 2 ,  IO3 cellule/ml a 2.1@ cellule/ml influenza 
scarsamente I'attività dell'agente antimicrobico. Una re- 
lativa diminuzione di attivita verso la specie E. roL 
si evidenzia invece con una carica batterica di 2.1W 
cellule/ml. 

Attiuità antibatterica dell'acido pipemidico comparata co~r 
quella dcg/i acidi piromidico e nalidxico. - Nella Tab. 4 
vengono riportati i risultati di prove in cui I'attività 
dell'acido pipemidico viene paragonata a quella eserci- 
tata, nelle stesse condizioni sperimentali, dagli acidi 
piromidico e nalidixico verso il genere Prohur. L'atti- 
vità esercitata dall'acido pipemidico risulta significati- 
vamente superiore sia a quella svolta dall'acido nali- 
diiico che, più marcatamente, a quella svolta dall'acido 
piromidico. 



Tabella 3. - ZnpaaZa del fiero fdfaftiuità antibatterica e~crcitata &Iracido pipmidico r w ~ o  22 ceppi di Pseudomom 
aeruginosa. 

- 

Acide ~ i~unld ico  Acido nimmidico + iiem iI +O 61. 

M. I. C 

batterica mediante plasmidi R non C? stato finora ri- uwgmir P. mmgmii, ma anche P. rcttg8ri risulta sensi- 

Esperimento effettuato in Mucller-Hinton broth (B.B.L.) con un inoculo di 2.10' ccllule/ml. Lettura effettuata dopo in- 
cubirione delle colnire per 18 h a 37OC. 

Tabella 4. - Attiuità mtibattcrica daII'otido pipmidico paragonata all'attiuità dcll'mido piromidico e nalidixico verso l l6 di 
Proteus (65 ceppi di P. mirabilia, 14 ceppi di P. vulgaris, 24 ceppi di P. morganii, 13 ceppi di P. rettgeri). 

Addo PI-idlco Addo ~mmidJco Acido d d l x i . o  
M. I. C 

x = 3,79 x = 159,L x = 69,% 

Eiperimentl effettuati in MueUer-Hinton Broth. Inoculo di 2.106 ccllulc/ml. Letture dopo incubirione di 18 h a 37OC. 

DISCUSSIONE E CONCLUSIONI. scontrato. Infatti, nei suo meccanismo d'azione, l'acido 
pipemidico inibendo la sintesi del DNA battuico, bloc- 

f3 noto che nei batteri Gram-negativi responsabili ca il trasferimento dei plasmidi R. 
delle infezioni intestinali e delk vie urinarie, il deter- I risultati riportati in questo lavoro dimostrano che 
minard del fenomeno resistenza verso gli agenti anti- l'acido pipemidico si rivela efficace verso ceppi di fre- 

, batterici t soprattutto legato a fattori extracromoso- sco isolamento ùinico (Protm, P. a c r w ~ f a ,  E. coli, 
" miali. Per cib che riguarda l'acido pipemidico, t inte- KkbrieIlh). Nell'ambito del genere Protetu I'attivith del- 

ressante rilevare che il trasferimento di resiatema inter- I'acido pipemidico si esplica notevolmente verso P. 



bile ad esso: tale fatto è di peculiare importanza con- P. oer~ginosa, in genere scarsamente sensibile all'acido 
sidenndo che questa specie di Protetu risulta in genere nalidixico e all'acido piromidico. I valori delle concen- 
resistente a vari chemioantibiotici. In generale l'attività trazioni inibenti dell'acido pipemidico, posti in rela- 
dell'acido pipemidico verso i generi Protetu e Iilcbrieliu zione con le notevoli e persistenti concentrazioni r a g  
e verso E. coli risulta in ogni caso significativamente giunte nel distretto d'azione, indicano l'efficacia di q&- 
superiore a quella esercitata dagli acidi nalidixico e sto antimicrobico nelle infezioni dcl tratto urinario 
piromidico. È notevole anche l'attività esercitata verso sostenute da germi dei generi Protew e Pscrrdonrorms. 
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Riassunto. - E' stata st&ta I'attiuità untibattwi'ca 
uerro E. coli di prcparoqioni di ouotramfcrri~ satnrata 
con differenti ioni metallici (Fca+. C&, M#+, Co*+, 
iViS+, ZnS+). Contrmiamcntc a h  satrmqiom con Fca+ 
c h  annulh complctamcntc I'attiuità deU'ouofrat~+ina, d 
stato osnrvuto cbc h satwqimrc m altri mdfal/i pmì ada'i- 
ritfwa poten~ùwnc Pattiuità antibatterica. 

Summary (Role of Metals in the Antibacteriai Activity 
of Ovotmnsfercin). - Ths antibacteriaI actiuit~ of soma 
preparatio>u of ouotransjérrin safwotcd ivitb diffcrcnt metal 
io- l i h  FcaC, C#'+, MnS+, CoS+, N;'+, .?nS+, h bccn 
t&d towara? E. coli. It b a ~  hen sbwn tbat whn 60th 
si& of ouotrmjérrin aru satnrotcd witb imn, no ontibactcriul 
activig U prescnt. On t h  0 t h  bad, tbis htter m q  be 
cnhancd ratnrotion witb othr mcfd iow. 

Nei liquidi biologici sono presenti particolari glico- 
proteine quali 1 lattoferrina e la sierotransferrina in 
grado di complessare due atomi di ferro per molecola 
e di svolgere un importante molo nella difesa contro 
le infezioni microbiche [l]. 

Infatti i batteri in presenza di transferrina sintetiz- 
zano dei composti, siderofori [2], che competono con 
la proteina stessa. Dall'affinith per il ferro della transfer- 
rina e del siduoforo dipende I'invasività batteria. 
Infatti, se il ferro cesta stabilmente legato alla proteina, 
il batterio non ai pub moltiplicare. Se, al contrario, il 
sideroforo riesce a sottrarglielo, il batterio ha ferro suf- 
ficiente per svilupparsi. Le nosue spcrimentazioni sono 
state condotte usando ovotmnsferrina (conaibumina), 
una tnnsferrina estratta dal bianco dcll'uovo. È stata 
studiata I'attivitP antibatterica, nei confronti di E. 
coli W1485, di tale proteina saturata con ioni Fea+, 
Cus+, ZnSf, Col+, M#, Nis+ che formano con essa 
complessi stabili (31. 

Ctppo batfcrico. - Tutti gli esperimenti sono stati con- 
dotti usando il ceppo di E. coli W1485. 

Ouotrowfcrrina. - i'ceparazioni pure di ovotransfer- 
rina furono ottenute come descritto in precedenti 
ricerche [4J. 

Ouotrawfcrrino sutwata con differenti ioni mefallici. - 
Preparazioni di ovotransferrina disciolte in NaHCO, 
50 mM, erano addizionate di ioni metallici per ottenere 
una saturazione dei siti al 50 76 e al 100 0/,. Dopo dia- 
lisi contro NaHCO, 50 mM, I'ovotransferrina satura 
veniva liofilizzata e successivamente saggiata per I'at- 
tività antibatteria. 

Tcmno di coltnra. - Per lo sviluppo di E. coli 6 stato 
usato BHI (Brain H u n  Infusion) (BBL) contenente 
14pM di ioni Fea+. Analisi dei metalli erano eseguite 
utilizzando uno spenrofotomctro ad assorbimento ato- 
mico (Perkin-Elmer mod. 360). 

Attività antibatterica. - Gli especimenti sono stati 
condotti sciogliendo in BHI I'ovotransferrina non m- 
tura o satura in presenza di NaHCOa 50 mM. L'ho- 
culo consisteva in 5.106 cell/ml che avevano subito tre 
lavaggi in soluzione fisiologica. h crescita batterica 
era seguita per 14-20 ore a 370 C in un multibiofoto- 
metro Abbott MS2. Opportuni controlli erano eseguiti 
al fine di calcolace le cellule vitali mediante la conta 
delle unith formanti colonia. 

Una serie di esperimenti è stata condotta al fine di 
confrontare I'attivith antibatteria dell'ovotransferrina 
non satura con quella saturata con Fe'+, Cua+, MnS+, 
Coa+, Nil+ e Zn8+ al 50 % e al 100 %. In queate prove, 
ovviamente, i controlli erano rappresentati dalla cre- 
scita di E. coli in BHI addizionato dei vari mctalli, 
alla concentrazione necessaria per saturare h transfcr- 
rina al 100 %. I dati ottenuti dimostrano che, almeno 
a queste conccntnzioni, gli ioni addizionati non sono 
tossici. Da questi esperimenti risulta come, conuaria- 
mente a quanto awiene saturando la transferrina con 
il ferro, la aaturazionc con CuSf, Zns+, Coa+, Mns+, 
Ni'+ provochi un incremento delh attivith antibat- 
terica, anziché un annullamento. Tale incremento ap- 
pare maggiormente evidente nel u s o  delh transfer- 
rina saturata con Zna+. I dati sono riportati nelle Fig. 1 
e 2, dove si può paragonare la diversa crescita di E. 
coli in presenza di transferrina saturata con Fe3+ e 



Fitx 1. - Attività antihattcriw dcll'uvotrmsfcrtina insatura o 
s t u n t a  con Fc'+ al 50 '$i e al 100 y0 nei confronti di E. coli 
W1485. Crescita in BHI come controllo (- ); + Fe3+ 
0,12 mM (A-6);  i- ovotransfcrrina 5 mg/ml ( - - -  - ); 
+ ovotnnsfct.rina 5 rng/ml saturata con Fe3+ al 50 %,(A-&); 
+ ovotransfcrrina 5 mglrnl saturata con Fc3+al 100 ,. (A-A) 

di transferrina saturata con ZnZt. possibile notare 
come l'incremento dell'attività sia correlato alla per- 
centuale dei siti saturati con Zn'+. Analisi dei campioni 
allo spettrofotometro ad assorbimento atomico hanno 
dimostrato che i metalli da noi addizionati restano sta- 
bilmente legati ai siti dell'ovotransferrina. 

1 I,risultati,riportati  dimostra!^ che il legame di alcuni 
ioni metallici all'ovotransferri~ia esalta l'attività anti- 
batterica di questa proteina nei confronti di E. coli. , Questo effetto: 

- non è dovuto alla tossicità dei metalli di per sé, 
ma è presente solo quando questi sono legati all'ovotran- 
sferrina; 

Fiu. 2. - Attività antibatterica rlell'ovotransfcrrina insatura o 
saturata con W +  a1 50 7; e al 100 % nei confronti di E. ml; 

); + Znl+ W1485. Crescita in BHI mmc controllo (- 
0,12 mM (3-m); + ovotransfcrrina 5 mg/ml ( ); 
+ ovotnnsfcrrina 5 mg/ml saturata con Zna+ 11 M % (0-0); 
+ ovotransfcriina 5 mg/ml saturata con ZnZ+ al 100 % ( a  - *) 

- è maggiore nell'ordine Zn", Co", MnaC, Cua+, 
Ni2+, Mga * e W + ;  

- è correlato al grado di saturazione dell'ovotran- 
sferrina. 

I1 potenziamento dell'attività antibatterica dell'ovo- 
transferrina satura in Zn'+ è dovuto ad un meccanismo 
d'azione che non può essere semplicemente spiegato 
con la sottrazione del ferro al terreno di coltura. Come 
si è detto, analisi allo spettrofotometro ad assorbimento 
atomico dimostrano che l'ovotransferrina satura in 
Zn"' non rilascia il metallo. Perciò l'ovotransferrina 
satura in Zn'+ t incapace di legare il ferro avendo i riti 
saturati dallo ione Znx*. Si deve dunque presumere 
un differente meccanismo d'attività antibatterica del- 
I'ovotransferrina, lo studio del quak sari oggetto di 
nostre ulteriori ricerche. 
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