9. Leonardo LILLO. — Sull’anatossina difterica adsorbita con fosfato di
alluminio.

Riassunto. — L’A. ha esaminato I’attivita dell’anatossina difterica ad-
sorbita con fosfato di alluminio secondo il metodo di Holt. A tale secopo ha
inoculato cnque gruppi di venti cavie con dosi scalari di anatossina adsor-
bita e guattro gruppi con anatossina semplice, Ha tenuto gli animali in
osservazione per 40 giorni e dopo tale periodo 1i ha inoculati con tossina
difterica.

Dall’esame dei risultati & giunto alla conclusione che l’anatossina ad-
sorbita & innocua ed & circa 200 volte piu efficace dell’anatossina semplice.

Résumé. — LA, a examiné 1’activité de 1’anatoxine diphtérique
adsorbée par le phosphate d’aluminium suivant la méthode de Holt, A cet
effet, il a inoculé einq groupes, chacun de vingt cobayes, avec des doses
oraduelles d’anatoxine adsorbée et quatre groupes avec l’anatoxine simple.
Il a tenu les animaux en observation pendant 40 jours, et apreés cett: période
il leur a inoculé de la toxine diphtérique,

Aprés examen des résultats, il a conclu que 1’anatoxine adsorbée par
la méthode ci-dessus indiquée n’est nullement dangereuse et est 200 fois
plus efficace que l’anatoxine simple,

Summary. — The author has examined the activity of diphtheria ana-
toxin adsorbed on aluminium phosphate according to the method of Holt.
Five groups of twenty guinea pigs were injected with graded doses of adsor-
bed anatoxin and four groups with ordinary anatoxin. After 40 days obser-
vation the anima's were injected with diphtheria toxin, The results show that
the adsorbed anatoxin is innocucus and about 200 times more effective than
ordinary anatoxin,

Zusammentfassung. — Der V. hat die Aktivitit des von Aluminium
phosphat adsorbierten Diphtherieantitoxins nach der Holtmethode gepriift. Zu
diesem Zweck hat er 5 Gruppen zu je 20 Meerschweinchen mit Sca'endosen
von adsorbiertem Antitoxn und 4 Gruppen mit einfachem Antitoxin geimpft.
Die Tiere wurden 40 Tage lang unter Beobachtung gehaiten und hernach
mit Diphtherie - Toxin geimpft,

Durch die Priifung der Ergebnisse kommt der V. zum Schluss, dass
das adsorbierte Antitoxin unschadlich und ea, 200mal! wirksamer als das
einfache Antitoxin ist.
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Da quando Ramon indico nell’anatossina difterica il miglior mezzo
per l’immunizzazione attiva contro la difterite, una serie infinita di stu-
diosi si & occupata di ricercare i metodi piu idonei per accrescerne il potere
immunizzante.

L’importanza di queste ricerche consiste nel fatto che — come giu-
stamente osserva 1 BoUSFIELD (!) — € molto facile proteggere un 909, di
bambini, ma sono gli ultimi 10% circa (soggetti relativamente refrattari)
che devono destare il nostro interesse a svilupare profilattici assolutamente
superiori, poiché probabilmente questo 10% corre il maggior pericolo d’in-
fezione se non viene sap.entemente immunizzato.

Cosi, partendo dal comcetto — espresso da RamoN (2) — che la rea-
zione di flocculazione puo denunciarci facilmente e senza possibilita di
errore il valore antigene dell’anatossina, si é cercato di produrre anatossine
che avessero un numero sempre piu elevato di unita floceulanti per eme.;
in tal modo — specialmente mediante opportune modifiche del terreno di
cultura — fu possibile ottenere anatossine contenenti anche 40-50 U.F, per
¢cme, Se non che ricerche di vari AA. — fra cui PriceE (3) in Germania e
Cianming (%) in Ttalia — misero in evidenza che il potere immunizzante del-
I’anatossina non: era sempre in diretto rapporto con il numero di U.F. in
cssa contenute; d’altra parte Povirzky ed Eisner(5) dimostrarono che si
poteva ottenere una dissociazione fra potere antigene e potere flocculante;
difatti, tenendo a temperatura ambiente uh’anatossina a cui avevano ageiun-
to del fenolo, videro che questa perdeva quasi completamente il potere im-
munizzante, mentre il titolo flocculante rimaneva pressoché immutato.

Contemporaneamente perd a tali ricerche, se ne svolgevano altre di-
rette ad aumentare 1’attivitd dell’anatossina mediante 1’adsorbimento. Le
sostanze adoperate a questo scopo furono principalmente in un primo tem-
po D'allume potassico e poi 1’ortoidrossido di alluminio preparato secondo
il metodo Cy di WistirrER (6). L’anatossina cosi adsorbita fu denominata
A.P.T. (Alum Precipitated Toxoid).

Prigge (7) afferma in base a prove sperimentali che l’aggiunta di
allume all’anatossina la rende 110 volte piu attiva, mentre da ricerche di
Basupierr (8) risulta che 1’anatossing adsorbita con ortoidrossido di allu-
minio & 250 volte pil efficace deli’anatossina semplice,

Ma molte difficoltd si presentano per la preparazione di un A.P.T.
avente un potere antigenico uniforme (Hownr (9). Tali difficoltd derivano
principalmente dalle nostre limitate conoscenze in merito alla sua esatta
composiz.one, al meceanismo per cui il tossoide difterico precipitato, som-
ministrato nella forma di A.P.T. dimostra una maggiore attivitd ed alla
influenza delle impurezze sulla risposta dell’organismo. Le variazioni secon-
tlo GLENNY (10) sarebbero prodotte dalla diversitd nei metodi di preparazio-
ne dell’A.P.T.: il tipo di terreno usato, la quantitd aggiunta di allume po-
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tassico e la susseguente preparaziome e il lavaggio del precipitato che sono
fattli in modo considerevolmente diverso nei diversi laboratori,

Per ovviare a questi inconvenienti, Horr (1!) ha cercato di preparare
un nuovo profilattico avente « un’attivita di immunizzazione almeno uguale
a quella dello A.P.T., di qualitd superiore ed avente una costanza di com-
posizione che prima non si poteva raggiungere ».

Egli aveva notato che tanto 1’idrossido di alluminio puro quanto il
fosfato di alluminio puro precipitavano il tossoide antigene; ma, mentre il
fosfato di alluminio precipitava solo le proteine, 1’idrossido di alluminio pre-
cipitava pure peptoni ed aminoacidi dando luogo ad un vaceino di attivita
molto variabile — anche se apparentemente di composiz.one costante — e che
poteva anche provocare delle reazioni di earattere non specifico (12).

Partendo da tali premesse, Holt prepard un campione di fosfato di
alluminio puro con quantita equimolecolari di cloruro di alluminio e fosfato
trisodico, in modo da produrre una sospensione di fosfato di alluminio di
g mgr. per ecme. A questa sospensione aggiunse una quantita di tossoide pu-
rificato e concentrato contenente 50 U.F. (umitd flocculant?) e laseid la mi-
scela a riposo per 24 ore. Il successivo esame del preparato mostrd che nel
liquido sovrastante non vi erano tracce di tossoide, che invece era tutto nel
deposito, separato per centrifugazione. Chiamd questo prodotto P.T.A.P.
(purified toxoid, aluminium phosphate precipitated). Prove sperimentali ne
dimostrarono 1’efficacia in quanto era sufficiente 1 U.F. di P.T.A.P..
diluito in 1 eme. di NaCl, inoculato alle cavie, per produrre una solida im-
munitd — e la stabilitd, poiché, conservato in ghiacciaia per due anni, man-
teneva intatto 1l potere immunizzante, ed a temperatura ambiente in un
anno perdeva solo il 10% delle U.F. in esso contenute, [I’A.P.T. invece
¢ instabile ad una lunga conservazione (Harrriey 13)]; risultati ancora mi-
oliori (tanto da poterlo adoperare come standard) si ottengono conservando
il tossoide purificato ed essicato e sciogliendolo al momento dell’uso con una
sospensione di fosfato di alluminio puro preparato di fresco.

D’altra parte l'inoculazione del preparato a bambini ed adulti Schik
positivi non ha dato lnogo a reazioni degne di nota.

Successive ricerche sperimentali dello stesso A. accertarono che 1’op-
timum di sopporto minerale da aggiungere al tossoide purificato per avere
una produzione massima di antitossina nelle cavie & di eirca mgr. 2,75
d: fosfato di alluminio per ciascuna iniezione adoperando 1 Lf. di tossoide
e facendo 2 iniezioni a distanza di 14 giorni;se invece si pratica una sola
iniezione, bisogna aumentare considerevomente la quantita di fosfato di al-
luminio per avere una buona risposta immunitaris.

Tali risultati furono confermati da Pousrierp (14) il quale, immuniz-
zando dei bambini con una sola iniezione da 0,5 c¢cme. di un P.T.A.P. con-
tenente 10 Lf. di tossoide per emec. e dosi sealari di fosfato di alluminio
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(ﬁn@ ad un massimo di 15 mgr. per cme.), trovd che, aumentando la quan-
tita di fosfato di alluminio, aumentava la percentuale di bambini che di-
venivano Schik negativi. Lo stesso A. (1) poi ripetendo la reazione di Schik
a dei bambini che erano stati immun.zzati 2 anni prima con 2 iniezioni di
anatossina precipitata con fosfato di alluminio, trovd che se il fosfato era
stato aggiunto in quantita sufficiente (almeno 3,6 mgr. per eme.) il 100%,
di bambini si mantenevano Schik negativi,

In base quindi alle ricerche finora eseguite, Horr (15-16) crede di po-
ter concludere:

@) «0,5 — 1 unita di anatossina danno la risposta massima nelle
cavie € 1 — 2 unitd sono con ogni probabilitd sufficienti per la profilassi
nell’nomo, quando vengono unite con 5 mgr. di fosfato di alluminio ».

b) 11 P.T.A.P. ¢ un vaccino profilattico di composizione esatta e
di attivitd antigene esattamente riproducibile che, contenendo la quantita
ottimale di sostanza attivante ci permette di usare la quant:td minima di
antigene purificato.

¢) 11 P.T.A.P. ha un potere immunizzante circa 1.000 volte mag-
giore di quello dell’anatossina bruta,

L’importanza di queste conclusioni non ha bisogno di essere messa in
evidenza; e, poiché la loro conferma potrebbe indurre a sostituire vantag-
giosamente 11 P.T.A.P. alla comune anatossina nella pratica della vacecina-
zione antidifter.ca, ho voluto saggiarne [’innocuita ed il potere immuniz-
zante mediante prove sperimentali nelle cavie tenendo anche presenti le nor-
mi vigenti sul controllo di Stato dei vaccini antidifteriei, A tale scopo ho
cercato di confrontare il potere immunizzante di una comune anatossina dif-
terica avente una dscreta attivita antigene e 42 unitd flocculanti per cme.
con un P.T.A.P. contenenti 10 mgr. di fosfato di alluminio e 20 U.F, per
cme. Ho adoperato 9 gruppi di 20 cavie ciascuno; ai primi 4 gruppi ho imo-
culato rispettivamente 0,5 - 1-2-5 e¢me. di anatossina difterica, agli altri
o gruppi 0,01 - 0,05 - 0,1 -0,5 - 0,5 ¢cme, di P.T.A.P.; il P.T.A.P. inoculato ai
primi tre gruppi era diluito in soluzione fisiologica fino a 0,5 ¢me. Dopo 40
giorni venivano inoculate alle cavie 100 dmm. di tossina difterica eccetto
che per 1'ultimo gruppo al quale invece vennero inoculate 1.000 dmm. di
tossina. I risultati sono riassunti nelle tabelle che seguono:

ANATOSSINA DIFTERICA

| Quasiiii _ s Sopravvissute

| . . . Morte ; : orte per

I : Cavie | di anatossina . Cavie Tossina | Chgir.

! Gruppi | . et per malatlie . . intossicazione et :
ii inoculate ic[llnti)'::rilrl:;::a v Bfeplanyy residue | inoculata difterica conl (;:l;:iﬁn bi d?el::i‘"‘f es:eg:zla
!

? 1 20 0,5 ce. - 20 1100 dmm. | 19=95%/,| 1=>59/, —

| 2 20 | 1 ce 4 16 » 14=288Y/, | 2=12¢/, i

| 3 20 2 ce. 3 18 » 13=T73%/, | 6=27%/, —

| 4 20 | 5 cc 1 19 » 3=160/, | 4=210/, | 12=639,
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S S
2 Sopravvissute
. Cavie { uantita orte per Cavie Te ssi : Mor.ta per
Gruppi | inoculate dl:m o(.:z::tf‘ in:::(::::nti residue in;cs:]l:?a mtgfﬁs:iz;:ne conloii:;iurhi ds:e:::?r ::ég:zia
53 20 0,1 ce. —_ 20 (100 dmm.| 18=90°/,| 2=10°/, —
6 20 0,5 ce. -— 20 » 2=1 0“/‘0 8:400/0 10:500;0
7 20 0,1 ce. 2 18 > — 6=33%, | 12=679/,
8 20 0.5 cc. 2 18 » — 4=22%, 14=T8%/,
9 20 0,5 cc. 2 18 1000 dmm. —_ 8=45%/, | 10=>55%/,

Le cavie sopravvissute dei gruppi 5-6-7-8-9 furono tenute in osservazione
per altr; 3 mesi, trascorsi i quali, vennero riinoculate con 100 dosi dmm. di
tossina difterica. Sopravvissero senza alcun disturbo locale tutte eccetto le
due del gruppo cingue per le quali si notd un’infiltrazione edmatosa nella
zona di inoculazione. Li'immunizzazione provocata dal P.T.A P. si era pereid
mantenuta intatta, anzi era stata rafforzata presumibilmente dalla tossina
iniettata 40 giorni dopo.

Nel corso dell’esperimento si poté notare come le cavie, tenute costante-
mente in osservazione e pesate regolarmente ogni settimana, non manife-
stassero alcun segno di sofferenza e crescessero regolarmente di peso; solo
le cavie dei gruppi 8-9 e — in misura minore — quelle del gruppo 7 pre-
sentarono un nodulo infiltrativo nella zona del sottocutaneo dove era stato
inoculato il P.T.A.P.; tali noduli si assorbirono molto lentamente ¢ furono
ben tollerati; qualeuno di essi manifestd scarsi segni di reazione infiamma-
toria, nessuno per altro accennd ad evolvere verso una forma suppurativa.

I noduli che si formano quando vengono inoculate delle anatossine pre-
cipitate spiegherebbero il maggior potere immunizzante di tali anatossine
in quanto 1’antigene verrebbe liberato ed entrerebbe in circolo molto lenta-
mente, costituendo per .l’organismo uno stimolo promulgato. Bousfield
osserva che 1”.neapsulazione e 1’occlusione del profilattico rispetto ai sistemi
cireolatorio e linfatico certamente avvengono con buona rapidita e il pro-
filattico cosi racehiuso non porta pin aleun contributo di utilita; quindi ap-
pare probabile che solo la porzione di tossoide precipitato che & vicina alla
periferia della prima reazione infiammatoria viene utilizzata per un’azione
prolungata e percid il dosaggio in Lf. necessario per fornire uno stimolo &
estremamente piccolo. :

Per spiegare questo fenomeno ZiroNI (17) riferiva delle ricerche di
Magrassi il quale, inoculando in piu volte (7 cirea), nello stesso punto della
cute, minime quantita di anatossina (la somma delle quantita somministrate
non superava 1/50 circa di U.F), riusciva ad ottenere nelle cavie « una pro-
duzione di antitossina superiore a quella di dosi 1000 e persino 100.000 vol-

" te piu grandi inoculate una sola volta nel sottocutaneo ». In base a tali ricer-
che Zironi pensava che le piccolissime dosi di anatossina inoculate, agendo
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sulle stesse cellule, in un primo tempo facessero insorgere uno stato iniziale
di immunitd e poi scatenassero una forte reazione da parte delle cellule
divenute ipersensibili e iperattive, '

L’anatossina di Holt agirebbe con lo stesso meceanismo : essa si libere-
rebbe lentamente dai granuli del fosfato di alluminio e si fisserebbe in parte
sulle cellule circostanti; una piccola parte arriverebbe attraverso i linfatici
alle linfoghiandole viciniori ed una quantitd ancora minore passerebbe nel
sangue. Tali piccole quantitd di anatossina in un primo tempo sensibilizze-
rebbero un limitato numero di celiule, poi, eontinuando ad arrivare ad esse,
scatenerebbero la produz.one di anaticorpi.

CONCLUSIONI

In base alle ricerche da me eseguite, mi sembra di poter trarre le se-
guenti conclusioni:

1) I! P.T.A P. si puo considerare innocuo e generalmente non da forti
reazioni generali o loeali. I piecoli noduli che si formano nel punto di inocu-
lazione potrebbero provocare nella vaceinaz.one umana un qualche fastidio,
ma nel corso degli esperimenti non hanno mai manifestato alcuna tendenza
ad evolvere verso forme suppurative.

2) Dai risultati ottenuti i1 P.T.A.P. appare 200 volte circa piu attivo
dell’anatossina difterica.
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