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Riassunto, — Seno state esaminate, nelle cellule eritrolen-
cemiche di FRIEND (FLC), le interagioni tra interfe-
rome (IFN) ¢ i gangliosidi di membrana, adottando come si-
stema di riferimento il modello di legame ad alta afinitd
tra il ganglieside Gy, e la tossina colerica (CT). Dalle
FLC sono stali estratti e caratteriggati due gangliosidi, che
migrano rispeitivamente come Gy, e Gy I liposomi nni-
lamellari contenenti mna miscela di gangliosidi o Gy, o
Gy legane PIFN 3-8 wolte di pia rispette ai liposomi
senga pangliosidi. Tuttavia, solo il 3-45, delle anits di
IFN aggiunte risulta legato, menire i liposomi contenenti
Gyy fegano circa il 50 %, di CT (3H)-acetilata. Trattan-
do le FLC con newraminidasi, che tragforma il Gy, in
G, 1on si modificano gii effetti antivirali indotti dall’ JFN,
laddove il legame della CT alle FLC ¢ il livello endocelin-
lare di cAMP indotte dolla CT risnltans invece mareata-
mente aumentati. Auche il pretrattamento delle FLC con
zangliesidi commerciali oppure estratti dalle FLC medesime
won influenga linstaurarsi dello stato antivirale indotte dal-
PIFN. 1 dati sperimentali riportati indicano che nelle FLC
i gangliosidi non costituiscono i recettori ad alta affinitd per
PIFN, anche se essi sono capaci di legare PIFN sine ad
un certe grado,

Summary (Role of Gangliosides in the Interactio be-
tween Interferon and Cell Membrane). — The inferactions
between interferon (IFN) and membrane gangliosides bave
been studied in Friend Lenksmia Cells (FLC). The bigh
affinity binding between ganglioside Gy, and Cholera Toxin
(CT) was adopted as a reference system. Two gangliosides,
which migrate a5 Gy, and Gy, respectively, have been
detecttd and extracted from FLC. Unilamellar fiposomes
containing either mixed commercial gangliosides or Gy, or
Gyy bind 3-8 fold more than liposomes devoided of ganglio-
sides. Yet, only 3-4% of the inpwt IFN was bownd,
whereas Gyy~containing liposomes bomnd nearly 50°, of
(3H) acetyl-CT. IFN-induced antiviral effects are not sig-
wificantly modified by treating FLC with neuraminidase,
which transforms Gyy, nte Gy, whilst CT binding to
FLC as well a5 CT-induced endocellular ¢ AMP Jevels were
strongly increased. Similarly, the IFN-induced establish-
ment of the antiviral state was not affected by pretreating
FLC with either commercial or FLC-extracted ganglio-
sighs. In conclusion, these data demonstrate that FLC gan-
ghosides do not represens the IFIN bigh affinity receptors,
althongh they can bind IFN fo some exctent,

INTRODUZIONE.

U meccanismo con cui Vinterferone (IFN) induce
nella cellula uno stato antivirale non & stato ancora
completamente delucidato. Una fase cruciale, comun-
que, sembra essere I'interazione dell’IFN con specifici
recettori di membrana {1, 2]. Anche se I'esatta natura
chimico-funzionale di tali recettori non & stata ancora
svelata, un complesso di evidenze sperimentali sugge-
risce un ruolo delle proteine di membrana e dei gan-
gliosidi nell’instaurazione dello stato antivirale da parte
dell’IFN [3-5]. E stato inoltre osservato che la tossina
coletica (CT), che si lega specificamente alla porzione
idrofilica del ganglioside Gy, ¢ in grado di inibire Ia
capacit) del'IFN di indurre uno stato antivirale in si-
stemi cellulari differenti [6, 7}

Avvalendoci di vari approeci sperimentali e adot-
tando come sistema di riferimento il legame ad alta
affinita tra il ganglioside Gy, ¢ la CT, noi abbiamo
studiato le interazioni tra I'TFN e i gangliosidi e il
possibile ruolo svolto da questi ultimi nel processo
di instaurazione dello stato antivirale nelle cellule eri-
trolencemiche 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 deile colture. L’aggiuata di
basse dosi di IFN (5-100 U/ml) alle FLC causa un
bloeco quasi totale del rilascio di FLV. In questo si-
stema abbiamo git avuto modo di dimostrare [7] che
la CT, come pure la sua subunita B da sola, inibiscono
la riduzione, indotta dali’IFN, del rilascio di FLV ¢
della produzione virale dopo infezione esogena con un
virus citocida, quale il virus della stomatite vescico-
lare (VSV).

MATERIALI E METODI,

Celinle. — Le cellule eritrolencemiche di Friend (FLC),
clone 743/A, venivano fatte crescere in Minimum Es-
sential Medium (MEM) (Flow, Irvine, Scotland) con
aggiunta del 10 %, di siero fetale di vitello (FCS) (Flow),

Interferone. - L’IFN di topo era preparato su fibro-
blasti di topo Lggy 0 Cyyg {(una linea cellulare trasfor-
mata dal virus sarcomatogeno di Moloney) infettari
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con 10 unith emagglatinanti (per 10* cellule) di virus
della malattia di Newcastle. Le preparazioni di IFN
erano titolate ¢ parzialmente purificate secondo le me-
todiche descritte da Dolei e Coll. [8]. In questo studio
le quantitd di IFIN somministrate sono indicate in
vnita~topo (U). Questa vnitd corrisponde a 4 unitd del
National Institute of Health Search Standard Prepara-
tion, codice G945, T e attivith specifiche delle
preparazioni di IFN variavano da 4 x 104 a 4 x 107
unitd/mg di proteine,

Titolagione del VSV, ~ Gli stocks di VSV, come pure
i supernatanti delle FLC infertate con il V8V, erano
titolati mediante saggio di formazione di placche in
agar su cellule Ly, 1 titoll andavano da 10%% 2 10¥
Unitd Formanti Placche (PFU)}/ml.

Saggio di attivitd di trascritiasi imversa nei supernatanti
detle FLC. - Trascorse 24 ore dalla semina delle FLC
nelle diverse condizioni sperimentali, le cellule veni-
vano contate ¢ centrifugate a 800 g per 10 min; i su-
pernatanti venivano chiarificati mediante successiva
centrifugazione a 10.000 g per 10 min. 1l saggio di
attivitd trascrittasica inversa veniva eseguito secondo
la metodica descritta da Dolei e Coll. [8],

Purificagione ¢ marcatura della tossing colerica. — CT al-
tamente purificata & stata generosamente fornita dal
dr. Tayot {Institut Mérieux, Charbonnitre les Bains,
Francia) ed & stata ulteriormente purificata mediante
Sephadex G75 [9]. La marcatura era effettuata con
(*H}-anidride acetica [7]. L'attivitd specifica della CT
(®H) acetilata usata negli esperimenti era di 26,14
pCifnmole.

Estrazione ¢ saggio dell’ AMP ciclico, — L’AMP ciclico
endocellulare veniva estratto mediante cicli di estra-
zione con etanolo puro, € successivamente con etanolo
dilvito 2 :1 in acqua distillata. I livelli di AMP «ci-
clico endocellulare venivano determinati secondo la
metodica di Gilman {10] usando il 4 di reagenti
fornito da! Radiochemical Centre, Amersham, Inghil-
terra,

Estrazione ¢ caratierizgazgione def gangliosidi delle FILC.
I gangliosidi delle FLC venivano estratti dai sedi-
menti di 10 FLC secondo la metodica descritta da
Tettamanti e Coll. [11]. T contenuto totale dell’acido
N-acetil-neuraminico veniva invece determinato con il
metodo di Svennerholm [12]. I gangliosidi delle FL.C
sono stati parzialmente purificati mediante cromato-
grafia su gel di silice, avvalendosi della merodica de-
scritta da Tettamanti [11).

Preparazione di liposomi unilamellari. — 1 liposomi ve-
nivano preparati al momento dell’'uso con il metodo
di Barenholtz ¢ Coll. {13] ¢ successivamente isolati do-
po gel-filtrazione su una colonna Sepharose 4B (1,5 x
100 cm). La quantitd di ganglioside presente sulta su-
perficie esterna dei liposomi era valutata determinando
la quantitd di acido N-acetil-neuraminico che veniva
rilasciato dopo il trattamento dei liposomi contenenti
Gy, con neuraminidasi i Clostridium  perfringens. 1)
609, del contenuto totale di G, era esposto sulla
superficie esterna dei liposomi [14), risultando cosi di-
sponibile per eventuali legami.

Esperimenti di legame essguiti con liposomi. - Questi
esperimenti venivano effettuati mettendo a incubare
PIFN con liposomi contenenti quantiti differenti di,
gangliosidi per 2 ore a 00C. L’IFN che risultava liberd
veniva separato dall'IFN legati ai liposomi mediante
gel-filtrazione su una colonna Bioge! A-1,5 m (1,5 X
70 em) equilibrata con soluzione salina di tampone fo-
sfato (PBS). Frazioni da 1,5 ml venivano raccolte ¢
analizzata per il contenuto in liposomi (assorbanza a
410 nm). L’attivitd dell'TFN nelle frazioni 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.

RISULTATI E DISCUSSIONE.

11 sistema cellulare delie FLC costituisce un modello
conveniente per lo studio delie interazioni tra i gan-
gliosidi e '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
Guy, (95 %), un monosialoganglioside che migra co-
me Gy (59). Il disialoganglioside & sensibile alle
neuraminidasi, venendo esso trasformato quasi com-
pletamente in monosialoganglioside (Gy,) dopo trat-
tamento con tale enzima,

Tabella 1. ~ Legame dell’IFN a liposomi contenenti gan-
Lliasidi.

Interferone Legato (U) a Liposomi

INTERFERONE
AQGIUNTO (U) Contensnti Non contenent!
una miscela d§ nessun
gungliosdi ganglioside
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Fic. 1. - Legame dell’'IFN a liposomi contenenti vari gangliosidis



Per cercare di chiarire la natura delle interazioni tra
I'IFN e i gangliosidi, abbiamo fatto uso, come sistema
modello, di liposomi unilamellari. Nei liposomi la por-
zione idrofobica dei gangliosidi & immersa nello strato
lipidico e non risulta cosl disponibile a ligandi solubili
in acqua. 1 dati da noi ottenuti {Tab. 1) indicanc che
i liposomi contenenti gangliosidi legano PIFN 3-8
volte di pid rispetto a liposomi controllo privi di gan-
gliosidi. Inoltre, i liposomi contenenti 15 pg di pre-
parati gangliosidici differenti non mostrano differenze
significative nell’attivitd di legame per PIFN, indicando
cosi che 'IFN non interagisce specificamente con un
singolo ganglioside delle FLC (Fig. 1), Bsperimenti di
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controllo effettuati con IFN puro (10° Ujmg di pro-

teine) mostrano che i liposomi contenenti Gy, o G

Dia

legano solo il 349, deile unitd di IFN aggiunte,
senza che tra di loro sussistano differenze significative,
Per contro, quasi il 509, della CT' (*H)-acetilata ri-
sulta legato ai liposomi contenenti Gy, confermando
ulteriormente che il ganglioside Gy, & in effetd il re-
cettore specifico della CT. Il trattamento delle FLC
con neuraminidasi (1 ora 2 37 °C, 40 mU/2 x 10% cel-
lule) determina un considerevole aumento sia del le-
game della CT (PH)-acetilata alle FLC, sia del livello
endocellulare di AMP ciclico indotto dalla CT (Fig. 2).
Il medesimo trattamento non ha invece alcuna influen-
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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 & stato analizzato il possibile ruolo di alecuni
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 linserzione di differenti gangliosidi nella membra-
na delle FLC prima dell’aggiunta di IFN non modifica,
in questo sistema cellulare, le attivitd antivirali indotte
dall’IFN. Similmente, preincubando I'IFN con diffe-
renti gangliosidi, ciascuno di essi mostra lo stesso ef-
fetto inibitorio sull’attivitd antivirale indotta dall’IFN.
Tale effetto inibitorio sembra essere pih marcato se
I'IFN viene incubato con i gangliosidi a 37 oC anziché
a 09C. Tuttavia, questa inijbizione 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 9C per 1 ora.
Inoltre, dati preliminari ottenuti nel nostro laboratorio
indicano che [’attivita biologica dell'IFN risulta dimi-
nuita in cellule pretrattate con tripsina, suggerendo

cosi un possibile ruolo di recettori proteici nel legarc
IIFN alla membrana plasmatica.

Avevamo dimostrato in precedenza [7] che la CT,
come pure la sua subunitd B purificata, & in grado ¢h
inibire nelle FLC 1’azione del’IFN, Il presente studio
avvalora ulteriormente 'ipotesi che questo efletto non
sia dovuto a competizione per il medesimo recettore
(Guy), ma piutrosto a variazioni secondarie nello stato
conformazionale della membrana, che ostacolerebbero
I'interazione dell'IFN con la supetficie cellulare. I dati
sperimentali qui riportati indicano che nelle FLC i gan-
gliosidi non costituiscono i recettori ad alta afhinitd per
I'ITFN né mediano specificamente Pazione dell’IFN.

Risultati analoghi sono stati ottenuti da Schiffman
e Koschel [15] in un diverso modello biologico. Essi
hanno riscontrato solo una lieve differenza nella sen-
sibilith all’TFN tra cellule murine Lgg e cellule Ly
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 sensibilita
all'IFN da esse posseduta.

Ulteriori ¢ pii approfondite indagini si rendono
dunque necessarie per chiarire ’effettivo ruolo svolto
dai gangliosidi nell’azione dell’ITFN.

BIBLIOGRAFIA

. FriepMan, R. M, 1967, Interferon binding: the first step in establishment of antivital activity. Seience. 156: 1760-1761.

2. Berman, B. & ViLcek, ]. 1974, Cellular bingﬁng characteristics of human interferon. Virslagy. 57: 378~386.

10.

. Crany, C. 1976, Membrane-bound interferon specific cell receptor system: role in the establishment and amplification of the anti-

viral state. Biomedicine. 24: 148-157,

. Vengris, V. E., Revnowns, F, H, J&., HouLeNserG, M. D. & Prraa, P. M, 1976, Interferon action: role of membrane gangliosides.

Virology. 72: 486-493.

. GrouLuan, E. F., Lee, G, Ramos, 8., Lazo, P. 8., Kapack, R., Faiepwan, R. M. & Konn, L. D. 1978, Relationships of the

structute and function of the interferon receptor to hormone receptors and establishment of the antiviral state, Camcer Res, 38:
4172-4185.

. Friepman, R, M: & Koun, L. D. 1978, Cholera toxin inhibits intceferon action, Biochem. Biophyr. Res. Compuer. 7@: 1078-1084,

. BeLarDELLL, F., Ausirro, C., Tomasi, M. & Rosst, G.B. 1980. Cholera toxin and its B subunit inhibit interferon effects on

virus production and erythroid differentiation of Friend Leukemia Cells. Firology. 107: 109-120,

. Douur, A., CoLLerta, G., Carosiancur, M, R, Rosst, G. B, & Vecchio, G. 1980. Interferon effects on Friend Teukemia Celis.

Expression of virus and erythroid markers in untteated and dimethyl sulfoxide—treated cells. [, Gen, Virel. 46: 227-236.

. Ropa, L. G., Tomast, M., Barristing, A., Luzzi, L, Mastrantonio, P, Zasererr, A, & D'Acnoro, G. 1977, Heterogeneity of

purified cholera toxin, Biochem, Biophys. Acta. 492; 303-315,
Giuan, A. G, 1970, A protein binding assay for adenosine 3°, 5-—cyclic monophosphate. Proe, Nat. Acad. Sei. {(US.A). 67:

305-312.
TertaMaANTi, G., Bonanl, F., Marchesing, 8. & Zamsorrr, V. 1973, A new procedure for the extraction, purification and frac-
SvennernowM, L. 1957. Quantitative estimation of sialic acids. A colorimetric resorcinol hydrochloric acid method. Bischem.

Barenuorz, Y., Gieses, D., Lrruan, B, |, Gour, J., Thomeson, T, E. & Carcson, F. D. 1977, A simple method for the prepa-

Tomasi, M., Rooa, L. E., AusieLie, C., D’AcrxoLo, G., VENERANDO, B., Guiponi, R., Sonwino, 8. & Terramant, G. 1980,
Interaction of Gy, ganglicside with bovine serum albumin formation and isolation of multiple complexes. Fur, J. Biachem, 111:

11.

tionation of brain gangliosides. Biochem. Biophys, Acta. 296: 160-170.
12,

Biophys. Acta, 24 604-611,
13,

ration of homogeneous phospholipid vesicles. Biockesn. 16: 2806-2810,
14,

315-324.
15,

ScurrrMman, D. & Koscuer, K. 1981, IFN induces an antiviral state in ganglioside deficient transformed mouse fibroblasts, Med.
Microbiol. Immunol. 169: 281-289,



Ann. Lt Super. Sanitd
Val, 18, N. 3 (1982), pp. 433-436

Rilievi virologici della stagione influenzale 1980-81
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Riassunto. ~ Vengone riportati i dati delle indagini vi-
rologiche relative ai viras influengali circolanti in ltalia nel-
Dinverno 1980-81. Dai risultati ottennti & stato possibile
tracciare il quadro della passata stagione, caratéerizgato dalla
eterogenea circolagione delle varianti antigeniche dei due sotfo-
tupi A|H3N2 ¢ AJHINI, contemporancamenie a quella
delle varianti del viras influengale di tipe B. Il sottotipo
HIN2 ba avuto la maggiore diffusione, ¢ tra le sue varianti
P Al Bangkok|1]79 ¢ stato isolato mella maggior parte dei

casi.

Summary (Isolation of Infiuenza Viruses dusing
1980-1981). — The data about isolation in Italy of influenga
Virus, during 1980-81 winter, are reported, The main feature
of this season appears to be the simultancous circulation of the
two subtypes A{HINZ, A|HINT and of the different strains
of the type B. The A|Bangkok[1]79 strain (HIN2) was
the mrost frequently isolated,

INTRODUZIONE.

Tra gli agenti virali infettanti 'vomo, i virus in-
fluenzali, particolarmente quelli di tipo A, sono ghi
unici che presentano modificazioni di varia natura ed
entitd nella loro struttura antigenica; questi cambia-
menti possono tradursi in vatiazioni di modeste pro-
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 del’influenza. L’epidemiologia del virus in-
fluenzale si & andata inoltre complicando in questi ulti-
mi anni per linsorgenza 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 'emergenza di uno stipite
nuovo portaya sempre alla pronta scomparsa del vec-
chio. Dal 1977, infatti, allorché si ebbe I'inaspettato
ritotno, dopo un’assenza di circa venti anni, del sotto-
tipo AJ/HIN1, assistiamo alla simultanea circolazione
dei sottotipi A, PH3N2, stipite circolante dal 1968, ¢
PHIN1, il nuovo. D’altra parte, il potenziamento dei
programmi di sorveglianza ¢ 'impiego di tecniche sem-
pre pm sofisticate hanno reso possibile una maggiore
e pm approfondita caratterizzazione degli stipiti isolati.
Si spiega cosi la contemporanes circolazione, osservata
in questi ultimi anni, di una molteplicitd di ceppi anti-

genicamente distinguibili, nell’ambito di uno stesso
sottotipo.

Ogni anno si rende sempre pitr indispensabile, prin-
cipalmente ai fini di una corretta composizione del
vaccino antinfluenzale, I'isclamento e la caratterizza-
zione antigenica degli stipiti citcolanti in periodo epi-
demico.

MATERIALI E METODI,

Popolagione esaminata. — 1 prelievi sono stati effettuati
in individui, di ambo i sessi ¢ di tutte le etd, giunti
all’osservazione nel periodo compreso tra dicembre
1980 e aprile 1981, I casi esaminati, ad eccezione di
un piccolo gruppo proveniente da una comunitd chiu-
sa (convento di clausura), appartenevano a popolazione
aperta.

Campioni esaminati. - 1| materiale in esame consisteva
in tamponi faringel o gargarizzati, prelevati nella fase
acuta della malattia, da pazienti con sindrome clinica
di influenza.

Lsolamento. — B stato effettuato in uova embrionate
di pollo, in cavitd amniotica e allantoidea, secondo la
tecnica indicata dalla Organizzazione Mondiale deila
Sanita [1].

Tipigzagione. — 1 virus isolati venivano identificati
mediante la prova di Inibizione dell’emoagglutinazione
(IEA) [1], impiegando antisieri specifici di referenza
provenienti dal WHO Collaborating Center, Atlanta—
U.S.A.

RrsuLTATI,

I risultati delle nostre indagini hanno messo in evi-
denza, oltre al perdurare della simultanea circolazione
dei sottotipi A/H3N2 e A/HINI, 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 comunitid chiusa.

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



434

totale di 174 isolamenti, 142 (81,60 %) si rifetiscono
infatti al primo, mentre solo 32 (18,39 %) al secondo.
Neil’ambito del tipo A, inoltre, si & riscontrata una
maggiore circolezione del sottotipo H3N2 (54,59 9,):
in particolare, il ceppo AfBangkok/1/79 & stato eviden-
ziato in un’altissima percentuale di casi (78 %), mentre
solo una minima percentuale di isolati (9,47 %) erano
ticonducibili al ceppo AfTexas/1/77. Questi valori ri-
propongono, ma in maniera ancora pill accentuata, la
situazione vetificatasi 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. - Tipizgagione dei viras inflnengali isolati nel-
Dinperno 1980-81 in Italia,

Tipo Sorratipo Ceppo N. isolament]
A/Bangkok/1j79 ...... 72 (78%)
AfTexas/LjT7 ......... 47%
H,N, fTexas/1/77 9 (9.47%)
5 %59 A/Bangkok/
(34.59%) . o
Intermedi AlTexss/ 14 (14,73%)
A Vi B
142
(81,60°)
AfBraztif1Y78 ........ 12 (46,80%)
AURSSO0TT .. ..., 23 (48,939%)
HN,
2 ‘:)7 y A,’B;;zﬂf
(21,01%) Ny .
Intermedi AJURSS] 1 (4,259%)
9017 ....
B B/Singapore/222{T9.... 21 (65.60%)
32 B/Hannover/13/78 ..... 6 (18,709}

(18,39%,)

B/Hong Kong/5/72 .... 5 (15,609)

Sono stati poi isolati 14 ceppi classificati come « in-
termedi », ciod ceppi che all'IEA reagivano ugualmen-
te bene con i due antisieri specifici. All’interno del
sottotipo AJHIN1 sono stati isolati, pit 0 meno nelle
stesse proporzioni, i due ceppi circolanti in questi ulti-
mi anni: in 24 casi (51,06 9,) si & identificato I'A[
Brazil/11/78 e in 23 (48,93 9) PAJURSS/90/77. Per
quanto riguarda invece il tipo B, gli isolamenti hanno
dimostrato, all’identificazione antigenica, una marcata
eterogeneitd, caratterizzata dalla circolazione di tre di-
versi ceppi: BfSingapore(222(79, isolato in 21 casi
(65,60 %), B/Hannover/13/78 in 6 casi (18,70 %) ¢
B/Hong Kong(5/72 in 5 casi (15,60 9%,).

L'incidenza mensile degli isolamenti ¢ dei ceppi cir-
colanti ¢ mostrata nella Fig. 1: il massimo numero si
¢ avuro nel mese di gennaio e dagli istogrammi risulta
la maggior diffusione del sottotipo H3N2 rispetto al-
PHINT ¢ al tipo B che & stato pid 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-
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Fia. 1. - Incidenza mensile degli isolamenti ¢ dei ceppi circo-
lanti nelia stagione 198081 in Italia

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

Tabella 2. ~ Tipigzazione di ceppi con antisieri di furetto
({EA).

ANTISIERI DI FURETTO

CEPP! ISOLATI

AfBangkokj1/79  AJURSSS0/T?
AfRomaj27/81 ............ 1: 2560 1:40
Af/Roma/28/81 ............ 1: 2560 1:40
A/Roma/29/81 ............ 1:2560 1:40
AfTrieste/2/81 ............ 1: 2560 1:40
A[Firenze/2{81 ............ ;640 1:40
A/Milanof90/81 ....... benas 1:40 1: 1280




by

CONCLUSIONI.

Malgrado la multiforme circolazione di ceppi virali,
registrata dalle nostre indagini, le manifestazioni in-
fluenzali della passata stagione non hanno presentato
carattere di particolare gravitd, come risulta anche dai
dati riportati nella letteratura internazionale [2-4], che
mettono anche in evidenza la relativa modesta diffu-
sione della malattia. E da tenere presente che il nu-
mero degli isolamenti virali non rispecchia la reale in-
cidenza della malattia, ma di un’idea della diffusione
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dei vari ceppi. Di particolare rilievo & stato Iisola-
mento di ceppi virali antigenicamente correlati con
due diversi sottotipi da una singole persona, 11 signi-
ficato di questi risultati, ancora in studio, potrebbe
essere spiegato, data la simultanea circolazione dei due
sottotipi nella popolazione, con una doppia infezione
¢ suggerire, come gid riportato nella letteratura, un
riassortimento genetico nell'womo [5].

Lavoro eseguito nell’ambito del Progetto Finalizzato « Virus »
del C.N.R., Contratto n. 8100250.84.

BIBLIOGRAFIA

1. Advanced Laboratory Techniques for Influenza Diagnosis. 1975. Department of Health, Education and Welfate, U.S.A.

. Influenza 1980-81. Br. Med. J. 6239: 527-528.

L L I 8]

. Kenpar, A.P., Leg, D. T, Parisu, H. S., Rames, D., Nosik,
Influenza virus in the United States during the winter of 197

. Influenza Surveillance November 1980-Junc 1981. Br. Med. J. 283: 318,

G.R. & Dowpie, W.R. 1979. Laboratory-based surveillance of
7-78. 1) Am. J. Epidemiol. 110 (4): 462-468.

5. Wesster, R. G, & Scump. G. C. 1978. Summary of the International Workshop on the Ecology of Influenza viruses. J. Infect.

Dis. 138(1): 110-113,



Ann. Ist, Super, Sanita
Vol. 18, N. 3 (1982), pp. 437-440

Studio epidemiologico delle infezioni da rotavirus nellimmaturo
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Riassunto, — Vengono riportati i risultati di umo studio
longitudinale defla durata di wn anmo, condoito su 287 pic-
coli ricoverati di wm reparto ospedaliero per immaturi, allo
scopo di valwtare Dincidenza delle infegioni enteriche da virus

_ in gwesta particolare categoria di pagienti,

Llosservagione clettronmicroscopica dei campioni fecali re-
lativi ai soggetti studiati, comgisintamente all'analisi dei dati
clinici, ha indicato: a) wna escregione di rotavirss nel 399,
e di aliri virus nell’8 %, dei casi; b) xna pin elevata fre-
guenza di infezioni nei mesi di ottobre 1980, gennaio—marzgo
¢ maggio 1981; c) una incidenga di gastroenterits acute, as-
sociate cronologicamente alla escregione virale, pari al 58 9%,

Summary (Epidemiological Survey of Rotavirus infec-

tions among Premature Infants). — A one—year longitudinal

study on viral infections among all premature and dysmature ba-
bies admitied to the special care ward of the « Bawmbing Gesi»
pacediatric bospital in Rome bas been performed from October
1980 to September 1981. The electron microscopic observa-
tion of faecal samples collected from the 287 bospitalized
cases, together with the amalysis of clinical data, provided
evidence of: a) rotavirus and other virss excretion in 399,
and 8%, of cases, respectively; b) peaks of high frequency
of infections in October 1980, January—March and May
1981; <) occurremee of associated gastroenteritis in abont
589, of rotavirus excretors. ' :

INTRODUZIONE.

Precedenti osservazioni relative a numerosi casi di
gastroenterite, occorsi nel febbraio-marzo 1980 in oc-
casione di una epidemia da rotavirus dz noi eviden-
ziata in un repartc immaturi [1}, hanno suggerito 'av-
vio di uno specifico programma di sorveglianza, della
durata di un anno, volto ad ottenere una pilt significa-
tiva valutazione del rilievo che tali infezioni assumono
nelle enteriti dell’immaturo, B noto infatti che i rota-
virus sono in grado di causare infezioni enteriche ig
soggetti appartenenti ad ogni classe di etd, ma che la
gastroenterite ai manifesta con maggior frequenza e
gravitd nella prima e seconda infanzia, mentre l'infe-
zione in et neonatale decotre solitamente in forma
,asintomatica [2, 3]. Nell'immaturo, invece, I'infezione

~ pud comportare gradi diversi di espressione enterica,
con manifestazioni cliniche talora lievi [4], talora di
discreto impegno [1] o anche di notevole gravitd [5).

Scopo di questa nota & quello di riportare i risultat
ottenuti dall’indagine epidemiologica condotta, nell’ap-
posito reparto dell’Ospedale « Bambino Gesa» di Ro-
ma, tra Pottobre 1980 ed il settembre 1981, periodo
in cui sono stati raccolti ed esaminati al microscopio
elettronico oltre 2,000 campioni fecali relativi ai 287
immaturi ricoverati.

MATERIALI E METODI,

L’indagine ha preso in considerazione tutti i neonati
prematuri o dismaturi, ricoverati dall’ottobre 1980 al
settembre 1981 nel reparto specialistico dell’Ospedale
« Bambino Gesti» di Roma. I neonati entrano di nor-
ma nel reparto nel corso della prima giornata di vita;
la durata media della degenza & dell’otdine dei 40 gior-
ni, con variazioni comprese tra due settimane e tre
mesi. Campioni di feci per la ricerca dei virus al mi-
croscopio elettronico sono stati prelevati all’artivo in
reparto di ciascun neonato, e successivamente due volte
alla settimana, per tutta Iz durata del ricovero. I cam-
pioni sono stati tisospesi al 20 9, in soluzione salina
tamponata, ¢ quindi centrifugati a 4.500 g per 1 h;il
sopranatante & stato poi centrifugato a 180,000 g per
90’ ¢ il sedimento risultante 2 stato risospeso in 0,05 ml
di acqua distillata. Le sospensioni poste su retino e
contrastate con fosfotungstato di sodio 19 a pH 7,4
sono state esaminate al microscopio elettronico (Sie-
mens mod. 102) ad un ingrandimento di 40.000x.

”

RISULTATI E DISCUSSIONE,

Infezioni da rotavirus sono state documentate nel
40 ¢/, circa dei casi studiati con picchi di maggior fre-
quenza nell’ottobre 1980, nel trimestre gennaio—marzo
e nel maggio 1981. Infezioni da altri virus, (astrovirus,
adenovirus ¢ piccoli virus), sebbene in assai pii ridotta
percentuale, sono state altresi evidenziate lungo Iin-
tero periodo studiato, ma in nessun campione fecale si
& riscontrata presenza contemporanea di rotavirus e di
altri virus, In Tab. 1 ¢ mostrato 'andamento tempo-
rale delle infezioni da rotavirus individuate nei degenti
tenuti in osservazione. Le Fig, 1, 2, 3, 4, mostrano






Tabella 1. — Distribugione mensile delle infexioni da rota-
pirus in an reparte per immaluri.
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immagini elettroniche ottenute da campioni relativi a
casi che hanno presentato eliminazione fecale, rispetti-
vamente di rotavirus, astrovirus, adenovirus 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—marzo 1981 (359, di positivi su 122 ricoverati)
ed ancora del maggio 1981 (299, 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 gastroenteriti acute, associate
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cronologicamente alla escrezione virale, pari al 58 9/,
La manifestazione clinica dell’infezione, caratterizzata
da diarrea persistente per oltre due giorni, associata
spesso 4 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,
Gastroentetitl
MESI Casl Rotavirus {+)
Amne  STUDIATI sl stodiag e Rotavirue (+) o

‘Casi Rotavirus (+)

Ottobre ... 20/34 59 5/20 25

1980 { Novembre . 6/27 22 4/6 66
Dicembre .. 6/25 24 4/6 66

[ Gennaio ... 18/43 42 7/18 39
Febbraio ...  13/39 33 5/13 38
Marzo ..... 12/40 30 8/12 66
Aprile ..... 1/36 3 /1 —

1981 { Meggio .... 13/45 29 4/13 k]
Giugno .... 6/38 16 36 50
Luglio ..... 8/39 21 5/8 62
Agosto ... 10/36 28 /10 90

| Settembre . . {43 16 1 100
Ottobre/Settembre 113287 39 66(113 58

I dati raccolti indicano nel loro complesso come,
alla stagionalitd invernale caratteristica dell’epidemio-
logia delle infezioni da rotavirus nei paesi a clima tem-
petato, si possano aggiungere, in condizioni partico-
lari quali "ospedalizzazione, ricorrenze epidemiche su-
bentranti, che richiedono il mantenimento di attivita
di sorveglianza necessaric per determinare eventuali
interventi mirati, sia di ordine preventivo che tera-
peutico.
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Riassunto. — Fa paccinagione antimorbillosa in Italia
non & una profilassi abituale. E stata condotta una campa-
gna di vaccinagione antimorbillosa in un comune vicino Tre-
viso di 13.353 abstanti, con una popolazione bersaglio di
1.637 bambini di etd compresa tra 15 mesi ¢ 7 anni. Un
comune vicine & stato considerato come comtrollo. Lo stadio ¢
stato condotto per verificare i problemi operativi relativi al-
Pintroduzione della profilassi di massa. Una indagine cam-
pionaria sulle conoscenze, le attitudini ¢ la pratica (CAP)
riguardanti le vaccinagioni bha mostrato che solo il 36 %,
degli intervistati sapeva dei rischi del morbillo nell’infanzia.
Prima della campagna di vaccinagione il sistema di sorve-
glianza rilevd 19 casi di morbille, per ciascano dei quali ¢
ttata accertata la catena di trasmissione, I suscettibili sono
stati identificati mediante siero-indagine e 829, di questi
ha accettato la vaccinazgione. La specificits del ricordo dei
genitori rispetto al test sierolggico & risultata del 92%,. La
sieroconversione ¢ stata osservata nel 96 %, dei vaccinati. La
[febbre (> 38,5 C) ¢ Pesantema sone stati osservati rispetti-
vamente nel 19%, ¢ nel 59, dei vaccinati; wna indagine
campionaria caso—conirolle ha rivelato sintomi simili nel 4,
dei controlli non vaccinati. Un'indagine campionaria swi non
vaccinati ha messo in evidenga che solo il 36 %, di essi era
fortemente contrario alla vaccinagione. Una seconda indagine
CAP ¢ stata condotta in entrambi i Comani, Vengono ri-
poriati i cambiamenti dai risultati inigiali,

Summary (Pilot Measles Vaccination Campaign in a
Delimited and Controlled Area). — Measles vaccination is
not practiced in Italy, We conducted a measles vaccination
campaign in a town of 13,353 inbabitants with a target
population of 1,637 children aged 15 mos-7 yrs. A North-
east Italy nearby town in which ne special campaign was
launched served as control, The study sought to define the
operational problems to be anticipated in introducting mass
measles prophylaxis. A sampling survey of knowledge, atti-
tudes and practices (KAP) regarding vaccinations showed that
anly 36 %, of these interviewed recognized the risks of child-
hood measles and only 25 %, knew the availability of mgasies
vaccine. Before the vaccination campaign, 19 measles vases

were detected by our surveillance system; the chain of trans-
 missions was delineated for each. Susceptibles were identified
by serosurvey and 829, of these accepted vaccinations. The
specificity of the parents recollection compared with the sero-

logical test resulted 92 %,. The proportion seroconverting was
96 %, Fever (> 38.5 C) and rash were observed in 199,
and 59, respectively; a sampling case-control study revealed
similar symptoms in 4%, of unvaccinated controls. A sam-
pling survey of those remaining unvaccinated revealed only
369, firmly opposed to vaccination. A follow-up KAP
survey was performed in both towns, The changes from the
initial findings are reported,

INTRODUZIONE.

Da pid di 15 anni si vaccina nel mondo contro il
morbillo, con differenti strategic ¢ differenti risultati.
Si & avuta una drastica riduzione, fino alla quasi scom-
parsa, dei casi di morbillo e delle complicanze asso-
ciate, in quei Paesi in cui la Sanitd pubblica ha assunto
un ruolo attivo nella vaccinazione di tutti i suscetti-
bili [1-12]. I vaccini usati nel mondo si sono dimo-
strati altamente efficaci e sostanzialmente innocui, l'im-
munitd conferita sembra essere permanente [13]. Per
introdurre cfficacemente in Italia la vaccinazione di
massa contro il morbillo, & necessario valutare e risol-
vere i problemi operativi connessi con l’esecuzionc
della profilassi: chi, quando, dove, come vaccinare. In
studi precedenti & stato delincato il quadro epidemio-
logico della malattia in Italia [14-16]; in questo studio
si valutano le possibilitd operative delle strutture sani-
tarie coinvolte nell’esecuzione della campagna di vac-
cinazione antimorbillosa di massa, misurando:

1) P'efficacia della vaccinazione e lentitd degli f-
fetti collaterali;

2) gli effetti della campagna di educazione sani-
tatia svolta prima e durante la vaccinazione.

Popolazgione in studio. ~ La campagna di vaccinazione
& stata effettuata nel comune di Paese, 6 Km ad Ovest
di Treviso, con 13.353 abitanti ¢ 1.637 bambini tra
15 mesi e 7 anni (marzo 1980, popolazione bersaglio).
Il comune di Villorba, 5 Km a Nord-Est di Treviso,
con 14.343 abitanti ¢ 1.447 bambini tra 15 mesi e 7
anni, & stato assunto come controllo. Nel comune di
Paese, dei 1.637 bambini uno presentava un deficit IgA
e 12 risultavano gid vaccinati.
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Tabella 1. —~ Riswliati della prima analivi sierologica.

A N N l‘!I
ToTaLr
1 2 3 * s § 7 8

N. bambini ............. 149 176 222 228 231 259 281 98 1.624
Prelievi ............o0u.s 126 142 190 198 210 244 15t 94 1.455
% prelievi ......... 84,5 80.7 85,6 86,8 90,9 9,2 96,2 95,9 89,6
Positlvl «oovvineniininans — 17 46 58 115 190 214 82 712
% positivi ...l 0 12,0 24,2 29,3 54,8 77,9 85,3 87,1 49,6
Tit. geom. M. ... ‘e — 14,6 27,6 1.3 17,1 24,6 33.4 31,5 -
Merons. Controlls degli effetti collaterali. ~ Tutti i bambini vac-

Educagione sanitaria. - L'informazione sulla malattia
e sulla vaccinazione & stata fornita alla popolazione
mediante lettere, manifesti murali, riunjoni pubbliche
con gli operatori sanitari del luogo e con opuscoli

illustrativi.

Valutazione dell’impatto della campagna di educagione sa-
mitaria. — La misura delle conoscenze e delle loro varia-
zioni & stata effettuata mediante due indagini campio-
naric del tipo «Conoscenza, Attitudine, Pratica »
(CAP), all'inizio ed zlla fine della campagna di vacci-
nazione nei comuni di Paese ¢ di Villorba. 11 questio-
nario, contenente domande sulle vaccinazioni pitt im-
portanti ¢ sul morbillo, & stato somministrato al 109
delle famiglie con figli da 0 a 14 anni, cosl da poter
apprezzare differenze del 109, attorno a percentuali
del 50 9 con un livello di significativitd del 5 %,

Indagine sieroepidemiologica. — Per ogni bambino della
popolazione bersaglio & stata compilata una scheda in-
dividuale con i dati anagrafici pit importanti e quelli
anamnestici riguardanti il morbillo; sulla stessa scheda
venivanc registrati i dati di un eventuale morbillo
dopo P'inizio dello studio, quelli delia eventuale vacci-
nazione e i risultati sierologici prima ¢ dopo la vacci-
nazione. Il prelievo & stato effettuato in giorni stabiliti
negli ambulatori della zona. L’analisi sierologica & stata
effettuata con il test di inibizione dell’emoagglutina-
zione (HI) [17]. Per i titoli pit bassi, al secondo pre-
lievo il dosaggio degli anticorpi & 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 Sanitatio & stato 'unico vaccinatore (svolge abi-
tualmente tale funzione per le vaccinazioni obbliga-
torie). La vaccinazione, per via sottocutanea in regione
glutea o deltoidea, & stata effettuata con vaccino « Mot-
bilvax » della Sclavo ed & stata offerta a tutti i bam-
bini sieronegativi al test HI e a quei bambini per i
quali non era stato effettuato il prelievo.

Sistema di sorveglianza. - Le basi del sistema di sof-
veglianza crano costituite dal Consultorio pediatrico
(rappresentante il Centro), dai pediatti e medici di base
della zona e dalle segreterie scolastiche. Il Centto con-
tatrava i medici settimanalmente e le segreterie triset-
timanalmente (per le assenze superiori ai 6 giorni) ¢
disponeva le eventuali indagini domiciliari,

cinati sono stati invitati alla visita medica dopo 15
giorni dalla vaccinazione, A una parte dei bambini
vaccinati (i1 209) & stato accoppiato per cti 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
sclezione ¢ stata effettuata per entrambi i campioni con
procedura random sistematica; la dimensione del cam-
pione (122 vaccinati ¢ 122 controlli) permette di ap-
prezzare in modo significativo (5 %) la differenza tra
un minimo del 209} di effetti collaterali nej vaccinati
¢ un massimo del 10 ¢/ di sintomi simili nei controlli.
Per i controlli @ stata effettuata una visitz domiciliare.

Analisi del rifinto della vaccinagione, - E stata effettuata
una indagine campionaria (con selezione random siste-
matica) sul 20 %, dei 149 supposti suscettibili non vac-
cinati, mediante intervista domiciliare,

RisurTaT.

Indagine sieroepidemiologiva. — Dei 1.624 bambini per i
quali era richiesta I'indagine, 722 sono risultati posi-
tivi al test HI, 733 negativi e per 169 il prelievo non
& stato eseguito. L'analisi sierologica ha quindi riguat-
dato 1'89,6 9 del totale ¢ il 50,4 9, & risultato suscet-
tibile, Lz Tab. 1 mostra i risultati sierologici disaggre-
gati per classe di etd; in particolare, & possibile rilevare
che il 50 9}, di naturalmente immuni si ha attorno al
50 anno. La Tab. 2 mostra la distribuzione di bambini
per i quali & stata effettuata Panalisi sierologica secondo
il risultato del test e secondo il ricordo dei genitori.
La specificitd del ricordo rispetto al test HI (Ricordo
negativo con test negativo/Totale test negativo) risulta

Tabella 2. — Relagione tra il risultato dell’analisi sierolo-
gica ¢ il ricordo dei genitori,

T

Risultato del test sierologico

RICORDO
Positive Megativo
Di avvenuta malattia ..... 587 58
Di nhon avvenuta malattia 92 616
ToTaLe ... 679 684




del 91,59, il che significa che su 100 bambini che
non hanno anticorpi HI, i genitori di 92 ricordano che
i loro fighi non hanno avuto il morbillo.

Sistema di sorveglianga. ~ Sono stati rilevati 19 casi di
motbillo, per ciascuno dei quali & stata accertata la ca-
tena di trasmissione. L’epidemia ha avuto inizio nel
mese di marzo e la vaccinazione, effettuata tra '8 e il
12 aprile, ha stroncato lo sviluppo ulteriore dell’epide-
mia, bloccando di fatto la propagazione alla terza ge-
netazione,

Vaccinagione. — Sono stati vaccinati 687 bambini su
un totale di 836 da vaccinare (bambini sieronegativi ¢
bambini senza prelievo, esclusi quelli con ricordo po-
sitivo di avvenuta malattia). Pertanto la percentuale
dei vaccinati & stata dell’82,297,

Sierocomversione. — 1l secondo prelievo ¢ stato effet-
tuato per I'83,6 %, dei vaccinati ¢ la Tab. 3 mostra i
risultati della sieroconversione per classe di etd. La
sieroconversione & stata osservata nel 96 9%, dei vacci-
nati e va tenuto conto che i 6 bambini di 6 anni, per
i quali non & stato osservato movimento anticorpale,
sono stati vaccinati nella stessa seduta vaccinale; po-
trebbe trattarsi pertanto di un custer con difettosa pro-
cedura di vaccinazione.

Fiffetti collaterali. — Dei bambini vaceinati, 593 sono
stati visitati dal pediatra del Consultorio al 15¢ giotno
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
& comparso nel 5,2 % dei controllati e la febbre > 38,5
C (> 39,5 C) nel 18,99, (3,2%,} dei controllati. L’in-
dagine caso—controllo sugli effetti collaterali ha mo-
strato che nel campione dei vaccinati I'esantema & com-
parso nel 5,79%, la febbre >> 38,5 C (*> 39,5 C) nel
21,39, (4,9%); nei controlli la febbre 385 C &
comparsa nel 4,19, del campione.

Analisi del rifinto della vaccinagione. - L'indagine cam-
pionaria ha permesso di verificare che il 35,7 9/, degli
intervistati ha rifiutato la vaccinazione per una proptia
posizione contraria o per opposizione del medico cu-
rante, il 21,4 ¢ perché non la riteneva necessaria, in
quanto non obbligatoria ¢ 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 delia seconda analisi sierologica.
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Misura deghi effetti della campagna di educazione sani-
taria. — Nel comune di Paese la vaccinazione antimor-
billosa era conosciuta dal 7 9/, degli intervistati (2 Vil-
lorba dal 9 %) (domanda: quali vaccinazioni conosce?)
nella prima indagine, e dal 48 9, dopo la campagna
di vaccinazione (a Villorba dal 32 ¢,). Il morbillo ve-
niva giudicato una grave malattia nell’infanzia dal 36 ¢,
degli intervistati ¢ non grave dal 399 a Paese nella
prima indagine, dal 489, e dal 22 9 rispettivamente
nella seconda indagine (p < 0,01); le percentuali cot-
rispondenti per Villorba erano 439} ¢ 309, prima,
57 9% e 29%, dopo (p > 0,05). 1l 259, degli intervi-
stati a Paese conosceva lesistenza del vaccino anti-
morbillo (domanda: esiste il vaccine antimorbillo?) alla
prima indagine e 1’83 ¢, alla seconda; a Villothba le

percentuali erano rispettivamente 29 %, e 54 %.

CONCLUSIONI.

I risultati ottenuti in termini di sieroconversione ¢
di valutazione degli effetti collaterali sono in sostanziale
accordo con la precedente esperienza nazionale ed in-
ternazionale [18-20, 2]: sieroconversione per oltre il
95 %, dei vaccinati, effetti collaterali di modesta entita,
facilmente controllabili ¢ 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 disponibilitd dei cittadini a collaborate con
le strutture sanitarie pubbliche nell’attivitd di pteven-
zione, quando vengano fornite garanzie di serietd e di
operativitd, Ottimo il livello di associazione tra test
sierologico ¢ 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 effertiva disponibi-
lith dei setvizi ¢ della profilassi. Per quanto sperimen-
tato, le strutture sanitarie pubbliche si sono dimostrate
petfettamente in grado di procedere alla esecuzione di
un nuovo programma di vaccinazione di massa, quale
I'antimorbillosa. Le strutture portanti in questo tipo
di programmi dovrebbero essere identificate in quelle
che arrualmente 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

AN NI
ToTALE
I 2 3 4 L 6 ? 8

N. vaccinaziopi v ... ... 103 129 130 131 101 48 30 15 687
Prelievi ...........vvvuun 79 107 106 106 87 45 9 15 574
% prelievi .............. 76,7 83,0 81,5 80,9 86,1 93,8 96,7 100 83,6
Positivi ............ . 77 ) 105 105 105 79 39 27 14 551
°/glpositivi .............. 97,5 :‘ 98,1 99,1 99,1 90,8 86,7 93,1 93,3 96,0
Tit. geom. M. .......... 20,1 17,3 19,9 20,4 16,4 i7,0 13,7 14,7 18,3
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direttamente esecutivo. Unitd mobili potrebbero sop- del lavoro e per aver messo a disposizione le strutture ammi-
petite a particolari difficoltd organizzative o a situa- nistrative del Comune;

zioni di emergenza. - 'Utficiale Sanitario, Dott. Pietro Xodo, per la ptena colla-

borazione offerta, soptattutte nella fase della vaccinazione e della
campagna di educazione sanitatia;

Ringragiaments, ~ il personale paramedica del Consultorio Pediatrico, per 1’as-
sistenza offerta con entusiasmo nella campagna di vaccinazione.

Si ringrazia: 5i ringrazia Ferdinando Timperi ¢ Lucilla Di Pasquale, rispet-
— il Sindaco del Comune di Pzese, On. Sen. Angelo Pavan, tivamente per ’assistenza tecnica fornita nella elaboraziope dei
per il fattivo sostegno € l'incoraggiamento nelio svolgimento dati ¢ per la stesura dattilografica del testo.
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RisvrTaTI.

Visualizzazione della morfologia celinlare ol SEM. -
Cellule del clono FF 16-1 altamente sensibile alla FN
a 3 ore dall’impianto su dischi Falcon pretrattati con
0,1 pgrjem® di FN, erano fissati in glutaraldeide
ed osservati al microscopic a scansione. Cellule 745 A
in sospensione erano studiate in parallelo. Come mo-
strato nella Fig. 1/a le cellule 745 A appaiono sferiche.
La superficie ¢ caratterizzata da protrusioni membra-
nose ondulate & microvilli. La Fig. 1/b mostra cellule
FF 16-1 piatte ed allungate. La superficie cellulare &
ricca di microvilli. Numerose protrusioni citoplasma-
tiche contornano la periferia cellulare probabilmente
rappresentando aree di adesione specializzata 2l sub-
strato. Dopo breve trattamento con tripsina il corpo
cellulare si retrae mantenendo ancora contatto con il
substrato attraverso una fitta ¢ regolare raggiera di
protrusioni filamentose (filopodia) (Fig. 1/c).

Correlagione tra la sensibilita alla FN ¢ la capacits di
dare tamori nel lessuto sottocatanes del topo inecilate. -
Diversi cloni FF, provenienti da vari stadi di cocolti-
vazione su fibroblasti (civé a diverse fasi del processo
di selezione) erano classificatt sulla base del livello di
sensibilith alla FN. Dosi scalari delle cellule dei wvacd
cloni erano inoculate in topi DBA/[2 nel sotiocute del-
Y'arto posteriore destro. Giornalmente fino al 30 gior-
no dal trapianto si osservano i topi per la presenza
di noduli palpabili neila sede di inoculo. 8i calcolava
in tal modo la quota minima di cellule trapiantate in
grado di dare tumori palpabili nel 50 %) dei topi ino-
culati. I due parametri cosi calcolati, sensibilitd alla
FN ¢ tumorigenicith, erano riportati in up sistema di
assi cartesiano: i cloni si distribuisconc non a caso
ma prevalentemente lungo una linea (Fig. 2). I risul-
tato indica che con alto grado di significativith i due
parametri presi in considerazione sono correlati: pib
alta & la sensibilita alla FN di un clono minore & Ia
potenzialitd tumorigenica.

Freguenze di mortalita di topi ingculati per differenti vie
con cellule del clorio 745 A ¢ FF 16~1, - 10% cellule dei
cloni 745 e FF 16-1 sono state inoculate rispettiva-
mente pef via sottocutanea, intraperitoneale ed endo-
venosa in gruppl di topi DBA/2 (almeno 15 topi per
condizione). La mortalith dei topi trapiantati era cal-
colata entro un periodo di osservazione di 60 giorni.
I risultati sono riportati nella Fig. 3. Le curve di mot-
talith appaiono variare nettamente con la via di ino-
culazione adottata, Cid indica che la via di inoculo
svolge un ruclo ctitico sull’instaurarsi o sul decorso
o sull’exitus della malattia neoplastica. La via endo-
venosa di inoculo risulta la pih letale. Cid risulta sia
per le cellule 745 che per il clono FF, con il quale si
verifica petd una cutva di mortalith pit rallentata, Per
ambedue i cloni sagpiati la via intraperitoneale risulta
essere quasi del tutto inefficace. La via sottocutanea
infine & risultata, anche se tardivamente rispetto alla
via venosa, altamente letale per i topi inoculati con
le 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. Alosservazione macroscopica i topi morti

in seguito al trapianto di cellule 745 presentavano sple-
nomegalia di media entitd. Non apparivano palesi segni
di localizzazione metastatica a carico dei principali or-
gani, fatta eccezione per piccole infiltrazioni a cafico
del fegato in 2 topi su 15 animali osservati, In modo

Tig. 1. - Motfologia cellulare al SEM, 4} cellule 745 in sospen-

sione; b cellule FF16-1 adese a substrati pretrattati con FN

(0,1 pgr.jem®y; ¢) cellula FF16-1 in iniziale fase di distacco, in
seguito a trattamento con tripsina
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Fi1G. 2. — Correlazione tra la sensibilitd alla FN e la tumorige-
nicitd dei cloni FF. Asissa; sensibilitd alla FN espressa come
dose di FN (per ¢m?), che induce adesione-appiattimento del
50 %, delle cellule piastrate. Ordiratz: dose minima di cellule capa-
ce di dare noduli neoplastici nel 50 %, di topi inoculati per via sot-
tocutanea. @ == Cloni FF4; O = Cloni FF10; & = Cleni FF16

del tutto differente si presentava Pevidenza 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 45 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-
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renziale epatotropicitd dei due stipiti leucemici, Come
appare nella Fig. 4/a la morfologia degli elementi cel-
lulari epatici ¢ 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 9)
infiltrati neoplastici erano identificabili (Fig. 4/b). La
ptessocché totalitd dei topi inoculati con cellule FF 16-1
presentava la struttura del tessuto epatico completa-
mente sovvertita: la massiva infiltrazione leucemica so-
stituiva quasi completamente la cellularith epatica.

Drscussione,

1l lavoro presenta evidenza sperimentale che le cel-
lule FLC posseggono una vatiabile capacitd di intera-
gire con le molecole di FN, adsorbite sulle superfic
di coltura e che tale capacitd ha profonde implicazioni
pet quanto concerne Pespressione maligna delle cellule
inoculate nel topo DBA/2. Le pin rilevanti conclusioni
taggiunte possono essere cosl descritte:

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

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

3) le cellule leucemiche, reisolate dai tumori FF,
sia nel sottocute [7] che nei noduli metastatici epatici
(osservazioni non mosirate), mantengono il livello di
sensibilitd alla FN proprio delle cellule inoculate. Cid
costituisce una prova che le cellule FF sono intrinseca-
mente maligne, ed esclude la possibilitd che i tumoti
derivino da retromutazioni jn #ive 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 sensibilita alla

1004
INTRAVENA INTRAPERITONEQ SOTTOCUTE —
~ 80-
¢
>
< 50
3
NS
W 40
~J
201
iy 4
T 1 1 T 1 T 1"'rl T T T T ===
‘ .40 60 20 L0 80 20 40 60
] GIORNI! DALL' INOCULO

FiG. 3. — Cutve di letalitd di topi inoculati con 10 cellule 745 ed FF per diverse vie. —— 745 A; - - - - FF16-1




450

Fi6. 4, - Istologia del fegate di topi DBA/2, inoculati per via

venosa con 10% cellule. 4) fegato di topo inoculato con cellule

745 A; &) fegato di topo inoculato con cellule 745 A; la freccia

indica linfiltrato leucemico; ¢) completa perdita della struttura

cpatica per massiva infiltrazione leucemica nel tope inoculato
con cellule FF16-1

FN delle cellule e la tessuto—dipendenza del processo
oncogenico. Quali sono i fattori che determinano la
tidotta crescita cellulare del clono FF e, viccvcrsa;;- la
sua eccezionale tiproducibilitd nel fegato?

Le curve di crescita in monostrato delle cellule FF
su substrati trattati con FN hanno dimostrato che la
fibronectina provoca topoinibizione in vitre [7]. Questo
dato potrebbe spiegare la ridotta moltiplicazione cel-
lulare nel sottocute, data lz ricchezza in FN di questo
tessuto. Altri fattori potrebbero perd esserc in gioco
nel determinate la riduzione del potere oncogeno delle
cellule FF nel sottocute. La sensibilitd alla fibronectina
potrebbe comportare un’aumentata interazione tra FN
¢ superficie cellulare anche attraverso una pil elevata
deposizione di FN plasmatica nello spazio intercellu-
lare. 11 potere opsonico di cui ¢ dotata la FN [8] po-
trebbe esaltare Pattivitd macrofagica nel sito d’inoculo
con conseguente rigettd del trapianto. Ben pib difficile
a noi sembra avanzare ipotesi in grado di spiegare
I’epatotropismo delle cellule FF. I fattori in gioco sono
senz’altro multipli € 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 capillati
sinusoidali epatici. Questa ipotesi presupporrebbe I'ini-
ziale specificitd di arresto delle cellule FF, inoculate
per via venosa, nel fegato. Valuteremo questa possi-
bilitd studiando la distribuzione cellulare dopo inoculo
intravenoso nei vari organi, utilizzando cellule marcate
con 5-fluorodesossiuridina.

Una seconda ipotesi alternativa pud essere avanzata.
1l fegato esercita un efetto positivo sulla replicazione
delle cellule FF, che raggiungono 'organo per via cir-
colatoria. A tale riguardo, sembra importante rilevare
che il fegato & 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 ruolo favorente
sullo stato trasformato della cellula neoplastica [10].
La serie di fenomeni da noi evidenziati ha, a nostro
parere, un potenziale interesse teorico sul ruolo svoito
dalla FN, proteina prodotta dal sistema reticolo—~endo-
teliale e distribuita in tutti gli organi ¢ tessuti, sul-
I’evoluzione della malattia neoplastica,

La ricerca & stata in parte finanziata dal Progetto Finalizzato
« Controllo della crescita neoplastica », (Contratto n. 82.00406.96)
del CN.R., Roma,.
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Riassunto, ~ L’agente etiologico di alcane malattie infet-
tive & una tossina specifica prodotta dal microrganismo infet-
tante. Le guattro malattie pid comwni dovate allagione di
una tossing proteica somo il colera, il fetano, la difterite ed
# botulismo. Nonostante che Je tossing responsabili di queste
malattie presenting bersagli cellulari molto diversi tra loro,
vi sono aleune pemeralivzazioni che possono essere fatte sul
loro meccanisme d’agione. Possone infatti essere wsate quali
precisi strumenti di indagine di meccanismi cellnlari a livello
molecolare. Onesta rassegna conticne wna breve discussione sulle
proprieid comuni delle tossine batteriche e sulle loro applica-
zioni a stwdi di fenomeni biologici complessi

Summary (Specificity and Action Mechanism of Bac-
terial Toxins). — In several infectious diseases death can be due
0 a specific toxin produced by the invading micro—organisms.
There are four well-known diseases cansed by swch a toxin:
cholera, tetanus, diphteria and botulism. These toxins have
very different cellular activities but, in spite of this, they have
also some interesting similarities. The purified toxins can be
used as precise tools for wnraveling complex cellular mechan-
isms. In this review, we discuss briefly the generaligations
that can be made about the way they work and the structural
properties that they bave in common.

L’identificazione di sostanze tossiche quali responsa-
bili del quadro clinico delle infezioni prodotte da bat-
teri patogeni, ha richiamato I'attenzione dei ricercatori
attraverso tutta la storia della medicina., Nel corso de-
gli ultimi anni tuttavia, Pinteresse scientifico si & an-
dato spostando dagli aspetti patologici e clinict alla
possibilitd 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 pud
infatti essere considerata selettiva, dal momento che
coinvolge funzioni cellulari specifiche ed essenziali alla
fisiclogia della cellula stessa. Tali tossine differiscono,
invece, tra di loro per quanto coneerne la specificitd
tissutale,
¢ Alcune, come la tossina tetanica, hanno una speci-
Yicith univoca per il tessuto bersaglio [1]. Il meccani-
smo con cui questa tossina risale dalle terminazioni
nervose, attraverso la corda spinale, fino ad interagire

con i recettori interrompendo delle funzioni specifiche,
fornird nuove conoscenze sul funzionamento del siste-
ma nervoso. Allo stesso gruppo ad alta specificitd tis-
sutale appartiene probabilmente anche la tossina isolata
recentemente da Shigella shigas, che inibisce la sintes
proteica solo in alcune cellule epiteliali di primate [2, 3].

Altre tossine presentano invece minore specificiti tis-
sutale; tra queste la tossina difterica che, avendo la ca-
pacitd di riconoscete qualche struttura poco differen-
ziata sulla membrana, agisce su molte cellule eucario-
tiche. E stata, infatti, avanzata Pipotesi che la tossina
difterica riconosca le teste polari di alcuni fosfolipidi
di membrana [4]. Tuttavia, anche la tossina difterica
conserva un’alta selettivitd 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 del
NADT (Fig. 1). Il trasferimento enzimatico dell’ADP-
ribosio dal NAD* all’EF-2 avviene con la formazione
di un legame covalente glicosidico tra ADP-ribosio
ed un derivato complesso dell’istidina [5], la 2-[3-
carbossiammido-3—{trimetilammonic)propil] istidina o
diftamide (Fig. 2). La specificita della tossina tuttavia
non ¢ definita solamente da questo aminoacido ma da
qualcosa di pili 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 eucarioti, la diftamide
deve essere stata conservata invariata nel corso del-
’evoluzione. Sebbene questo aminoacido sia stato fi-

¥
+ R-P-P-R
ATTIVO
-R-P-P-R + NICOTINAMIDE + H*
INATTIVO

Fi6. 1. ~ ADP-ribosilazione dell’EF-2
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FiG. 2. - Struttura della diftamide

nota isolato solamente dal fattore EF-2, & difficile cre-
dere che una struttura cosl complessa si sia evoluta
solamente per fornire un substrato alla tossina difterica.
La diftamide 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 &, probabilmente, il substrato anche
della tossina della Presdomonas aernginosa, che ha attivitd
simile alla tossina difterica, ma non & il substrato della
tossina colerica (CLT) o della tossina termolabile (LT)
dell’ Escherichia coli, che ADP-ribosilano proteine diffe-
renti. Queste ultime appartengono ad un terzo gruppo
di tossine ad ancor pil bassa specificitd tissutale, ca-
paci cio¢ 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, nelie quali stimolano
Yadeniiciclasi di membrana provocando un aumento
dell’AMP ciclico (cAMP) intracellulare [7, 8].

La tossina colerica, utilizzando il NAD™ come sub-
strato ADP-ribosila la subunitd regolatoria (Sg) del-
I’adenilciclasi, che normalmente & sotto controllo or-
monale, L’attivazione dell’adenilciclasi, ad opera degli
ormoni, avviene dopo il legame del GTP citoplasma-
tico alla subunitd regolatoria dell’enzima. L'idrolisi del
GTP legato a GDP ne causa il rilascio dal sito di
interazione, provocando il conseguente ritorno dell’at-
tivith dell’adenilciclasi al livello di base (Fig. 3). Que-
sta stimolazione & molto rapida: il livello di cAMP
cresce in pochi minuti ¢ dopo aver raggiunto un mas-
simo decresce rapidamente ad opera della fosfodieste-
rasi. La tossina colerica, invece, per catalizzare 'ADP-
ribosilazione della subunitd regolatoria richiede un pe-
riodo di tempo variabile da quindici minuti a due ore,
a seconda del tipo di cellule esaminate. La subunitd
tegolatoria poi, una volta modificata, non & pid capace
di idrolizzare il GTP legato, € mantiene cosi attivo
’enzima anche per patecchi giorni, fino a quando cio
l2 subunitd modificata non viene sostituita da molecole
di subunitd nativa attraverso i processi del ricambio
cellulare, Questa lunga stimolazione temporale ¢ 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 specificitd tissu-
talc ¢ nel meccanismo d’azione, presentano alcune ana-
logie interessanti e particolarmente stimolanti nello stu-
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Fic. 3. - Attivazione dell’adenilciclasi da parte della tossina
colerica

dio dei meccanismi cellulari. Infatt, in tutti gli esempi
citati, la regione molecolare della tossina coinvolta nel
riconoscimento cellulare e quindi nel legame ai recet-
tori di membrana & strutturalmente distinta dalla re-
gione funzionale, che di alla tossina la capacitd cata-
litica di esercitare effetti biologici specifici (Fig. 4).
Inoltre, le due regioni funzionali A (activity) ¢ B
(binding) 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 strutturali, schematizzate in Fig. 4, sugge-
riscono che tossine diverse tra loro possano avere in
comune i meccanismi utilizzati per penetrare nella cel-
lula. Infatti, una volta che la tossina si & legata alla
superficic esterna della membrana cellulare attraverso
la regione funzionale B, la regione funzionale A, pti-
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
ptoblema del successivo passaggio nel citoplasma. Per
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questa ed altre ragioni 'endocitosi & stata abbandonata
come ipotesi in favore di altre che esamineremo sopra-
tutto zlla luce di alcuni esperimenti condotti con la
tossina colerica,

1l primo evento nell’azione della tossina colerica &
il legame rapido e praticamente irreversibile ai recettori
deila superficie cellulare. Il recettore biclogico della
tossina colerica & il ganglioside Gy, (Fig. 5), al quale
si legano le catene polipeptidiche f. Clascuna catena
polipeptidica 8 ha un sito di legame, per cui una mo-
lecola di tossina, che ha formula molecolate « y fBy,
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& capace di legare cinque molecole di Gy, (Fig. 4).
Essenziali per la formazione del legame sono lacido
sialico ed il galattosio, situati nella posizione struttu-
rale che occupano nella molecola del Gy, Infatt, altri
gangliosidi, strutturalmente differenti per la posizione
del galattosio e dell’acido sialica, non sono in grado
di legare la tossina colerica [9]. Dopo il legame, I'at-

-tivitd catalitica della tossina coletica vienie esplicata so-
lamente in seguito alla riduzione del ponte di solfuro

che unisce le catene polipeptidiche v e o (Fig. 6). Infatti,
il protomero A, isolato per dissociazione dalla tossina
colerica con agenti denaturanti, non & 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 deila membrana cellulare,
non sono ancora notl. Sono stati proposti al riguardo
divetsi meccanismi, Alcuni autori [8, 9] ritengono che
il legame multivalente di una molecola di tossina co-
lerica a cinque molecole di ganglioside Gy, possa pro-
vocare un’alterazione o della struttura lipidica efo della
struttura proteica tali da provocare U'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 penctrazione 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 idrofobica o quella idrofilica
delle proteine di membrana, ha recentemente permesso
di ottenere ulteriori informazioni sul meccanismo di
interazione tra le due regioni funzionali della tossina
colerica ¢ Ia 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, Universita 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]. Tlluminando con luce ultravio-

CH;
D-glucosio d
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F1G. 5. ~ Struttura del ganglioside Gy
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Fie. 6. — Struttura schematica delle subunitd costituenti la tos-
sina colerica

letta, il gruppo azido (@-Nj;) viene convertito in un
intermedio molto reattivo (-N, nitrene) che si lega in
modo covalente ai gruppi ~-OH ¢ -NH, delle mole-
cole vicine. Se queste sono proteine, i polipeptidi che
le costituiscono intercalati nel doppio strato lipidico
vengono marcati € possono essere analizzati per elet-
troforesi [11].

1l fosfolipide I, che possiamo definire reattivo super-
ficiale, ha il gruppo fotoreattivo (indicato con una
freccia in Fig, 7) a livello della testa polare e reagird
solo con le regioni proteiche che interagiscono super-
ficialmente con il doppio strato lipidico, mentre il fo-
sfolipide 17, che possiamo definire reattivo profondo,
marcherd 1 : 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 ri-
ducenti, con il fosfolipide I si marca solo la catena f
e poco la catena « che & probabilmente mascherata da
B. Nessuna catena polipeptidica si marca con il rgm-
tivo profondo, il fosfolipide II. In presenza di agenti
riducenti, invece, tutte le catene polipeptidiche della
tossina risultano marcate dal fosfolipide I, ma solo la
catena o viene marcata dal reattivo profondo. Questi
risultati indicano che, dopo riduzione, la catenz «, re-
sponsabile dell’attivazione dell’adenilciclasi e quindi
della tossicitd della molecola, & capace di penetrare
profondamente nel doppio strato lipidico. In altre pa-
role, il semplice legame della tossina con la ceilula
non ¢ sufficieate per indutre una riorganizzazione della
sua stessa struttura, tale da permettere Iinterazione
della catena & con il doppio strato lipidico e la sua
penetrazione neila membrana. L’intervallo di tempo
che intercorre tra il legame alla membrana e I'attiva-
zione dell’adenilciclasi & presumibilmente necessario
per delle modifiche covalenti della struttura proteica,
quali la riduzione del ponte disolfuro e la separazione
deila regione catalitica « dalla regione di legame v B,

Anche se la natura degli agenti coinvolti in questi
processi non & ancora nota, la riduzione di proteine &
stata descritta sia sulla superficie interna che su quella
esterna della membrana cellulare [12, 13]. I nostri ri-
sultati rafforzanc l'idea che la riduzicne, a livello di
membrana, del ponte disolfuro intracatena, giochi un
tuolo cruciale nell'ingresso delle tossine nelle cellule,
Una migliore comprensione del ruolo strutturale e bio-
logico del ponte disolfurc che unisce le due regioni
funzionali delle tossine batteriche, ottenibile con le
tecniche impiegate, permetterd sia di definire i mec-
canismi di penetrazione delie tossine nelle cellule sia
di indirizzare queste molecole verso obiettivi specifici
come le cellule tumorali. B gid possibile infatti costrui-
te delle proteine—chimera in cui la catena A, ad esem-
pio della tossina difterica, & legata attraverso il ponte
disolfuro ad una immunoglobulina specifica [14]. Que-
sto complesso & risultato tossico contro una linea lin-
foblastoide umana in coltura, che pure era insensibile
alla tossina difterica. Anche se molti problemi perman-
gono ancora neil’impiego delle tossine—chimera come
agenti terapeutici, il chiarimento delle proprictd del
ponte disolfuto che unisce la regione tossica alla re-
gione di legame, ha gli consentito di intraprendere i
primi passi nella direzione del raggiungimento di quel-
la specificitd e selettivitd di cui sono privi i farmaci
antitumorali oggi disponibili.

Fic. 7. - Diagramma schematico della fotomarcatura idrofobica della tossina colerica
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Riassunto. ~ La fossicita dell’abrina e della ricina in
cellule Jencemiche di Friend e in cellule Hel.a § significativa-
mente ridotta dal trattamento con Con A. Per chigrire il
meccanismo dell’effetto protetiive indotio dalia Con A abbia-
mo studiato il Jegame ¢ il rilaiio delia tossing. Lo cellule
trattate con Con A mostrano un anmento della quantitd to-
tale di tossina associata alle cellule, ma wna marcata diminu-
vione di entrata della tossina nel citoplasma. Nelle celiuie
trattate con Con A ¢ ridotte il rilascio della tossing nel ter-
reno di coltura, rispette alle cellule di comtrollo. Inoltre, la
tosting rilasciata non 8 degradata ed & ancora biolegicamente
attiva, Il trattamento con lattosio, che inibisce il legame de
novo della tossina eluita, determing una ridugione dellarti-
vita tostica, similmente al tratiamento con Con A. I nostri
risultati suggeriscono che la Con A riduce il numero dei cicli
legame~internaligzazione—elnizione della tossina, cansando, ri-
spetto ai controlli, una pid bassa probabilita di entrata della
fossina niel citoplasma.

Summary (Effect Concanavalin A on the Interaction
of Abrin and Ricin with Friend and HeLa Cell Lines). -
Abrin and ricin toxicity on Friend Lenkemia Cells and
HeLa cells is significantly reduwced by Con A treatment.
In order to clarify the mechanitm of Con A-induced pro-
tective effect, the toxin upiake and release were stndied. Con
A treated cells show an increase of the toxin balk aptake,
but a marked decrease of the toxin entry into the cyfosol,
The toxin release into the medinm is reduced in Con A tre-
ared cells with respect 2o control eelle. Morsover the eluted
toxcin is not degradated and is still biologically active. Lac-
tose treatment which inbibits the de novo binding of eluted
toxcin produces a reduction of toxin activity similary to Con
A treatment. Our results suggest that Con A decreases the
number of toxin binding-upiake—tlution cycles, cansing there
by a lower probability of toxin entry into the cytosol with
respect to control cells.

INTRODUZIONE.

1i primo step nel processo di internalizzazione di lec-
tine tossiche, quali I’abrina e la ricina, & il legame della
le'gione B della tossina ai recettori contenenti galatto-
sio presenti sulla superficie cellulare. Solo in seguito
2 questo legame, la regione A della tossina & capace

di entrare nel citoplasma, inattivando la subunita ribo-
somiale 60 S ed inibendo cosi la sintesi proteica cellu-
lare [1]. 11 meccanismo di questo processo di interna-
lizzazione non & ancora stato chiarite. Come possibili
meccanismi sono state suggerite la pinocitosi aspeci-
fica [2] e I'endocitosi mediatz da recettori [3]. Eiklid
e Coll. [4] hanno dimostrato recentemente che la pre-
senza nel citoplasma di una singola molecolz di tossina
é sufficiente ad uccidere la cellula, indicando che Peff-
cienza di entrata della tossina nel citoplasma & molto
bassa rispetto alla quantitd totale di tossina associata
alla cellula, D’altra parte, & stato dimostrato che parte
della tossina internalizzata viene rilasciata dalle cellule
in forma appatentemente intatta, indicando che essa &
riciclata con Ja 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 subunitd B ed alcune lectine (Con-
canavalina A ¢ Wheat Germ Agglutinina) possono ini-
bire Pattivitd della ricina e della abrina in cellule Hela
{5, 6]. In particolare la Concanavalina A (Con A) &
una lectina multivalente capace di inibire il patching e
il capping di molti recettori della superficie cellulare [7],
di modificare la mobilitd della membrana cellulare [8,
9] e Tattivitd dei lisosomi [10]. In questo lavoro abbia-
mo analizzato il meccanismo dell’inibizione indotta dal-
la Con A sull’attivitd della abrina e della ricina in linee
cellulari murine ed umane,

MATERIALI E METODI.

Coltare cellulari. — Cellule leucemiche di Friend (FLC)
(clone 745/A) in sospensione e cellule Hela in mono-
strato erano coltivate in Eagle’s minimum essential
medium (MEM) supplementato con il 109, di siero
fetale di vitello (Gibco, Grand Island, New York,
USA).

Tossine. — L’abtina e la ricina, purificate come de-
scritto da Nicolson ¢ Blaustein [11], erano marcate con
Na %] (Radiochemical Centre, Amersham, England),
utilizzando la tecnica della lactoperossidase~glucosios-
sidase in statc solido (Bio-Rad Laboratories, Rich-
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mond, California, USA). Le tossine iodinate erano ul-
teriormente purificate per cromatografiz su Sephadex
G-25 superfine per rimuovere le molecole eventual-
mente distrutte durante la marcatura, La marcatura ge-
neralmente procedeva al livello di 7,2 x 10° cpm/ug
di proteina. La radioattivith era misurata in un Ultro-
gamma LKB 1280,

Insbigione della sintesi proteica. — Le cellule HeLla era-
no seminate 24 ore prima dell’esperimento in piastre
Linbro da 24 pozzetti (3 X 10° cellule per pozzetto).
1 monostrati confluenti di cellule HeLa o 2 x 10 cel-
lule/m] di FLC in provette di plastica (Falcon) erano
incubati a 37 °C con o senza 30 pg/ml di Con A (Miles
Laboratories, Elkart, USA). Dopo 1 ora, le cellule ve-
nivano lavate due volte e trattate per 3 ore a 37 ¢C
con concentrazioni crescenti di tossina. Dopo 3 lavag-
gi, le cellule erano incubate per 1 ora a 37°C con
terreno contenente 0,2 uCifml di L{4-5-*H)}leucina
(Radiochemical Centre, Amersham, England). Alla fine
della marcatura le cellule venivano lavate e disciolte
con 0,2 ml di SDS 2 %,— NaOH 0,1 M; quindi veniva
aggiunto TCA fino alla concentrazione finale del 10 9
(w/v) € misurata la radioattivitd incorporata nel mate-
riale acido precipitabile con un Ultrobeta LKB 1210,

Fragionamento cellulare. — 11 frazionamento cellulare
era condotto come descritto da Gazitt e Friend [12].
5 x 108 cellule venivano lisate in 2,5 ml di tampone
Tris-HCl 5 mM, pH 7,5, contenente MgCl; 2,5 mM
a 0°C. Dopo 10 minuti i debris cellulati erano centri-
fugati a 100 xg per 5 minuti. I sovranatante (cytesel)
era ulteriormente centrifugato per 1 ora a 100,000 xg.
I «ghosts » nucleati (il pellet della prima centrifugazione)
erano incubati a 0 °C per 10 minuti in 2,5 m! di NP-
40 0,1 %, nello stesso tampone, quindi omogenizzati
in Doance (pestello B) e centrifugati per 5 minuti a
100 xg per separare il peller (nuclei intatti) dal sovra-
natante (plasmamembrane, microsomi e mitocondri in-
tatti). Il sovranatante era ulteriormente centrifugato per
1 ora a 100,000 xg per separare le plasmamembrane
solubilizzate (sovranatante) dai mitocondri ¢ microsomi

{ pellet).

RISULTATI E DISCUSSIONE,

Abbiamo precedentemente dimostrato che la Con A
(50 pg/ml) causa sulle cellule Hela una riduzione del-
Pinibizione della sintesi proteica indotta dalla abrina
¢ dalla ricina [6]. Lo stesso effetto protettivo si nota
anche sulle FLC. La Fig. 1 mostra la riduzione cau-
sata dalla Con A dell'inibizione della sintesi proteica
indotta dalla ricina (A} e dalla abrina (B). L’effetto pro-
tettivo esercitato dalla Con A non & dovuto a competi-
zione sui recettori di membrana e quindi a una ridu-
zione della tossina associata alle cellule, in quanto studi
di legame non hanno evidenziato differenze tra le cel-
lule trattate con Con A ¢ le cellule di controllo. Con
I'uso di ricina iodinata abbiamo quindi studiato Ia di-
stribuzione intracellulare della tossina in cellule non
trattate ¢ in cellule trattate con Con A. La Fig. 2 mo-
stra il risultato del frazionamento cellulare dopo 1 ora
di trattamento con la ricina, nelle due condizioni spe-
rimentali. La tossina presente nel ¢yfosol delle cellule
trattate con Con A & 2,5 volte inferiore rispetto alle
cellule non trattate. Inoltre la tossina trattenuta nelle
plasmamembrane delle cellule trattate risulta 4 volte
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40

Sintesi proteica
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Fic. 1. - Effetto della Con A sulla inibizione della sintesi pro-

teica indotta dalla ricina (A) ¢ dalla abrina (B) su FLC. .Aseissa;

concentrazioni {ug/ml) di ricina (A} ¢ di abtina (B); ordinata:

sintesi proteica (% rispetto ai controlli). La metodica & descritta

in « Materiali ¢ Mctodi ». ® Cellule non trartate; o Cellule trat-

tate con Con A. Ogni punto rappresenta la media di campioni
in duplicato
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F16. 2. ~ Distribuzione di ricina iodinata in frazioni subcellulari
di FLC. Asirsa: frazioni subcellulati; ordimeia: percentuale di
radioattivitd totale recuperata. FLC (5 X 108 cell) erano incu-
bate in 1 ml di MEM con o senza 50 pg/ml di Con A; dopo 1
ora a 37°C, le cellule erano lavate due volte e trattate con 0.5
pg/ml di ricina iodinata per 30 min a 37 °C; dopo tre lavaggi,
le eellule erano frazionate come descritto in « Materiali ¢ Metodi »

inferiore rispetto ai controlli., Questi dati dimostrano
che nelle celiule trattate con Con A una maggiore
quantith di ricina si localizza tra il eyfore/ € la mem-
brana plasmatica, Presumibilmente la tossina & seque-
strata in compartimenti subcellulari immediatamente
sottostanti la membrana plasmatica (strutture simili alle
coated vesicles), Questi dati sono confermati anche a li-
vello morfologico con l'uso di ricina fluoresceinata.

L]
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Fic. 3. - Rilascio di ricina iodinata in cellule non trattate (A) e celiule tattate con Con A (B). Aseissa: tempo (min); ordinata:

petcentuale di radioattivita recuperata. FLC (2 % 108 cell) erano incubate in 1 ml di MEM con o senza 50 pg/ml di Con A; dopo 1

ora a 37 2C, le cellule erano lavate due volte e incubate con 0.1 pg/ml di ricina iodinata a 37 °C, Dopo 30 min, le cellule erano

lavate quattro volte e risospese in 1 ml di MEM a 37 °C; ai tempi indicati le celiule erano centrifugate € lavate due volie (i lavaggi
erano aggiunti al sovranatante). I dati sonc la media di tre esperimenti

Dapo 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
spots presenti nel citoplasma delle cellule di controllo,
Questi nostri dati biochimici e morfologici suggeri-
scono che ka Con A sembra indurre un aumento
della quantitd 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 quantitd di ricina ¢ 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 mobilitd di mem-
brana indotte dalla Con A. T nostri esperimenti dimo-
strano, infatti, che la Con A riduce il processo di tila-
scio della tossina, dope 1 ora di intossicazione (Fig. 3),
Nelle FLC non trattate P'eluizione & molto rapida
e dopo 30 minuti raggiunge il plafean, mentre nelle
cellule trattate con Con A, dopo 30 minuti solo il
50 9, della tossina radipattiva & rilasciato nel mezzo,
rispetto ai controlli. Lo stesso fenomeno, ma pid lento,
¢ osservabile nelle cellule HeLa. 1 nostri risultati sono
in accordo con dati bibliografici, i quali dimostrano,
su altri sistemi cellulari, che la Con A riduce il rilascio
di tproteine di membrana [13]. Il tractamento con Con
A non sembta influenzare la degradazione della tossi-
na, in quanto circa il 90 9, della radioattivitd trovata
nel mezzo &€ TCA-precipitabile. Inoltre la tossina rila-

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

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

Tabella 1. — Effetto delPagginnta di lattesio snila attiviti
tossica della ritina.

PERCENTUALE Di SINTEHI FROTEICA

Cellule non trattate Cellule trattate con Con A

Recina

(e/mly — lattosic + lattosia — lartosio + lattosio
0.005 ...... 70 85 80 84
0,01 ....... 60 78 70 17
0,02 ....... 45 70 68 71

Monostrati confluenti di cellule Hela erano incubati in
MEM con o senza 50 yg/ml di Con A; dopo 1 ora a 37°C,
le cellule venivano lavate e trattate con concentrazioni cre-
scenti di ricina; dopo 1 ora a 372C, le cellule erano lavate
con o senza lattosio 0,1 M e successivamente incubate con
o senza lattosio ] mM; dopo 2 ore a 37°C, veniva aggiunta
leucina triziata e la sintesi proteica era misurata come de-
scritto in « Materiali ¢ Metodi».
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game dells tossina rilasciata. L’effetto protettivo eser-
citato dal lattesio sulle cellule non trattate con Con A
& simile all’effetto protettivo indotto dalla Con A.

Questi dati suggeriscono che il ridotto grado di
¢luizione causato daila Con A gioca un ruolo impor-
tante nella inibizione della tossicitd della abrina ¢ della
ricina, nel senso che genera una pilt bassa probabilitd
di entrata della tossina nelle cellule trattate rispetto ai
controlli, Il meccanismo con cui lectine tossiche, come
I’abtina e la ricina, possano penetrare nel citplasma non
& ancora stato chiarito. Circa l'internalizzazione di abri-
na e ricina, & stato visto che non hanno effetti signifi-
cativi inibitoti dei mictotubuli e dei mictofilamenti
(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 attiviea della
abrina e della ricina. Inoltre studi biochimici indicano
che, nel processo di internalizzazione della ricina, & da
escludere qualsiasi modello che implichi ua trasporto

1

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

E stato dimostrato [4], attraverso studi autoradio-
grafici, che per uccidere la cellula & sufficiente una sifi-
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 & 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 € vengono rilasciate in un ciclo con-
tinuo. L’entrata di abtina o ricina nel citoplasma po-
trebbe essere una funzione probabilistica del numero
di cicli legame—internalizzazione—eluizione della tossina,
1 nostri risultati suggeriscono che la Con A rallenta il
riciclaggio della tossina, riducendo, nelle cellule trat-
tate, la probabilitd di entrata della tossina nel cito-
plasma.
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Riassunto. — Sone riportate lo freguense di isolamento,
nel periode 1979-80, di 2.762 ceppi batterici Gram-—positivi
¢ Gram-negativi identificati da mn totale di 29 diversi tipi
di materiali patologici. Tali frequenge sono state esaminate
prendendo in consideragione Je diverse corsie ¢ reparti ospe-
dalieri.

Summary (Isolation of Bacteria from Pathological
Specimens in the Institute of Microbiology of Rome
University; a Survey of the Years 1979-80). — Isolation
Srequencies of 2.762 Gram—positive and Gram—negative aerobic
bacterial strains isolated in 1979 and 1980 are reported.  They
were collected and identified from a total of 29 different kinds
of pathological specimens coming from 24 different clinical
wards. The isolation frequencies of specific patbogenic specimen
( particularly from urinary and respiratory ifract infections),
bave been compared with regard o the distinet cfinical wards
and the different periods of the year.

Senza dubbio I'epidemiologia attuale presenta carat-
teri di multidisciplinarieta scientifica e tecnico—organiz-
zativa. In particolare ’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 patticolare 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-
crobiclogici e clinici relativi alle frequenze di 2.762
ceppi aerobi isolati, durante il 1979 e il 1980, nell'Isti-
tuto di Microbiologia dell’Universitd 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 'uso dello Statistical Package for the
Social Sciences.

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

adivisi in Gram-positivi e Gram-negativi, e riporta, a
" titolo comparativo, anche i dati dei 6 precedenti anni
[1} per un totale di 9.665 ceppi (Fig. 1). Premesso che
non sempre & possibile attribuire significato di etio-

patogenicitd infettiva ai ceppi isolati, da tale figura si
rileva che negli ultimi 2 anni l'etiologia batterica &
stata sostenuta, per lo pit, da ceppi Gram-positivi,
Questi, nel 1979, hanno registrato unz frequenza
(55,7 %) pressocché identica a quellz del 1973, ma su-
periore a quella dei 5 anni intermedi, frequenza che &
poi leggermente scesa nel 1980 (54,5 9,). Variazioni
negli ultimi 2 anni hanno registrato anche le percen-
tuali di isolamento delle singole specie batteriche (Fig.
2). Va perd precisato che nel 1979 vennero codificati
come Stafilocoechi quelli morfologicamente tali ed
MSA-positivi (gli MSA-negativi sono stati associati
ai micrococchi), mentre nel 1980 sono stati associati
a questi anche 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 realth
molto piu bassa di quanto numericamente non appare,
Infatti, se sommiamo le frequenze di isolamento degli
stafilococchi ¢ dei micrococchi del 1979 e le confron-
tiamo con quelle del 1980, ci accorgiamo che la diffe-
renza € ridotta soltanto 2 1,7 9. Analoga riduzione
nel 1980 si & avuta da parte dei ceppi di Escherichia
coli e di Proteus (rispettivamente dal 18,3 al 17,39 ¢
dal 12,2 all’11,6 %) mentre, rispetto al 1979, sono leg-
germente aumentate le frequenze di isclamento dei
ceppi di Streprococcas faecalis, Pseudomonas e Klebsiella
(dall’8,2 allo 8,9 %, ; dal 7,4 all’8,3 9, ; dal 4,7 al 5,4 %,).

Ma confrontando globalmente i dati del biennio
1979/1980 con quelli dei 6 precedenti anni, rileviamo
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Fic. 1. - Frequenze di isolamento di 9.665 ceppi Gram-—positivi
¢ Gram-negativi negli anni 1973-1980
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respiratorio, sempre nel biennio 1979-80, il rapporto &
risultato pari a 5a 1 (in precedenza era stato 3 a 1).

Da rilevare che nei broncoaspirati, pur con le riser-
ve legate allo scarso numero (23) dei ceppi isolati, il
rapporto Gram-positivi/Gram-negativi ¢ risultato 1 a
1, percid assai diverso da quello tilevato negli espetto-
rati, e cid per una maggiore presenza di ceppi Gram-
negativi,

Per quanto concerne le singole specie batteriche, nel-
Yetiologia dell’apparato urinario, dal 1979 al 1980, pur
rimanendo costante la netta minoranza dei ceppi Gram-
positivi, & aumentata l’etiologia sostenuta da ceppi di
Streptococens foecalis, olire che di Klebsiella, mentre si
¢ ridotta quella da Escherichia coli. Nell’apparato respi-
ratorio, invece, si & registrata una netta diminuzione
dei ceppi di Streptococcus faecalis e S-baemolitiens con xe-
lativo aumento dei ceppi Gram-negativi, in particolare
di Ercherichia coli ma, soprattutto, di Pseudomonas.

Nel complesso, nel biennio 1979-80, I'etiologia in-
fettiva batterica & stata sostenuta per lo pib: da ceppi
Gram—positivi nelle vie respiratorie, nelle raccolte
ascessuate, nell’apparato osteo-articolare ¢ nelle ferite
parietali; da ceppi Gram-ncgativi nella cavitid perito-
neale, nelle vie urinarie, nelle vie biliari, nella cavitd
pleurica, (Fig. 4).

Abbiamo poi voluto indagare, come gid per i pre-
cedenti anni, sulle frequenze di isolamento dei vari
ceppi in rappotto alla diversa proveni¢enza clinica dei
rispettivi materiali patologici, dividendo i malati in 4
gruppi: pazienti ambulatoriali, degenti in Istituti me-

ETIOLOGTA INFETTIVA DELL™ APPARATO RESPIRATORIO E DELLE
VIE URINARIE

FiG. 2. — Frequenze delle singole specie batteriche in 2,762 ceppi
isolati nel 1979 ¢ 1980 {postc = 100 il totale dei ceppi isolati
nei singoli anni)

che, nel complesso, Petiologia da Staphylococcus ¢ di-
venuta ]]3;1‘1 frequente, cosl come quella da Streptococcus
Jaecakis, B invece leggermente diminuita quella da Serep-
tococeus a—haemoliticus € da Pseudomonas, mentre Petio-
logia da Strepsococeus B—haemoliticus, Escherichia coli, Kleb-
siella e Proteus {con costante, netta prevalenza della
specie mirabilir) non ha subito sostanziali variazioni.
Per quanto concerne il rapporto Streptococchi alfajbeta
emolitici, esso si ¢ mantenuto costante, pari all’incirca
a 4 : 1, anche s¢ con una certa tendenza a ridursi. Ma
¢ noto che le frequenze di isolamento delle singole
specie batteriche vatiano anche con i singoli materiali
patologici e quindi con i vari distretti ed organi.
Soffermandoci sui distretti respiratorio € urinario
(quelli ciod da cui proviene il maggior numero di
ceppi), & interessante rilevare quanto diversamente in-
cidono i ceppi Gram-positivi e quelli Gram-negativi
nel determinarne la rispettiva eficlogia infertiva, 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-
Papparato utinario 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 annj era stato di 1 a 3. Invece, nell’apparato

PERTODO APPARATO APPARATO
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dici, degenti in Istituti chirurgici, degenti in Istituti
pediatrici (Fig. 5). Dalla nostra indagine & emerso che,
negli ultimi 2 anni, nei pazienti ambulatoriali Petio-
logia batterica € stata sostenuta essenzialmente da ceppi
Gram-~positivi. Essa & risultata praticamente invariata
rispetto agh anni precedenti: il rapporto Gram-posi-
tivi/Gram-negativi si & mantenmuto all’incirca su 3 a 1,
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Fic. 5. - Etiologia infettiva sostenuta da 4.252 ceppi, Gram-
positivi ¢ Gram-negativi di diversa provenienza clinica, negli
anni 1978, 1979, 1980

"0

Papianti ambulateriali medici

chirgrqici pedintricl

Nei degenti in Istituti medici, invece, in cui in pre-
cedenza tale rapporto era stato di 1 a 1, nel 1979 ¢
nel 1980 si & avuta una tendenza ad un lieve aumento
dei Gram-—positivi, L'aumento di tali ceppi & risultato
assai netto nei pazienti chirurgici: nel 1980 I'etiologia
batterica (in precedenza sostenuta essenzialmente da
Gram-negativi) lo fu in pari percentuale da Gram-
positivi ¢ da Gram-negativi, A tale rapporto (1 a 1)
sono giunti, sempre nel 1980, anche i ceppi isolati dai
piccoli pazienti, ma cid per un processo inverse al
precedente, cioé 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 Petiologia batterica fu
sostenuta per lo pit da stafilococchi, da streptococchi
alfa—emolitici ¢ da ceppi di Escherichia coli; nei degenti
in Istituti mediei lo fu, oltre che da ceppi di strepto-
cocchi alfa—emolitici e di Eseherichia coli, da ceppi di
Proteus; nei degenti in Istituti chirurgici I'etiologia in-
fettiva fu invece dominata da ceppi di Egcherichia coli,
da stafilococchi e caratterizzata da un’alta incidenza di

4
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Fic. 6. — Frequenze di alcune specie batteriche, in rapporto alla
diversa provenienza clinica in 1.252 ceppi batterici isolati nel 1980

Pseudomonas ¢ Proteus mentre, nei piccoli degenti, fu
determinante la frequenza dei ceppi di stafilococchi e
di Escherichia coli.

Infine, anche per quanto concerne la distribuzione
attraverso I’anno delle diverse percentuali di isolamen-
to dei singoli ceppi, Pelaborazione dei dati ha fornito
elementi non privi di interesse. Prendendo ad esempio
le frequenze di isolamento dei ceppi di Pseudomonas
e di Streptococcus faecalis (ceppi particolarmente interes-
santi per la lore patogenicitd), nel 1979 Petiologia in-
fettiva da Pseudomonas risultd la pid frequente: nel
I quadrimestre nei piccoli degenti; nel IIT nei degenti
in Istituti medici ¢ in quelli chirurgici. Nel 1980, in-
vece, essa predomind, in tutti e 3 i gruppi di pazienti,
durante il I quadrimestre. Per quanto tiguarda i ceppi
di Streptococcas faecalis, in entrambi gli anni essa risultd
la pid frequente: nel I quadrimestre nei degenti in
Istituti medici, nel III nel pazienti ambulatoriali e nei
degenti chirurgici. I dati relativi ai piccoli pazienti so-
no scarsi € quindi statisticamente non significativi, Per-
tanto, in tutti i pazienti, i ceppi di Pseudomonas e di
Streprococens faecalis nei mesi estivi hanno inciso in mi-
not misura nell’etiologia batterica rispetto agli altri pe-
riodi dell’anno.

Per concludere, dopo aver fatta mia la bella imma-
gine di Q’Brien, che vede il laboratorio battericlogico
ospedaliero come un gigantesco sismografo teso ad
evidenziare nuovi eventi etiologici, oltre quelli gene-
tici ed epidemiologici che si verificano neila diffusione
delle infezioni nosocomiali e della antibiotico—resisten-
za, io vorrei aggiungere che esso avrd, sotto il profilo
clinico, maggiore significato e validitd se affiancato da
un computer nell’ambito di un « Servizio » per la ela-
borazione dei dati.
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Studio sull’attivita antibacterica dell’acido pipemidico

AxToneLLsa TOROSANTUCCI, Laura CIALDEA, Axxa Maria CALABRO e Giurtana FILLINI

Istituto di - Microbiologia, Universita degli Studi, Roma

Riassunto. — F stato effettrate ano studio sl attivita
esercitata dall acido pipemidice verso ceppi batterici di fresco
itolamento da malteriale biologico apparienenti ai generi Pro-
teus (vulgaris, morganii, mirabilis, rettgeri) ¢ Klebsiella
ed afle specie Pseudomonas aeruginosa ed Escherichia
coli, rilevande la sipnificativa attivita esercitata da guesto
agente antinicrobico.

Llattivite dellacids pipemidico, comparata con guella del-
lacido nalidixico ¢ dellacido piremidico, risulta in genere
significativamente superiore. Tali risuitati indicano la cffes-
fiva efficacia terapentica di questo agente antimicrobico nelle
infezioni del tratte urinario sostenute da batteri Gram-—ne-
gativi.

Summary (Antibacterial Activity of Pipemidic Acid). -
A study bas been carried out on the activity of the pipemidic
acid against hacterial strains of recent isolation from biologic
malerials: strains of the genmws Proteus (vulgaris, mor-
ganii, mirabilis, rettgeri} and Klebsiclla and of the spe-
cies Pseudomonas aeruginosa and Escherichia coli. The
results pointed out that a significant antibacterial activity is
exerted by this antimicrobial agent. The activity of the pi-
pemidic acid, ar compared with that of nalidixic acid and
the piramidic acid, wsually was significantly saperior. These
results point out the real therapeuwtic efficacy of this anti-
microbial agent in the infections of the urinary lract cansed
by Gram-nsgalive bacteria.

INTRODUZIONE.

L'acido pipemidico facido 8-etil-5~osso-2—(1-pipera-
zinil)-5, 8~diidro-pirido—(2, 3-d)-pirimidin-6—carbossi-
lico] sintetizzato da Pesson e Coll. nel 1974 [1], & una
sostanza strutturalmente correlata ¢ con proprieta che-
mioterapiche simili a quelle degli acidi nalidixico e pi-
romitlico, ma con spettro di attivita piti ampio, in par-
ticolare verso Prendomonas aernginosa [2).

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, P'acido pipemidico esercita un’attivitd antibattetrica
superiore a quella degli acidi nalidixico e piromidico,
sia # vitro che in vive con livelli ematici ed urinari pit

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

Altra interessante caratteristica di questo agente anti-
microbico & quella di inibire il trasferimento per co-
niugazione dei plasmidi R, vettori dell’informazione
genetica per l'antibiotico-tesistenza, con frequenza
maggiore rispetto a quella degli acidi nalidixico e pi-
romidico, grazie alla sua piu elevata attivitd antibatte-
rica [4].

In questo lavoro vengono riportati i risultati di uno
studio i# wvitro sull’attivitd antibatterica dell’acido pipe-
midico verso numerosi ceppi batterici di fresco isola-
mento da materiale biologico proveniente da vari re-
parti clinici del Policlinico Umbetto I di Roma. L’atti-
vitd & stata studiata in varie condizioni sperimentali
@n rapporto al pH del mezzo colturale, alla presenza
di siero e all’entitd dell’inoculo batterico); in alcune
prove lattivitd dell’acido pipemidico & stata comparata
con quella esercitata, nelle stesse condizioni sperimen-
tali, dall’acido nalidixico e dall’acido piromidico.

MATERIALI B METODI.

Le prove di attivita antibatterica sono state effettuate
con 75 ceppi di P. aeruginpsa, 83 ceppi di Protens mi-
rabilis, 25 ceppi di Protens vufgaris, 38 ceppi di Protens
morganii, 23 ceppi di Proteas rettgeri, 40 ceppi di Esche-
richia coli ¢ 35 ceppi del genere Klebsiella. L’inoculo
veniva ottenuto per diluizione di brodocolture di 18 h
di sviluppo a 37°C in Muller Hinton Broth (B.B.L.
U.5.A.) e insemenzato nei mezzi di prova alla densita
finale di 2.10% batteri/ml; in alcune prove I'inoculo
era di 2.10° batteri/ml o 2.10% batteri/ml. Gli agenti
antimicrobici (acido pipemidico, acido nalidixico ¢ aci-
do piromidico) venivano disciolti alla concentrazione
di 15 mg/ml in H;O mediante aggiunta di NaOH
0,1 N, allestendo soluzioni madri che venivano poi
opportunamente diluite nei mezzi di prova (Muller
Hinton Broth o DST agat). La lettura dei risultati,
eseguita dopo incubazione di 18 h a 37°C ha per-
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Tabella 1. — Azjone delf’acido pipemidico su 169 ceppi del gemere Proteus (83 ceppi di P. mirabilis, 25 ceppi di
P. vulgaris, 38 ceppi di P. morganii, 23 ceppi di P. rertgeri).

B. mirabilis P. vulgaris P. morganii P.regrgevi .
M.LC. Torace!?
N, ceppl % N. ceppi % N. ceppi e N. ceppi L1
(pa)ml)
0,80 «ioivinnnnn 17 — 6 — 20 - 5 — 48
1,56 ...ovivnnnn 17419 — 6+15 — 20411 — 547 — 48-r52
312 .. 36429 — 2143 96 343 89 1241 — 10036
6,25 «.oiaiinn . 65-+9 89 241 — 3444 — 1343 69 136 +17
12,50 ..oeinant 4+4 — — — — — 1641 ~— 1533 +5
25,00 ...ininnns 7843 98 — — — — 1742 — 15845
50,00 ...l 8142 — — - — — 19-+1 81 16343
100,00 ..o vvht —_ —_ — — — — 2043 — 1664-3
x = 4,99 x = 1,75 x = 1,77 x = 19,53

Esperimenti effectuati in Muller-Hinton Broth. Inocule di 2 .

messo di conoscere l¢ concentrazioni minime inibenti
(M.I.C.) dei chemioterapici espresse in pgfml, ciot le
concentrazioni capaci di inibite lo sviluppo dei batteri
mnsemenzatt,

RisuLratr.

Astivita dell'acido pipemidice versa il genere Proteus, -
L'acido pipemidico esercita una potente azione anti-
batterica verso le varie specie del genere Profens, come
si riscontra dai dati riportati nella Tab, 1; infatti, en-
tro la concentrazione -di 6,25 pg/ml vengono inibiti
nello sviluppo 1’89 9, dei ceppi di P. mirabilis saggiati
ed il 100 9% dei ceppi di P. vuigaris € di P. morganii.
Anche verso i ceppi di P. rettgeri (di cui & nota la scar-
sa sensibilitd verso vari agenti antimicrobici) I'attivitd
¢ notevole: alla stessa concentrazione tisulta sensibile

Tabella 2. ~ Infiuenya del pH del mezzo colturale sullar-
tigita antibatterica dellacido pipemidico verso 75 ceppi di
Pseudomonas aeruginosa.

M.LC. pH 58 pH 7.2
(ugyml) N. ceppl % N, ceppi %
0,76 ........ 1 — 1 —_
1,5 ........ — - 1+ —_
3,12 ..., 4+1 —_ 31412 —
6.25 ....... 36+5 54 10143 70
12,50 ...unten 9441 —_ 9453 —
25,00 ........ 9450 78 6462 90
50,00 ........ 4+59 — — —_
100,00 ....... . 4+63 — 4+68  -—
200,00 ...... . T+67 — 2472 —
400,00 ..., 1+74 1+74 —
X = aiiiinn.., 39,68 — 11,86 -~

Esperimento effettuato in Mueller-Hinton broth con un
inoculo di 2. 10° cellule/ml. Letturs effettuata dopo incuba-
zione delle colture per 18 h a 37°C.

10° cellule/ml. Lettura dopo incubazione di 18 h & 370 C.

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

Attivita dell’acido pipemidico verso Pseudomonas aeru-
ginosa. — Ceppi di fresco isolamento di P, aeraginosa
mostrano buona sensibilitd verso l'acido pipemidico.
Infatti, come si puo rilevare nella Tab. 2, sia 2 pH 5,8
che a pH 7.2, entro la concentrazione di 25 pg/ml
vengono inibiti nello sviluppo rispettivamente il 78 9,
ed il 909, dei 75 ceppi saggiati; l'azione dell’acido
pipemidico ¢ comunque completa entro la concentra-
zione di 400 pgiml. Anche in questo caso l'aggiunta
di siero al mezzo coiturale non modifica sensibilmente
I'azione antimicrobica del chemioterapico (Tab. 3).

Attivita dell'acido pipemidice verso il gemers Klebsiclla
¢ verse E. coli. - Anche nei confronti di £, ool ¢ di
Klebsielia Yazione antimicrobica dell’acido pipemidico &
clevata e si svolge a concentrazioni relativamente bas-
se. Tale attivita & scarsamente influenzata dalla varia-
zione del pH e dalla aggiunta di siero di sangue.

Influenga dellinoculo sull’attivita antibatierica dellacido
Ppipemidico, — 1 risultati relativi all’attivitd dell’acido pi-
pemidico in funzione deil'inoculo batterico verso E.
coli & verso Klebsiella rivelano che 'aumento dell’ino-
culo da 2-10° cellule/ml a 2.105 cellule/ml influenza
scarsamente Pattivitd dell’agente antimicrobico. Una re-
lativa diminuzione di attivitd verso la specie E. coli
si evidenzia invece con una earica batterica di 2-108
celiule/ml,

Aftivita antibatterica dell’acido pipemidice comparata con
guella degli acidi piromidico ¢ nalidixico. — Nella Tab. 4
vengono riportati i risultati di prove in cui Dattivitd
delPacido pipemidico viene paragonata a quella eserci-
tata, nelle stesse condizioni sperimentali, dagli acidi
piromidico e malidixico verso il genere Prosens, Latti-
vith esercitata dall’acido pipemidico risulta significati-
vamente superiore sia a quella svolta dall’acido nali-
dixico che, pilt marcatamente, a quella svolta dall’acido
piromidico.

i TR SR
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Tabella 3. — Influenga del siere sullattivita antibatierica esercitata dall'acido pipemidico verso 22 ceppi di Pseudomonas

acruginosa.
Acido pipemidico Acido pipemidico 4 siero s} 40 ¢f,
MLC
rH 58 oy pH 7.2 of oH 5.8 °fo pH 7.2 .
{ng/mi)
0,39 Lt 1 — — — — _— —_— —_
| 191 JP P S e — — — — — 1 —
K 2 — o T+1 — 9 — 1+12 -—
6325 teiiiiiieriies e 149 —_ 548 —_ 549 — — —_
12,50 oooiiiiiinin, crreeee 4410 — 1+13 — 1+14 — — —
25,00 ... i 3414 7 I+14 7 1+15 13 2413 67
50,00 L.t 5417 — —_ — 2416 — 4415 _—
100,00 ..ot iiinanae — — 1417 — 2418 — 1419 —
200,00 (it -— —_ 2418 — 24-20 — 2420 —_
200,00 it — — 2420 — — —_ —_ —
x = 19,62 x = 65,55 x = 35,85 x = 35,86

Esperimento effettuato in Mueller-Hinton broth (B.B.L.) con un inoculo di 2.10° cellule/ml. Lettura effettuata dopo in-

cubazione delle colture per 18 h a 37°C,

Tabella 4. — Attivita antibatterica dell’acido pipemidico paragonata all’attivita dell'acido piromidico e nalidixico verso 116 di
Proteus (65 ceppi di P. mirabilis, 74 ceppi di P. vulgaris, 24 ceppi di P. morganii, 73 ceppi di P. rettgeri).

Acido pipemidico

Acido piromidico Acldo nalidixico

M.LLC
N. ceppi *fo N. ceppf e N. ceppl *fe

(pg/ml)
0,80 «iiieriirsainiianinaans 47 — 1 — 6 —_
1,56 . ittt niiiains 47426 — — — 6413 —
D 73--24 _— 143 — 19431 —
6,25 .ttt 97+8 —_ 446 — 50431 —
) . o 10545 — 10-+26 — 81+18 —
25,00 (.o, 11045 99 36434 60 99+3 87
50,00 it 115+1 — 70421 —_— 102+6 —
100,00 ..ot iie i — — 9148 -— 108+2 —
200,00 .. ciii i — — 9947 —_ 11041 —
400,00 covriririi i — — 10641 — 1i+1 —_
BOO,00 +vvrrreceinnnnnnrinnins — — 107+1 —_ —_ —
> 800,00 ... i — — 10848 — 11244 ——

x = 3,79 x = 159,1 x = 69,9

Esperimenti effertuati in Mueller-Hinton Broth. Inoculo di

DiscussIONE E CONCLUSIONI.

E noto che nei batteri Gram-negativi responsabili
delle infezioni intestinali e delle vie urinarie, il deter-
minarsi del fenomeno resistenza verso gli agenti anti-

, batterici & soprattutto legato a fattori extracromoso-

» miali. Per cid che riguarda I'acido pipemidico, ¢ inte-

ressante rilevare che il trasferimento di resistenza inter-
batterica mediante plasmidi R non & stato finora ri-

2.10% cellule/ml. Letture dopeo incubazione di 18 h a 37°C.

scontrato. Infatti, nel suo meccanismo d’azione, P'acido
pipemidico inibendo la sintesi del DNA batterico, bloc-
ca il trasferimento dei plasmidi R,

I risultati riportati in questo lavoro dimostrano che
I'acido pipemidico si rivela efficace verso ceppi di fre-
sco isolamento clinico {(Profess, P. aeraginosa, E. coli,
Kitbsiella). Nell'ambito del genere Profeus attivitd del-
I'acido pipemidico si esplica notevolmente verso P.
vugaris ¢ P, morganii, ma anche P. retigeri risulta sensi-
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bile ad esso: tale fatto & di peculiare importanza con-
siderando che questa specie di Prefeas risulta in genere
resistente a vari chemioantibiotici. In generale Pattivita
delPacido pipemidico verso i generi Protens ¢ Klebrielia
¢ verso E. coli risulta in ogni caso significativamente
superiore a quella esercitata dagli acidi nalidixico e
pitomidico. E notevole anche I'attivitd esercitata verso

P. aeruginosa, in generc scarsamente sensibile all’acido
nalidixico e all’acido piromidico. I valori delle concen-
trazioni inibenti dell'acido pipemidico, posti in rela-
zione con le notevoli e persistenti concentrazioni rag;
giunte nel distretto d’azione, indicano I'efficacia di qufe-
sto antimicrobico nelle infezioni del tratto urinario
sostenute da pgermi dei generi Protens ¢ Pseudomonas.
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Riassunto. — I’ siata stadiata Pattivita antibatierica
verso E. coli di preparagioni di ovotransferrina saturata
con differenti ioni metallici (Fe¥t, Cu**, Ma*t, Co*,
Ni?*, Zn3Y), Contrariamente alla saturagiome com Fed*
che anmulla completamente attivitd  dell'ovotransfervina, ¢
stato osservato che la satwragione con aliri metalli pd addi-
rittura potengiarne Pattivite antibatierica.

Summary (Role of Metals in the Antibacterial Activity
of Ovotransferrin), — The antibacterial activity of some
preparations of ovotransferrin saturated with different metal
jons like Fedt, Cutt, Mn**, Co¥t, Ni®t, Zm¥t, bas been
tested towards B. coli. It has been shown that when both
sites of ovoiransferrin are saturated with irom, no antibacterial
activity is present., On the other hand, this latter may be
enbanced by satwration with other metal ions,

-

INTRODUZIONE.

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

Infatti i batteri in presenza di transferrina sintetiz-

zano dei composti, siderofori {2], che competone con

la proteina stessz, Dall’affinitd per il ferro della transfer-
rina e del sideroforo dipende Pinvasivitd batterica.
Infatti, se il ferro resta stabilmente legato alla proteina,
il batterio non si pud moltiplicare. Se, al contrario, il
siderofoto riesce a sottrarglielo, il batterio ha ferro suf-
ficiente per svilupparsi. Le nostre sperimentazioni sono
state condotte usando ovotransferrina (conalbumina),
una transferrina estratta dal bianco dell'uovo. E stata
stucliata Tattivitd antibatterica, nei confronti di E.
coli W1485, di tale proteina saturata con ioni Fe¥™,
Cu?t, Zn'+, Co?*, Mn?t, Nit* che formano con essa
complessi stabili 3],

MATERIALI E METODI.
]

Ceppo batterico. - Tutti gli esperimenti sono stati con-
dotti usando il ceppo d&i E. coli W1485,

Ovotraniferrina. — Preparazioni pure di ovotransfer-
tina furonc ottenute come descritto in precedenti
ricerche [4].

Ovotransferrina saturata con differenti ioni metallici. ~
Preparazioni di ovotransferrina disciolte in NaHCO,
50 mM, erano addizionate di ioni metailici per ottenere
una saturazione dei sitj af 50 9, e al 100 %,. Dopo dia-
lisi contro Nz2HCO,; 50 mM, Povotransferrina satura
veniva lofilizzata e successivamente saggiata per 'at-
tivitd antibatterica.

Terreno di coltura. — Per lo sviluppo di E. cali & stato
usato BHI (Brain Heart Infusion) (BBL) contenente
14pM di ioni Fe*t. Analisi dei metalli erano eseguite
utilizzando uno spettrofotometro ad assorbimento ato-
mico {Perkin-Flmer mod. 360).

Attivita antibatierica. - Gli esperimenti sono stati
condotti scioglitndo in BHI Povotransferrina non sa-
tura o satura in presenza di NaHCO,; 50 mM. L’ino-
culo consisteva in 5-10% cell/m! che avevano subito tre
Javaggi in soluzione fisiologica. La crescita batterica
cra scguita per 14-20 ore a 370 C in un multibiofoto-
metro Abbott M32. Opportuni controlli erano eseguiti
al fine di calcolare le cellule vitali mediante la conta
delle unitd formanti colonia.

RISULTATIL

Una seric di esperimenti & stata condotta al fine di
confrontare Pattivitd antibatterica dell’'ovotransferrina
non satura con quella saturata con Fed*, Cul*, Mn**,
Co®*t, Nitt e Zn®t al 50 %, ¢ al 100 %,. In queste prove,
ovviamente, i controlli erano rappresentati dalla cre-
scita di E. coff in BHI addizionato dei vari metalli,
alla concentrazione necessariz per saturare la transfer-
rina al 100 9. 1 dati ottenuti dimostrano che, almeno
a queste concentrazioni, gli ioni addizionati non sono
tossici. Da questi esperimenti risulta come, contratia-
mente a quanto avviene saturando la transferrina con
il ferro, la saturazione con Cutr, Zn'*, Co*t, Mntt,
Ni** provochi un incremento della attivitd antibat-
terica, anziché un annullamento. Tale incremento ap-
pare maggiormente evidente nel caso della transfer-
rina saturata con Zn®**, I dati sono riportati nelle Fig. 1
e 2, dove si pud paragonare la diversa crescita di E.
¢ofi in presenza di transferrina saturata con Fedt e
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Fig. 1. — Attivita antibatterica dell’ovotransferrina insatura o

saturata con Fed® al 50 ¢, e al 100 %, nci confronti di E. coli
w1485, Crescita in BHI come controllo (————); + Fed*
0,12 mM (A—~—A); + ovotransferrina 3 mg/ml ( ——-- );
+ ovotransferrina 5 mg/ml saturata con Fe®+ al 50 9, (A—A);
+ ovotransferrina 5 mg/ml saturata con Fe3Tal 100 % (A— )

di transferrina saturata con Zn?*. T possibile notare
come Fincremento dell’attivitd 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.

Di1sCUsSIONE,

1 risultati riportati dimostrano che il legame di alcuni
ioni metallici all’ovotransferrina esalta attivitd anti-
batterica di questa proteina nei confronti di E. coli.

Questo effetto:

- non & dovuto alla tossiciti dei metalli di per sé,
ma & presente solo quando questi sono legati all’ovotran-
sferrina;
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Fic, 2. — Attivita antibatterica dell’ovottansferrina insatura o
saturata con Znit al 509, ¢ al 100 %, nci confronti di E. efi
W1485. Crescita in BHI come controllo { Y; + Zn?t
0,12 mM (®—@®); + ovotransferrina 5 mgfml ( ~--- )
L ovottansferrina 3 mg/ml saturara con Zn*+ al 50 % (O—0Q);
+ ovotransferrina 5 mg/m] saturatz con Zn*t a1 100 % (e — @)

— & maggiore nell'ordine Zn*¥, Co?*, Mn?*, Cu®Y,
Niz*, Mg?+ e Eet;

- & correlato al grado di saturazione dell’ovotran-
sferrina.

1l potenziamento dell’attivitd antibatterica dell’ovo-
transferrina satura in Zn®** & dovuto ad un meccanismo
d’azione che non pud essere semplicemente spiegato
con la sottrazione del ferro al terreno di coltura, Come
si & detto, analisi allo spettrofotometro ad assorbimento
atomico dimostrano che Povotransferrina satura in
Zn?* non rilascia il metallo. Percid I'ovotransferrina
satura in Zn?* & incapace di legare il ferro avendo i siti
saturati dallo ionie Zn*¥. 8i deve dunque presumere
un differente meccanismo dattiviti antibatterica del-
Povotransfesrina, lo studio del quale sard oggetto di
nostre ulteriori ticerche.
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