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Umlnlmln allo studio dei rapoorti tra 1 contenuto fn lipoidi del siero

e reazione del Wassermann

per il dost. PAOLO ALESSANDRINI,

Le ipotesi sulla natura fisico-chimica dei processi intimi che si svolgono nella

reazione del Wassermann sorsero fin da quando si vide che allestratto acquoso
del fegato sifilitico si poteva sostituire non solo Pestratto alcoolico di questo, ma
anche del cuore di cuvia. La sostanza che avrebbe la paste fondamentale nella reazione
sarebbe cosi un lipoide. Le ricerche ulteriori tentarono d’identificare ancora meglio
questa sostanza, che non sarebbe altro che lecitina giacchs, come dimostrd il
Porges, la lecitina del eommercio per lo pilt nella reazione di Wassermann puod so-
stituire l'antigene sifilitico; siccome perd, come ha messo in rilievo il Bang, la le-
citina del commercio & per lo pit una miscela di varie sostanze appartenenti al
grappo dei lipoidi, si comprendono i risultati delle ricerche di Sachs ed Altmann
che poterono sostituire estratto di fegato sifilitico con oleato di sodio, del Leva-
diti e Yamonouchi, che ottennero gli stessi risultati con glicosaurocolato di sodio,
del Fleischmann con vasellina. Tutle queste ricerche concordano in un fatto di
fondamentale importanza teoretica: che cioé la reazione di Wassermann non & una
yeazione specifica, vale a dire che il virus sililitico non entra direttamente nella
reazione. Cid non toglie valore minimamente al suo significato diagnostico, come
si volle dapprima eredere, giacchd le statistiche dimostrano Juminosamente la co-
stanza tra la reazione positiva e la presenza di manifestazioni luctiche in atto o
di affezione latente e la reazione negativa e Passenza dell’aflezione. Non entra nel
spondenza.

nostro tema il discutere qui le eccezioni apparenti o reali in questa cor

In vgni caso, ammesso che Pazions dei Hipoidi «i possa identificare con guella del-

lestratto acquosu del fegato sifilitico (fatto non ancera sicuramente stabilito), la

veazione (i Wasserroann  verrebbe a dimostraze che gli ackdi grosa o i fosfatidi
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negli organi normali e patclogici si trovano in combinazioni diverse, giacché [}
stabo sicuramente dimostrato che Pestratto del fegato normale non ha affatto le
proprietd del luetico nella reazione. Nel fegato normale forse j lipoidi sarebbero
combinati in un modo pilt stabile cogli elementi del tessuto, sicché non passereb-
hero nell’estratto.

Senza voler entrare in discussioni teoretiche che non hanno rappotto colle mie
osservazioni sperimentali, aceennerd solo che le numerose ricerche di questi ultimi
anni hanno dimnstrato che i lipoidi in genere, © pitt zpecialmente la lecitina, hanno
una grandissitua buportanza come fattori immunitarii, 1l meccanismo con cui en-
trano in giuoco nel processo delPimmunity & ancora molto discusso; & perd univer-
salmente riconosciuto il rapporto tra quantitd di lecitina de! sangue e stati infet-
tivi o tossici. Il Petit ha fatto appunto notare che le tossine sono in grado di
combinarsi a forti quantity di lecitina in rapporto direttamente proporzionale alla
loro azione neurotossica. Anche il Wassermann ha dimostrato che il veleno del te-
tano viene legato dal tessuto nervoso. T stata da vari autori dimostrata Pavidita
che ha la tossina difterica per la lecitina, infine il Calmette ha dimostrato Paviditd
che hanno i bacilli tubercolari per la lecitina ed ha rilevato che nel sicro dei tu-
hercolosi circola una grande quantity di questa sostanza.

Rimaneva a stabilire il contenuto dei lipoidi del siero nei vari stadi dell'infe-
ziome sifilitica e parasifilitica. Dalle ricerche del Peritz risulta appunto un aumenbo
dei lipoidi non solo nella sifilide ma anche (ed anzi in modo pit manifesto) uelle
forme parasifilitiche; in base a ¢id Pautore cerca di lumeggiare in modo originale o
felice il meccanismo di produzione di queste forme morbose.

Se da una parte lo studio dei rapporti quantitativi di queste sostanze tra
Pindividuo normale e Vindividuo affetto da forme sifilitiche e parasifilitiche ha una
importanza grandissima dal punto di vista teorico, la difficolts del dosaggio di
questi corpi viene a diminuirne il valore pratico.

Il metodo pit adoperato ¢ il dosaggio quantitativo del fosforo dei varl estratti,
eterco, alcoolico e cloroformico: il Peritz auzi hia potuto dimostrare che il fosfatide
che & in forte aumento nel sicro dei luetici, tabici ¢ paralitici passa quasi esclusi-
vamente nell’estratto alcoolico. Si comprende che questo metodo ha un valore re-
lativo, perché, oltre a detcrminare solo il gruppo dei Lipoidi che mnella classifica-
zione del Thudicun:, va sotto il nome di fosfatidi, non determina i singoli elementi
di questo gruppo, ma u’intiera serie di sostanze, in cui il fosforo & anche ine-
gualmente diztribuito; cosl, mentre esistono dei monofosfatidi, quali ad esempio,
lu lecitina, la mictina, esistono anche difosfatidi, quali per es. T amido-miclina
l'amido-cefalinga, ecc.

Si & cercato allora di determinare in altro modo la lecitina, che sembra il co-
stituente che entra in special modu in giuoco come meccanismo di difesa nei pro-
cessi infettivi-tossici: ed il Calmette ha proposto recentemente un mezzo basato sul
potere attivante che ha la leciting nell’emolisi per veleno del cobra. Queste formerebbe
celia leciting una combinazione, il cosidetto « lecitide », il quale haun forte potere emoli-
tico. In base a questo principio si potreblero rilevate el sioro delle traccie minime
di Tecitina ed il Calmette & riuscito a dimostrare con i un forte awmento del con-
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tenuto in lecitina nel siero dei tubercolosi, La determinazione avviene in base al
calcolo della gquantita di siero {(inattivato per U ora a 58%) che bisogna agoiungere
per avers emolisi ad wn'emulsione di corpuscali rossi di cavallo lavati, tenuti in-
sieme ad una quantith costante di veleno del eobra, tale che da sola non determini
emolisi.

Il Cahuette per dare un maggior valore pratico alla reazione, senza adoperare
guantith diverse di siero, ha rilevato che 0.5 cme. di siero d’individuo normale ag-
giunto ad uea emulsiope di emazie di cavallo lavate (1 cme. al 5 %) 9.5 di so-
lazione di veleno del cobra all’l: 5000 noy sono in grado di determinare emolisi, mentre
la stessa quantita di sicro d’individui tubercolosi in nna forte percentuale sarebbe
in grado di attivare un tale processo, di agire ciod da complemento.

Scopc delle mie ricerche ¢ Vapplicazione di questo metodo non solo per deter-
minare il rapporto ira infezione luetica e paraluetica e contenuto in lecitina del
siera, ma anche per studiare parallelamente il comportamento della reazione del
Wascermann e Pintensith deila reazione del veleno del cobra. A tale scopo era in-
dispensabile trovare un modo per potere stabilire le varie intensitd della reazione,
come si fa colla reazione del Wassermanu; 10 ¢ possibile adoperando colla stessa
quantitdh di emulsione di emazie e di veleno del cobra quantitdy diverse di siero. I
controlli indispensabili per mettermi al sicuro da eventuali errori sono due: uno
per dimostrare che il siero da solo, indipendentemente dal veleno del cobra, non
determini emolisi delle emazie, ed un altro atto a dimostrare che il veleno da solo
non riesce emolitico. Quando le emazie datano da alcuni giorni talora si verifica
entolisi anche in tali condizioni: in tale caso ho ripetuto le esperienze con emazie
fresche.

Il siero & stato inattivato per mezz’ora a 58°, secondo Pindicazione del Cal-
mette, processo per cui verrebbero ad esserc distrutti gli acidi grassi o saponi,
che talora, indipendentemente dalla lecitina, possono attivare il velenc del cobra.

Senza ripevers per i singoli cast i controlli, riferisco lo schema in base al quale
ho eseguito le reazioni.

Esperienza,
Provetta
i 2 3 4 i 5
: cme. -
SITO . v e e e 0.5 0.1 0.05 0.01  0.005
Soluzione di veleno del cobra 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
1/5000

Emulsione di emazie di ca- 1 1 ) 1 1 1

50/
vallo al 59

Soluzione fisiologica . . . . . Fino o 3 cme.






ondrolll.

. Provetta

i 2 3 3 b W
16 13149

BIOSD o o e e e e e e e s 0.5 0.1 . 005 0.01 1 0.005

So'nzions di veleno del e)bru .. i .. . .. .. ¢.5
] 5000 ) ) :

Fmalsione di emazie di e ! 1 ' 1 ; 1 : 1 1 : 1
vallo al 59,

Soluzione fisiolosien o o v v - Fmo a 3 cme.

Le provette venivano tenute in termostato a 37" gradi per due ore e poi ve-
mvano messe in ghiacelaia, secondo le indicazioni del Calmette. S8i cousiderava
come tempo massimo della reazione 24 ore, in capo al quale tempo si scrivevano
i risultati. Talora abbiamo potuto gonstatare dopo solo qualche ora un inizio
di emolisi anche nella provetta n. 1 della serie dei controlli {sivri ewaolitici termo-
stabili?), ed allora scrivevamo il risultato prima che Pemolisi progredisse ulterior-
mente nei tubstti delia seconda sarie. Costante nente abbiamo constatato nelle provette
delia prima seric una reazione Jecroscente dintensith dalla provetta 1 alla 5:
vale a dire una proporzionalitd della reazione alla quantith di siero adoperato.

Le mic o servazioni siriferiscono a 52 casi, di cni 40 con reazione di Wagsermann
positiva, e 12 con reaxione negativa Per stabilire un parallelismo tra intensita della
reazione di Wassermann e reazione della lecitina, ho adoperato il seguente criterio:
Quando nella seric delle provette dell’esperienza si aveva emolisi fino alla provetta
n. 5, mentre nei controlli non s¢ ne aveva affatto, o solo una traceia nella pro-
vetta n. 1, chiamavo la reazione « massima » (+ + + +); se nella prima serie
si aveva cmolisi fino alla quarta provetta, mentre nella seconda si verificavano le
condizioni suddette, chiamavo la reazione <« fortemente positiva » (+ - +); se
fino alla terza, « di media intensith » (|- +}; se fino alla seconda « debolmente po-
sitiva » (-+); se nella provetta 1 si aveva intensa emolisi, mentre nei controlli si
aveva solo traceia, parlave di reazione « dubbia » (); se invece la rcazione man-
cava sia nella prima, che nella seconda serie del'e provette, o si comportava ugual-
mente, patlavo di « reazione negativa » {(—).

Riferisco ora sistematicamente { risultati delle mie ricerche raggruppandoli se-

condo Fintensita della reazione di Wasscrmann.

TaBsLLa N, 1. — . cazione di Wassermann —.
I azione della feeltina, Reazione della lecitina.
1. Paziento N . . . . . 7. Paziente B . . . . - +-
2, 1. 0. . ... EEERTEN 8. Id. K. ...- -t
EN Lt B..... - 9. 1d. 8. —
a. td. Koo - 10. Td. Zoo. -
b L oo ¥ 1l. 1d. 8o -

6. 14 | 12, 1d. ... G
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Lrati doiba sucspoaa tabella, mon si possono trarre speciali conclusioni,

Dl ru
giacehdé nei casi in vui ssmbra specialmente in contrasto la reazione di Wassermann
eolla reazions della leciting, non si trattava di individui normali ma, per esempio,

nel caso n. 2, di una grave tubercolosi, e nel caso n, 12 di una gravissima anemia

perniciost e mentre nella prima forma gid Calmette ha dimostrato la frequenza
delaunento del contenuto in lecitina del siern del sangue, non esistono osservazioni
che dimostrino come si comporta il siero a tale ricuardo nei casi di anemie pri-
mitive o scenndarie, Mareano anche osservazion’ nei casi di nefrite (caso n. 4).

Pit dimostrativi mi sembrano i roperli con reazione di Wassermann positiva.

TapELLa N, 1L — Reazione di Wassermann .
Reazons della lecitina, Reazione della lecitina.
1. Puziente F . . .. . — 6. DPaziente F .. . .. b
2. 1d. M ... — 7. Id. ... + 4+ +
3. 1d. R..... 8. Id. B..... + 4 +
4. id. AL oo — 4 1d. r..... —
5 1 K....: 4 10. Id. . B —

Dalla precedente tabella risultercbbe, che tra reazione di Wassermann e rea-
gione Calmette non esiste corrizpondenzi, caleolando perd, con una certa approssi-
mazione il parallelismo dei valori, possiamo affermare che discordanza esiste spe-
cialmente in tre casi (5, 7, 8). In due si trattava di una tuhercolosi polmonare, ed
in uno di una lues epatica. Non possiamo dire se la reazione stesse in rapporto
volle malattie sunnominate ; ad ogni modo i due casi di tubercolosi stanno appunto
in accordn colle osservazioni del Calmette.

PapeLra N, TII. — Reazione di Wassermann - e
Reazione dell fecibing. Reazione della lecitina.

1. DPaziente ¥ . . o . - §. Paviente B .. . .. 4+ +
9. 1d. H..... ++++

2 Id. E.. .. + 4+ +

3. Id, M..... + 10. Id. W.....

4, 14, R ... .. - 11, Id. S oo e —_
i Id. M. .. A+ 4+ 12, Id. P..... +
6. 1d. (SN — 13. Id. P —
1. Id. M. RN

In questa tabella risulta ancora pit In discordanza tra le due reazioni c, nono-
stante caleoliamo cutze approssimativamento corrispondenti le reazioni -+ |- - @ le -},
troviamo che la reazione defla lecitina si comporta completamente diversa in sette
casi (53 %), B degno di menzione i1 fatto, che nel caso n. 5 o n. 9 in cui la
reazicne era fortemeuts positiva, si trattava di una forma di sifilide epatica e di
una cirrosi. Questo fatto ¢ tanto pit notevole, quando si considert la parte che
gpotterebbe, secowdo aleuni, al fegato mnel metabolismo dei lipoidi.

TapELLy N, IV, — Reazione di Wassermann + +

Reazicne della [eeitina, veazione della leeiting,

. Paziente A1, . . . . — 7. Pasente I . . . . . -+
2 L. B..... 8. 1d, ¢ ... —
3. Id. P .. 9. i V..... -
4. Id. . . 10 L. M. + + +
5. Td. R . 5 Lo 1L 1d. ... —
6. 14. I
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Dalla suesposta tabella risulta evidentissima fa maneanza di yualunque yaralle-
listio tra le due reazioni. Su 11 casi si possono considerare solo due casi corri-
spondenti (cirea 18 94} : nel caso n. 5 si trattava di una tahe, e nel n. 10 di una

irite luetica.

Tasrria N. V. — Reazione 4i Wuassermann + 4+
Reazione della lecitina, Reavione della Jecitina.
1. Paziente K . .. . . 4+ + 4. Paziente H .. . .. —
2. Id. B..... — 5. Id. a ... .. —
3. Id. L.... —_ 6. 1d. K..... +

Anche pitt manifesto ¢ il disaccordo tra le due reazioni, nei casi di reazione di
Wassermann di massima intensith. Nell’unieo peziente in cui abbiamo.una reazione
della lecitina abbastanza intensa, si trattava di un caso di nefrite eronica ; & inte-
régsante notare questa coincidenza col caso di nefrite della tabella n. I.

Dall’esame complessivo di tutti i casi con reazione di Wassermann positiva (40),
calcolando col sistema del” Calmette (vale a dire non graduando Y intensitd della
reazione), troveremmo reazione positiva in una buona percentuale (60 %); cid
conferma le ricerche del Bauer e Lehndorft e del Beyer di controllo alle esperienze
del Calmette. Le nostre ecsperienze perd, autorizzano ad una importante conclu-
sione : la sostanza che mel siero dei luetizi determina la deviazione del complemento, non
& certo lu stessa che uttiva il veleno-del cobra nella sua azione emolitica (lecitina, se-
condo il Calmette).

“Anche il Peritz nelle sue ricerche, ha trovato che non vi & corrispondenza
diretta tra intensitd della reazione di Wassermann e contenuto in lecitina del siero,
e, nonostante abbia riscontrato un forte aumento dei lipoidi nel siero d’individui
affetti da forme sifilitiche e parasiﬁlitiche, ha osservato il fatto, in apparenza para-
dossale, che, dopo le iniezioni di lecitina, la reazione del Wassermann, prima
positiva, pud diventare negativa.

Tutte queste osservazioni trovano la loro spicgazione nella teoria emessa dal
Bang a proposito del meccanismo della reazione del Wassermann. Kgli pensa che
il lipoide non & Panticorpo sifilitico, ma & intimamenie con esso combinato; per
azione dell’antigene (acido oleico ?) viene scisso il lipoide dall’anticorpo e questo si
cambia cvl complemento.

Se Pipotesi di Calmette (che ciod la reazione del veleno del cobra sia specifica
per la lecitina) trovera ulteriore conferma, noi per mezzo di tale reazione combinata
colla redgzione di Wassermann, potremmo stabilire delle leggt sui rapporti tra wati-
corpi sifilitici e lipoidi ad essi combinati.

Liosservazione da me fatta che, quanto piit & intensa la reazione del Wasser-
mann, altrettanto & piu rara la raazione del Calmette, non savebbe in contraddi-
zione ¢olle ¢onsiderazioni suesposte; infatti si potrebbe pensare, che quanto €
maggiore la quanlitd degli anticorpi circolanti, altrettanto ¢ maggiore aftinith di
questi per {a lecitina, ed allora il veleno del cobra non potrebbe piu combinarsi

a questa sostanza per formare 1 « lecitide ».
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Per portare un contributo alla risoluzione dolla questione ho fatto la seguente
esperienza di controll:: invece di adcperare soluzione di veleno del cobra all’ 1: 5000
Pho adoperato in soluzione all’ 1123000, avendo determinato preecdentemente che
anche una tale soluzione, senzd aggiunta di siero, non era in grado di emolizzare
le emazie di cavallo. Allora ho constatato il fatto interessante, che e reazioni, che
prima erano riuscite negative, rella sceonday prova erano cuasi tutte pid o meno
intensamente positive, come risalta dafla seguente tabella.

fapeniy N VI - leazione di Wassermann - + 1 oy
Reazsne del cobra Reazione del cobra
all’1/3000 #11"1/3000

i Dazionte B8 . e et — 4+
2. I, T — as
3. 1d. H oo o e e e e 4o
4, Id. P B — —
5, Id. JC o e e e e e - 4

Cid dimostrerebbe un anlagoriemo ira Panticorpo sifilitico ed il veleno del cobra
r ispelto all’affinita per {2 lecitina; Uaffnild sembrerchbe proparzionale alla concentra-
sione dedle relative soslanze.

Lo studiv aceurato di questi rapporti, come ure sul valore della reaxione di
Calmette, & aneora in via di esume, ¢ sard argomento ai un'ulteriore pubblicazione.
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