RODOLFO NEGRI

65. COMPARSA CICLICA DI TRIPANOLISINE E TRIPANOAG-
GLUTININE NEL SANGUE DI CAVIE TRIPANOSOMIATE.

Notissimi sono i due fenomeni immunitari provocabili col siero di
cavie tripanosomiate: l’agglutinazione e la lisi.

Ambedue scoperti da Laveran e Mesnil — I’ agglutinazione nel
1900 (*) la lisi nel 1902 (*) —, i due fenomeni hanno avuto un seguito
importante di lavori e di ricerche e hanno dato luogo a vivaci, lunghe e
non ancora conciliate discussioni.

Per I’agglutinazione noi sappiamo che il fenomeno si avvera sem-
pre con i sieri specifici e pud aversi anche ad altissimo titolo e che, se-
condo molti Autori — per la bibliografia dei quali rimando alla mono-
grafia del Penso su i fenomeni immunitari nelle tripanosomiasi (*) —,
questa reazione non sarebbe specifica ma semplicemente di gruppo, a
parte il fatto, poi, che il siero di alcuni animali sani sarebbe spontanea-
mente agglutinante verso i tripanosomi.

Per la lisi si sa che gl'immunsieri sono capaci di esercitare sui tri-
panosomi un’azione litica in vitro. Tutti gli Autori che hanno studiato
il fenomeno hanno senz’altro ammesso che la stessa cosa debba avvenire
in vivo e che a questa azione litica del siero si debbano attribuire le scom-
parse periodiche dei tripanosomi dal torrente circolatorio. Fatto, pero,
non accettato da tutti, poiche alcuni Autori hanno potuto dimostrare che
durante la crisi 1 tripanosomi si rifugiano negli organi interni, dove com-
piono uno speciale ciclo di vita, per poi ritornare biologicamente e bioge-
neticamente rinnovati nel torrente circolatorio.

Senza entrare nell'intimo di questa discussione, che non interessa ai
fini del presente lavoro, mi limiterd a ricordare come lo studio dei feno-
meni litici nelle tripanosomiasi sia appunto derivato dalla constatazione
della comparsa ciclica dei tripanosomi nel sangue circolante degli animali
infestati.

Con le presenti ricerche io ho voluto vedere se oltre ai tripanosomi,
anche gli anticorpi compaiono in circolo ciclicamente ¢ fra gli anticorpi
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mi sono per adesso soffermato sulle tripanolisine e sulle tripanoagglu-
tinine.

Ho inoculato, allo scopo, una serie di cavie con un ceppo di Trypa-
nosoma Brucei, da anni conservato nel nostro Istituto, ed ho cominciato
a saggiare giornalmente le proprieta litiche ed agglutinanti del siero delle
cavie inoculate.

Nel primo e secondo giorno dalla inoculazione sottocute — quan-
do, ciog, i tripanosomi non sono ancora in circolo — il siero degli ani-
mali infestati non presenta praticamente ne tripanoagglutinine né tripa-
nolisine, comportandosi esso come il controllo costituito da siero di ca-
via normale.

A partire del terzo giorno, pero, mentre non Vi ¢ ancora nessuna
traccia di tripanoagglutinine, cominciano a manifestarsi le tripanolisine
.che vanno rapidamente aumentando per raggiungere € permanere al loro
massimo allorché i tripanosomi pullulano nel sangue circolante:

Nel 709, circa degli animali inoculati sopravviene, com’¢ noto, a
questo punto la cosi detta «crisi», che si manifesta con la improvvisa
scomparsa dei tripanosomi dal torrente circolatorio. Il sangue resta, pero,
infestante malgrado in esso non si riescano a mettere in evidenza, né a
fresco n¢ in preparati colorati, tripanosomi di sorta.

Molti Autori — dopo le primitive ricerche di Rodert e Vallet (*) —
attribuiscono queste crisi alle tripanolisine che, accumulatesi enormemente
in circolo, avrebbero, a un dato momento, provocata la improvvisa e
completa distruzione dei tripanosomi circolanti.

Altri Autori, invece, supposero prima e dimostrarono poi — la di-
mostrazione sperimentale fu data dal Penso (*) — che tali crisi non sono
dovute a distruzione dei parassiti per fatti immunitari ma a trasmigra-
zione dei tripanosomi stessi negli organi interni dove compiono determi-
nate fasi del loro ciclo di sviluppo.

Per adesso io non voglio entrare nel merito di questa discussione,
e mi limito a riferire come, subito dopo la crisi, il quadro immunologico
del siero delle cavie tripanosomiate cambi improvvisamente per la com-
parsa di un nuovo anticorpo: le tripanoagglutinine.

Se, infatti, a questo momento si mette a contatto il siero degli ani-
mali in crisi con sangue tripanosomiato o con tripanosomi isolati dal
sangue con uno dei tanti metodi che la tecnica consiglia, si vedono i
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tripanosomi raggrupparsi improvvisamente in ammassi a volte impo-
nenti.

Se si segue la sorte di questi gruppi, si vedra come, dopo I'aggluti-
nazione, si avveri la lisi, pur rimanendo i tripanosomi agglutinati.

Terminato il periodo in cui i tripanosomi sono assenti dal circolo —
periodo che dura in media 48-72 ore — le proprieta agglutinanti del siero
scompaiono di nuovo permanendo, invece, le proprieta litiche del siero stesso.

Questo fenomeno io I’ho constatato in diecine e diecine di animali
e costituisce un fatto costante ¢ non una semplice casualita.

Vediamo, ora, il fenomeno un po’ piu da vicino, sintetizzando 1
vari protocolli di esperienze.

Premetto che in questa prima serie di ricerche io non mi sono preoc-
cupato del titolo a cui i vari fenomeni si verificano, ma mi sono limitato
a ricercare ’avverarsi o0 meno dei fenomeni in questione. Per questo mo-
tivo ho sempre lavorato con sieri diluiti a meta, in quanto che adoperavo
1 cm® di siero e 1 cm® di sospensione di tripanosomi in soluzione fisiolo-
gica, separati con la tecnica di Mannozzi-Torini (°). |

Come controlli ho adoperato siero normale di cavia e soluzione fi-
siologica.

- Eseguita la reazione, mettevo 1 tubi in termostato a 37° e osservavo
dopo 30 minuti, dopo 2 ore, dopo 5 ore, dopo 8 ore. Non ho tenuto conto
delle osservazioni fatte dopo la ottava ora, perche, col passare del tempo,
si aveva lisi intensa anche nei controlli, tanto che, dopo 24 ore, era im-
possibile distinguere anche un solo tripanosoma nelle varie sospensioni
praticate.

Ecco qual’e stato il risultato medio delle osservazioni a fresco:

Doro 30 MINUTI.

Soluzione fisiologica: (1 cm® di sospensione di tripanosomi + 1 cm’
di sol. fis.).

Tripanosomi con movimenti vivacissimi, nessun accenno ad agglu-
tinazione.

Siero di cavia normale: (1 cm® di siero + 1 cm® di sospensione di
tripanosomi in sol. fis.).

Tripanosomi con movimenti vivacissimi, nessun accenno ad agglu-
tinazione.
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Siero di cavia normale: (1 cm® di siero + 1 cm® di sospensione di
tripanosomi in sol. fis.). _

Tripanosomi agglutinati in grossi gruppi, 1 singoli protozoi con-
servano la loro mobilita.

Siero di cavia con tripanosomi in circolo ¢ prima della crisi: (1 cm’
di siero + 1cm® di sospensione di tripanosomi in sol. fis.).

Tripanosomi con movimenti vivacissimi, nessun accenno ad agglu-
tinazione.

Siero di cavia con tripanosomi in circolo e dopo la crisi: (1 cm® di
siero + 1 cm® di sospensione di tripanosomi in sol. fis.).

Tripanosomi con movimenti vivacissimi, nessun accenno ad agglu-
tinazione.

Doro 2 ORE.

Soluzione fisiologica: Tripanosomi con movimenti vivaci, nessun
accenno ad agglutinazione.

Siero di cavia normale: tripanosomi con movimenti vivaci, nessun-
accenno ad agglutinazione.

Siero di cavia in crisi: tripanosomi agglutinati in grossi ammassi,
in alcuni dei quali i singoli tripanosomi conservano la loro mobilita, in
altri sono in via di lisi.

Siero di cavia con tripanosomi in circolo e prima della crisi: tripa-
nosomi con movimenti vivaci; alcuni altri in via di lisi, nessun accenno
ad agglutinazione.

Siero di cavia con tripanosomi in circolo e dopo la crisi: tripanoso-
mi con movimenti vivaci, molti in via di lisi; anche qui nessun accenno
a fenomeni di agglutinazione.

Doro 5 ORE.

Soluzione fisiologica: non si vedono forme mobili; alcune delle im-
mobili sono in via di lisi.

Siero di cavia normale: numerosi tripanosomi ancora mobili, alcuni
immobili altri in via di lisi.

Siero di cavia in crisi: alcuni tripanosomi sono ancora mobili e ag-
glutinati in piccoli gruppi; gran parte dei grossi ammassi sono lisati.
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Siero di cavia con tripanosomi in circolo ¢ prima della crisi: non si
vedono forme mobili, tutti i tripanosomi sono lisati o in via di lisi.

Siero di cavia con tripanosomi in circolo ¢ dopo la crisi: non si ve-
dono forme mobili, tutti i tripanosomi sono lisati o in via di lisi.

Doro 8 ORE.

Soluzione fisiologica: tutti i tripanosomi sono lisati salvo qualche
forma in via di lisi.

Siero di cavia normale: numerosi tripanosomi ancora mobili, moltis-
simi lisati o in via di lisi.

Siero di cavia in crisi: qualche piccolo gruppo con tripanosomi an-
cora mobili. 7

Siero di cavia con tripanosomi in circolo e prima della crisi: quasi
tutti i tripanosomi sono lisati, rare forme in via di lisi.

Siero di cavia con tripanosomi in circolo e dopo la crisi: rare forme
in via di lisi, tutto il resto ¢ lisato.

Doro 20 ORE.

Soluzione fisiologica: lisi totale.

Siero di cavia normale: lisi totale.

Siero di cavia in crisi: residui di ammassi, in via di lisi.

Siero di cavia con tripanosomi in circolo e prima della crisi: lisi
totale.

Siero di cavia con tripanosomi in circolo ¢ dopo la crisi: lisi totale.

Dall’insieme dei risultati ottenuti si puo, quindi, concludere che il
siero di cavia con tripanosomi in circolo ha netto potere litico e che il
siero di cavia in crisi ha netto potere agglutinante senza avere, per que-
sto, perduto le sue proprieta litiche — che sono tuttavia leggermente di-
minuite.

Interessante ¢ 1'osservazione della coniparsa ciclica di questi due an-
ticorpi nel sangue e come vi sia una specie di antitesi tra agglutinine e
presenza di tripanosomi in circolo. Questa antitesi si pud ancora meglio
mettere in evidenza trattando con preparati arsenicali gli animali infe-



e

stati: 1 tripanosomi scompaiono, allora, dal circolo — ma si riesce a
rinvenirli modificati nel midollo delle ossa — e nel siero compaiono
subito dopo le agglutinine che permangono sino alla ricomparsa dei tri-
panosomi nel sangue circolante. Se I’animale si trova allora in abbastanza
buone condizioni da sopportare un nuovo ciclo effettivo, vale a dire se &
capace di superare la nuova invasione di tripanosomi sino al sopraggiun-
gere della crisi, allora sara possibile rinvenire nuovamente nel siero le
tripanoagglutinine.

Come spiegare, ora, questa comparsa ciclica di un anticorpo in cir-
colo? Le ipotesi sono due.

O agglutinine si formano esclusivamente in seguito alla presenza
in circolo di tripanosomi morti e lisati che soli sarebbero capaci di dare
origine a questo tipo di anticorpo.

O agglutinine si formano soltanto quando i tripanosomi sono in fase
ciclica e in forma di Leishmania, Leptomonas, Crithidia, cosi come si
rinvengono nel midollo delle ossa o negli organi interni al momento della
crisi o in seguito alla iniezione di preparati arsenicali.

La prima ipotesi collimerebbe con le vedute di quegli Autori che
considerano la crisi conseguenza di una grande distruzione di tripanoso-
mi dovuta all'accumulo in circolo di una notevole quantita di lisine; con-
verrebbe altresi all’osservazione della comparsa delle tripanoagglutinine
dopo l'iniezione di un preparato arsenicale che — se ha una indiscuti-
bile azione sull’evoluzione ciclica dei tripanosomi che ritornano innanzi
tempo in forme giovanili riscontrabili negli organi interni — deve senza
dubbio provocare la morte e la distruzione di numerose forme adulte;
concorderebbe, infine, anche con gli esperimenti del Lange (7), il quale
osservo che si potevano preparare sieri dotati di potere tripanoaggluti-
nante inoculando a conigli sani corpi morti di tripanosomi.

La seconda ipotesi si addirebbe, invece, alle vedute di quell’altro
gruppo di Autori che considerano le crisi non come « crisi tripanoliti-
che », ma come una « fase trasmigratoria » o come una «crisi ciclica »
per la quale improvvisamente tutti ‘i tripanosomi scompaiono dal circolo
per andare a invadere — trasformandosi nelle loro varie forme cicliche —
il midollo delle ossa, le ghiandole linfatiche, il fegato, il polmone, il tes-
suto e 1 capillari del sistema nervoso centrale. Concorderebbe anche con
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Iosservazione della comparsa di agglutinine dopo I'iniezione di preparati
arsenicali, in quanto che questi determinano la trasformazione negli or-
gani interni, dei tripanosomi in forme cicliche.

A favore di questa seconda ipotesi sta anche il fatto che (malgrado
la comparsa del potere agglutinante) il potere litico del siero permane
durante le crisi; non solo, ma esso ¢ intensissimo al momento della ricom-
parsa dei tripanosomi in circolo i quali vanno sempre piti aumentando di
numero sino alla morte dell’animale, momento in cui essi raggiungono
spesso cifre iperboliche.

Se fossero ora le lisine a determinare la improvvisa scomparsa dei
tripanosomi dal torrente circolatorio, perche i tripanosomi tornano se le
lisine permangono? e non solo tornano, ma aumentano continuamente
di numero malgrado aumenti di pari passo il potere litico del siero.

Dalle presenti ricerche non ¢ tuttavia agevole rispondere soddisfa-
centemente a tutti 1 quesiti che si possono affacciare per dimostrare vera
una delle due ipotesi enunciate. Resta in ogni modo dimostrato il fatto
che nel sangue circolante di cavie tripanosomiate si ha una comparsa ci-
clica di tripanolisine e tripanoagglutinine, le quali ultime si rinvengono
soltanto nei periodi in cui i tripanosomi sono, per un motivo qualsiasi,
assenti dal torrente circolatorio.

RIASSUNTO

Si dimostra come nel sangue di cavie tripanosomiate si abbia una
comparsa ciclica di tripanolisine e tripanoagglutinine e come queste ulti-
me si manifestino soltanto nei periodi in cul 1 tripanosomi sono assenti

dal torrente circolatorio.

SUMMARIUM

Ostendit Auctor in caviarum trypanosomiatarum sanguine trypanoly-
sinas et trypanoagglutininas cyclice apparere; trypanoagglutininas autem
tunc modo cum trypanosomata absint a sanguineo, quem dicimus, circulo.

Roma. — Istituto di Sanita Pubblica - Laboratorio di Batteriologia.
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