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Riassunto

P. Bellavite, P. Dri, G. Berton e G. Zabucchi
(Jn nuovo test difunzionalitàfagocitaria basato sulla misurq della procluzione di anione superossido (Or). I.Principi
generali ed esecuzione
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L'ingestione e I'uccisione dei microorganismi da parte dei granulociti richiede la cooperazione di svariati sistemi umo-
rali e cellulari. Fra questi diversi meccanismi sono esaminati in particolare quelli deputati qlla opsonizzazione e quelli
coinvolti nella attivazione metabolica leucocitaria che accompagna laJàgocitosi. Vengono inoltre elencati i diJètti di

funzionalità fagocitaria conosciuti in patologia umana. La diagnosi di taliforme morbose si basa su una serie di inda-
gini laborotoristiche che però, data la loro alta speciolizzazione, non sono alla portota di tutti i laboratori. In questo

lavoro yiene descritto un metodo semplic'e per la valutazione della funzionalitìt Jagocitaria basato sulla misura quan-

titativa rlel superossido (05) prodotto dai granulociti. Il-test, che si applica su sangue intero, consente la diagnosi dei

difetti cti opsonizzazione e di attivazione metabolica leucocitaria e presenta notevoli vantaggi rispetto agli alti metodi

che esaminano gli stessi fenomeni biologici.

Summary

P. Bellavite, P. Dri, G. Berton and G. Zobucchi
A new test for phagocytic function that measures superoxide anion (O, ) production. I. General principles ond
method
LAB, J. Res. I-ab. Med., VII, 1,67-76, (1980).

Phagocytosis is one of the main defenses against bqcterial infection. Ingestion and killing of bacteria require the co-

operation of both humoral factors ond granulocytes. Among the humoral factors, opsonins are particularly impor-
tont in aicling granulocytes in taking up bacteria. On the other side, thefunctional integrity of granulocytes is required

for the clearqnce of invading microorgonisms. A review of a variety of human diseases known to be related to pha-
gocytic disorders is presented. The diagnosis of such disorders is al present performed by means of sophisticated tests

that cannot be done in every laboratory. We describe in this paper a simple and rapid testfor the evqluation oJ'pha-
gocyticfunction based on the quantitative meesurement of superoxide anion (Or)generated by granulocytes. The as-

say is performed on whole blood and allows the cliagnosis of defective granl,locytefunc.tion. The advantages with re-

spect to other method employed for the assessment of phagocytic fune'tion are also discussed.

I fenomeni biologici coinvolti nella funzionalità fagoci-
taria dei granulociti

l-a principale funzione dei granulociti, o leucociti poli-
morfonucleati (PMN) è costituita dalla fagocitosi. Essa

è uno dei più importanti meccanismi di difesa contro le

infezioni batteriche. l-a fagocitosi avviene attraverso
varie fasi, costituite da a) contratto tra cellula e particel-
la da fagocitarie, b) inglobamento, c) uccisione e/o di-
gestione del materiale ingerito t-+.

[-a fase del contatto è preceduta da un movimento atti-
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vo del fagocita verso la particella. Tale fenomeno è

chiamato chemiotassi s-7. Alla fase del contatto segue
quella dell'inglobamento, che consiste nella emissione
di pseudopodi da parte del fagocita, i quali circondano
la particella da fagocitare, si congiungono e saldandosi
tra loro danno origine a una vescicola detta fagosoma.
Perchè la fagocitosi si compia e indispensabile che il fa-
gocita riconosca il materiale con cui è venuto a contat-
to: questa capacità di discriminare dipende in gran par-
te da fattori umorali, cioè da sostanze che rivestono la
particella da fagocitare e permettono che questa venga
riconosciuta dal fagocita tramite recettori presenti sulla
plasmamembrana. L'azione di queste sostanze è detta
opsonizzazione. L'effetto opsonizzante è esercitato da:
a) anticorpi specifici che si legano con i determinanti
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antigenici della particella estranea, b) frazioni del com-

plemento, attivato dal frammento Fc dell'anticorpo le-

gato all'antigene o attivato attraverso la via alternata'

che costituisce un meccanismo importante di opsoniz-

zazione, efficace in particolare per materiali verso cui

non esiste un'immunità specifica 8-t r.

Subito dopo la fagocitosi, i granuli specifici ed azurofili

si fondono con il fagosoma e le proteine granulari sono

scaricate direttamente sulla particella fagocitata' Alcu-

ne di queste proteine sono di per sè battericide o batte-

riostatìche, come ad esempio il lisozima,la lattoferrina

e le proteine cationiche;altre, ad attività enzimatica' so-

no utilizzate per la uccisione, la digestione e la degrada-

zione della particella fagocitals tz-t+.

Un meccanismo molto importante per l'uccisione dei

microorganismi dipende dalla produzione di acqua os-

sigenata. ln presenza di I-e Cf la mieloperossidasi dei

gr-anuli ur.rràfili può utilizzare I'H:Oz per uccidere i

6utt.ri rs-r6. L'attività battericida viene anche esplicata

direttamente da molecole altamente tossiche quali i ra-

dicali tiberi dell'ossigeno prodotti durante I'attivazione

metabolica delle cellule messa in moto dalla fagocitosi
r7. E'quest'ultima funzione dei granulociti che interessa

in moào particolare I'argomento di questo lavoro e che

descriveremo qui di seguito.

Quando opportunamente stimolati da particelle fagoci-

tabili o da sostanze solubili che interagiscono con la

plasmamembrana i fagociti rispondono con una mar-

cata attivazione del metabolismo cellulare' Oltre che da

particelle come batteri, polistirolo, zimosan opsonizza-

io, immunocomplessi aggregati, tale fenomeno può es-

sere indotto anche da detergenti, anticorpi antileucoci-

tari, fosfolipasi c, alcuni acidi grassi, forbolo-miristato

acetato, frammenti di complemento, callicreina, iono-

fori, citocalasina E, ioni lantanio, ioni fluoruro, endo-

tossine, N-formil metionil peptidi' I principali eventi

che caratterizzano I'attivazine metabolica sono: a)

aumento del consumo di ossigeno, b) aumento della ve-

locità di ossidazione del glucosio attraverso la via del-

l'esoso monofosfato, c; àumento della produzione di

HrO,, di anione superossido (Oi) e di altri radicalilibe-

.i rr+). lali.venti sono tra loro strettamente correlati: si

ritiene che il contatto con I'agente stimolante induca

I'attivazione di una 'NADPH ossidasi" cellulare la cui

attività è responsabile della riduzione dell'O, a O1 e

quindi ad,HOre della formazione di NADP- rr'r{'

L'attivazione della ossidazione del glucosio attraverso

la via dell'esoso monofosfato è causata dail'aumento
del rapporto NADP'/NADPH, aumento dovuto sia

all'attività della stessa ossidasi, sia alla.attività del ciclo

del glutatione, impegnato nella degradazione del-

I'H 202 prodotta in eccesso. Uno schema riassuntivo di

tali interrelazioni metaboliche è rappresentato in Figu-

ra l.

Indicazioni per l'esame della funzionalità fagocitaria

Data l'importanza della fagocitosi come meccanismo di

difesa aspecifico e specifico, difetti nei meccanismi di

attivazione e/ o di funzionamento dei sistema fagocita-

rio descritto sono alla base di grave diminuzione nella

capacità di difesa dalle infezioni. Lo studio della fun-

zionalità fagocitaria è quindi necessario nella pratica

clinica nei casi di pazienti che presentano infezioni ri-
correnti e in cui si sospetti l'esistenza di un deficit fun-

zionale della fagocitosi.

Tab. I - Classi/iru:ione lisiopotologit'a dei dijetti di /unzionalitit./ago(itoria

DIPENDENTI DA FATTOBI UMORALI

Difetti di opsonizzazione (v. Tab ll)
Difetto di fattori chemiotatticì
Presenza di inibitori della chemiotassi

DIPENDENTI DALLE CELLULE

Difetti di chemiotassi a lrvel o ce L a'e
Difetti di ingestione
Difetti di d€granuraz otre
Cat e nza d I m r eloperss,idas
Difetti dr attrvazrone metabolica (v. Tabella lll)
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Poiche i meccanismi coinvolti nel sistema fagocitario

sono molto complessi, anche i fenomeni patologici pos-

sono essere dovuti a difetti che si trovano a diversi livel-

li. Schematicamente, la diminuzione di funzionalità fa-

gocitaria può dipendere da: a) difetto nei sistemi umo-

iali coinvolti nella formazione di fattori chemioattici

e/o opsonizzanti, b) anomalie a livello cellulare che

rendono i granulociti incapaci di attuare I'uccisione dei

microorganismi con cui vengono a contatto' La Tabella

I riassume le condizioni che possono essere alla base di

deficit di funzionalità fagocitaria. Per una trattazione

completa si rimanda a rassegne specializzate : - ri'15 :6'

Qui consideriamo in particolare i ditètti di opsonizza-

,ìon. . quelli che sono associati ai meccanisrni cellulari

che portano alia attivazione metaboliu-a'

Una diminuzione della capacità opsLrnizzanie del nla-

sma è stata descritta in caso di ditètrl cLìng-niti 
" 

ac qui-

siti di frazioni compiementari ed anche in 3§str';l;z-trÌì3

con altre situazioni para-fisioloeiche o pai'-'11$l;h3 ---- '

Un elenco delle condizioni in cui è :lata i-::l'-srr:-; -la
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1'al:. ll - Corulizioni in cui è stqto dinrostrato un diletto nella <apaL'iru,,pt,,nt:
:ante del plasrna

Delicit di C4
Deticit di C3
lpercatabolismo di C3
Disfunzione di C5
Deficiti di C7
Neonati
Artrite reumatoide
Lupus eritematoso sistemico
Ustioni gravi
I nfezioni

(27)
(27-30\
(31,32)

(33)
(34)

(35-37)
(38)
(3e)
(40)
(41)

anomalia deì potere opsonizzante è riportato in Tabella
II. Nella maggior parte dei casi riportati, il materiale
utllizzato per le prove di opsonizzazione e lo zimosan.
Le anomalie dipendenti dalle cellule sono riportate in
Tabella IIL I difetti primitivi sono più rari, ma caratte-
rizzati da una maggiore gravità di manifestazioni clini-
che conseguenti alÌa caduta del potere di difesa dalle in-
fezioni. Un accenno in particolare merita la malattia
granulomatosa cronica dell'infanzia (CGD), che ò la
sindrome paradigmatica dei difetti di funzione fagoci-
taria legati ad anomalie del metabolismo ossidativo
leucocitario. Tale grave malattia si manifesta con ricor-
renti episodi infettivi a carico della cute, der linfonodi,
dei polmoni e di aÌtri organi interni e spesso porta a

morte i pazienti già in giovane età. Essa è dovuta ad una
anomalia ereditaria della funzione dei PMN i quali, pur
inglobando normalmente i batteri, hanno una scarsa o
nulla capacità di uccidere i microorganismi fagocitati.
in particolare quelli catalasi-positivi, come stafilococ-
chi, E. coii, Serratia marcescens.
Caratteristicamente, il metabolismo leucocitario nella
CGD mostra una totale assenza di stimolazione respi-
ratoria in fagocitosi, di produzione di H;O,e di O ;+r-+r,.

lab. III - Conli:ioni in cui è stuto tlirttostrqto utl lilt'ttotli uttri\'ù:u)nr l1tLtu-

holica dai gruttultx iti

A. PRIMITIVE (difetto totale)

Malattia granulomatosa cronica (e sue varianti)
Delicit di G6PD con <di 5olo di attività residua

B. ASSOCIATE ALLE SEGUENTI CONDIZIONI
(difetto di solito parziale)

Periodo neonatale
Età avanzata
Deficienza di glutatione perossidasì
Sindrome di Down
lpotiroidismo
Malnutrizione
Cirrosi alcoolica
Deficienza di ferro
Ustioni
Artrite reumatoide
Lu pus eritematoso sistemicò
Tumori maligni
Leucemie
Radiazioni ionizzanti
Farmaci : corticosteroidi

sulf amidici
fenilbutazone
colchicina
tetraciclina

C. ALTRE OSSERVAZIONI ISOLATE:

Le forme secondarie di deficit metabolico.fagocitario
sono solitamente caratterizzate da un'inefficien za par-
ziale dei sistemi che portano all'attivazione della cellu-
la. Poiche però anche in questi casi è spesso presente
un'aumentata suscettibilità alle infezioni, può comun-
que essere utile al clinico valutare la funzionalità delle
difese fagocitarie di pazienti affetti da varie malattie o
tenere sotto controllo tale parametro durante il tratta-
mento con farmaci potenzialmente dannosi a questo li-
vello (vedi Tab. III).

Metodi di studio della funzionalità fagocitaria e loro
limiti
Per valutare in modo completo l'efficienza della funzio-
nalità fagocitaria, e possibile, anzi è consigliabile, at-
tuare un'ampia serie di indagini che studino i diversi
aspetti del processo fagocitario. I principali test che
vengono ulilizzati sono quelli della chemiotassi in vivo 7

87 o in vitro 7,n8, della fagocitosi intesa come capacità e

velocità di ingestione 8e, della attività battericida 8e, del-
la attivazione metabolica 1e,22,88-e4. Una trattaziene
completa di tutte queste tecniche esula dagli scopi di
questo lavoro; qui sono analizzatiin particolare il signi-
ficato e i limiti dei metodi che si basano sùlla misura dei
parametri metabolici come indice di funzionalità fago-
citaria, in quanto è in tale gruppo che si colloca anche il
metodo oggetto di questo lavoro.
t metodi di itudio dei diversi [enomeni che si verilica no
durante la attivazione metabolica dei PMN sono: a) mi-
surazione del consumo di O2, polarograficamente con
l'elettrodo di Clark o manometricamente con la meto-
dica di Warburg re,22, b) attivazione della ossidazione
del glucosio marcato in C- I e misura della raCO zlibera-
ta 8n-e0, c) misurazione del rilascio di HO:c9n metodi
spettrofotofluorimetrici o colorimetrici 22,er, d) test
NBT (nitro blu di tetrazolio), composto che dai PMN
viene ridotto a formazano insolubile e2-e4. Recentemen-
te anche la misura della produzione di O] è stata usata
nelladiagnosi di CGD 44,er.

I primi tre metodi sono di sicuro affidamento ma non
possono essere adottati nella pratica corrente di tutti i
laboratori per la complessità dell'esecuzione e della
strumentazione necessari o anche perchè Ia maggior
parte di essi richiede I'isolamento dei PMN dal sangue e

1'utilizzazione di un gran numero di cellule, problema
non indifferente in caso di pazienti in giovane età o leu-
copenici. Il quarto metodo, il test NBT, dà per scontato
che I'NBT viene ridotto dall'Ol a formazano; questo
composto viene osservato al microscopio in forma di
zolle intracitoplasmatiche oppure viene misurato spet-
trofotometricamente. La piÌr semplice variante del test,
consistente nella conta microcospica delle cellule "NBT
positive", può servire come test di screening puramente
orientativo ma richiede in ogni caso una conferma dia-
gnostica con altre metodiche. Il test NBT quantitativo,
consistente nella misura spettrofotometrica del forma-
zano generato nel corso delf incubazione di leucociti
con o senza I'agente stimolante in presenza dell'NBT, è

più preciso di quello istochimico, ma è scarsamente uti-
lizzato nella pratica laboratoristica corrente a causa de-

(42-46)
(47-49)

(sG52)
(53)
(s4)

(55-56)
(57)

(5&60)
(61)

(62, 63)
(64, 65)

(66)
(67)
(68)

(6s72)
(73-75)
(7c80)

(81)
(79, 82)

(83)
(84)

(85, 86)
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gli inconvenienti dovuti alla laboriosità dell'esecuzione:
è necessario, dopo I'incubazione, centrilugare le pro-

vette e poi estrarre il formazano dal fondello leucocita-
rio con vari passaggi in solventi organici. Altri aspetti

che limitano le possibilità cli applicazionc del test NBT
quantitativo sono il fatto che esso richiede I'isolamento
dei PMN dal sangue (ne sono necessari almeno l0 ml),
il fatto che I'NBl- viene ridotto con notevole velocità
anche dalle cellule non stimolate, e il fatto che ie parti-
celle di formazano possono esse stesse venire fagocitate
ed interferire percio con la attivazione metabolica in-
dotta dagli agenti stimoianti usati e2-e6.

Quest'ultimo inconveniente ne ostacola Ia applicazione

ai test di opsonizzazione.

Descrizione del test di misura dell'anione superossido
per l'esame della funzionalità fagocitaria

Il test qui descritto consiste nelÌa misura dell'O.prodot-
to dai granulociti del sangue durante 1a fagocitosi e a ri-
poso.

A) Print'ipi teorit'i e schemi
Le seguenti acquisizioni sono alla base del metodo ela-

borato e più sotto descritto nei dettagli: a) I granulociti

normali producono e rilasciano all'esterno della cellula
grandi quantità di O. quando sono opportunamente
stimolati. Difetti di attivazione metabolica si accompa-
gnano a diminuzione o assenza totale di produzione di

O. e?. b) E'possibile misurare esattamente la quantità
di O, mediante I'introduzione, nel rnezzo di incubazio-
ne, del citocromo c 21,22. Tale composto, che non inter-
ferisce col metabolismo cellulare 22, viene ridotto dal-
I'Ol secondo la reazione:

Fe '*+ citocromo c -l O, *Fe ** citocromo c + O'

Il citocromo c ridotto viene determinato spettrofoto-
metricamente. in base alla differenza di assorbanza tra

550 e 468 nm. Mentre allo stato ossidato il citocromo c

a quelle lunghezze d'onda presenta la stessa densità ot-
tica, con la riduzione si ha un aumento di assorbanza a

550 nm e una diminuzione a 468 nm: la differenza é pro-
porzionale aÌia quantità di citocromo c ridotto. c) Per

verificare quale parte della riduzione del citocromo c

avvenga ad opera dell'O, e quale aspecificamente, é

possibile eseguire dei controlli in presenza dell'enzima
superossido dismutasi (SOD) che, dismutando con alta
velocità I'Ol, impedisce che vada a ridurre il citocromo
c 2r. d) La misura dell'O. può essere utrlizzatacome in-
dice della capacità opsonizzante del plasma. A tale sco-

po viene u;rilizzato lo zimosan come particella fagocita-
bile. Esso infatti è in grado di stimolare la fagocitosi e

quindi la produzione di O. solo dopo essere stato op-
portunamente opsonizzato. La misura del rilascio di

superossido da parte di leucociti stimolati con zimosan

trattato con plasma (o siero) diventa quindi anche un si-

stema rivelatore della capacità opsonizzante di tale
plasma.
La Figura 2 riassume
qui sopra descritti. In

visivamente i fenomeni biologici
essa si nota che l'intero sistema

consta di due momenti londamentali: I ) opsonizzazio-

Z'MOSAN

i/t r n\
(!:à \^p *a

&-l Éq& vfì\,
\3

GRANULOUT'

Fig. 2 - Principi biologici su cui si./ttrulu la misura dellq protlu:ione tli superos'

sitlo tla parte dei grunulociti in presen:u di zimoson oPs()ni;:olo

ne dello zimosan e 2) stimolazione metabolica dei leu-

cociti con produzione di O:.

B) Materiali
Citocromo c, fornito dalla ditta Sigma Chemical Co'

St. Louis, Mo (USA). Preparare una soluzione 2.3 mM
in KRP. Conservata a 4uC é stabile per 2-3 giorni. in
congelatore è stabile per alcune settimane. Superossido

dismutasi (SOD), fornita dalla ditta Sigma, oppure dal-
la Biotics Research Corp., Houston, Tex. (USA). La

soluzione (2.5 mg/ ml, in H:O) va conservata in conge-

latore ed è stabile per diverse settimane. Zimosan A,
fornito dalla ditta Sigma. Prima di essere utilizzato de-

ve essere sospeso in soluzione fisoìogica, bollito a ba-

gno maria per l5 min, centrifugato e risospeso in KRP.

Così preparato si può conservare a 4oC per qualche

giorno. Tampone Krebs-Ringer-Fosfati ( KRP), é costi-

tuito da 2lml di tampone sodio fosfato 0.1 M' pH7.4;
100 mÌ di NaCl0. 154 M; 1 ml di MgCl,0. 154 M e 4 mldi
KCl 0.154 M. Al KRP devono essere sempre aggiunti
glucosio e caicio cloruro alla concentrazione finale di 5

mM e 0.5 mM rispettivamente.

C) Metodi *
La misura del superossido é stata applicata al sangue

umano secondo due metodiche fondamentali: nella pri-
ma. chiamata test "diretto", si ò usato sangue intero,
nella seconda, chiamata test "in due fasi", si è usato san-

gue lavato e si è utilizzato il plasma a parte per I'opso-
nizzazione de llo zim osan.

l) Test "diretto": Con questa metodica si incuba san-

gue intero con zimosan, in presenza di citocromo c. Le

fasi della opsonizzazione e della attivazione metabolica
con produzione di superossido (vedi Fig. 2) hanno luo-
go simultaneamente nella stessa provetta. Cio consente

PLASMA

.ù*
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di stabilire rapidamente il grado di efficienza del siste-
ma fagocitario esaminato nella sua globalità, pur senza
indicare precisamente a quale stadio si trovi un even-
tuale difetto. Inoltre, poiché si esegue il saggio in pre-
senza del plasma, con questo test si puo svelare un'even-
tuale presenza di sostanze inibitrici della fagocitosi.
Poichè è possibile che il plasma causi una piccola quota
di riduzione aspecifica del citocromo c, si esegue un
controllo con SOD: la riduzione del citocromo c osser-
vata nella prove eseguite in presenza di questo enzima
viene sottratta a quella osservata nelle prove eseguite in
sua assenza, ottenendo con cio la quota dovuta real-
mente al superossido.
Esecuzione della prova (vedi anche la Tab" IV):
1) Allestimento delle provette. Per ogni campione di
sangue in esame si allestiscono due provette di plastica
da l0 ml, marcate "A" e "B". La provetta A contiene 1

mg di zimosan e 3 mg di citocromo c, scioÌti in 0.8 ml di
tampone KRP. La provetta B contiene gli stessicompo-
nenti piu 50 pg di SOD. nel caso si voglia avere anche il
dato della attività basale. cioè in assenza di stimolazio-
ne, si allestiscono anche due provette. A' e B'. in cui si

omette 1o zimosan.
2) Saggio. Le provette sono poste a preriscaldare per 5

minuti a 37"C.Il saggio inizia con I'aggiunta di 0.2 ml di
sangue -reso incoagulabile con l0 U/ml di gparina- e

Tab. l\' - Schenta del nteroclo "diretto" per lo rnisuro della prtxluzione rli superossitlo do sangu<'intertt

quindi viene incubato per l5 min. a 37"C, con agitazio-
ne sostenuta (circa 100 colpiimin). Al termine si blocca
la reazione con l'aggiunta di 4 ml di KRP freddo (*
4'C) e si centrifugano ie provette a 2000 g per l0 min.
3) Calcoio del superossido. Sui sopranatanti si misura
la differenza di densità ottica tra 550 e 468 nm (,4 OD
nella Tabella IV). Al valore ottenuto neila prova A
(senza SOD) si sottrae quello ottenuto nella prova B
(con SOD). La differenza di OD tra le prove senza e con
SOD viene moltiplicata per:

5 (fattore di diluizione del saggio col KRP)

0.0245 (coefficientediestinz. pM del citocromo c)

I1 risultato indica 1e nanomoli di superossido prodotte
nel tempo di saggio da parte dei leucociti contenuti in
0.2 ml di sangue. E' opportuno esprimere il risultato in
termini di nmoli di Olprodotte da 106 granulociti. onde
consentire confronti tra campioni di dir ersi soggetti in
esame. A questo scopo viene eseguita una conta leuco-
citaria e una formula.

7l) Test "in clueJ'asi". Nel caso che il test "diretto" evi-
denzi la presenza di un difetto di funzionalità fagocita-
ria, sorge i1 quesito se si tratti di un difetto di opsonizza-
zione oppure di un difetto a livello cellulare. Infatti il
test "diretto" non è in grado di distinguere tra questi

Sangue
+ Zimosan

Sangue
senza Zimosan

n' provette:

Tampone KRP-
Citocromo c 30 mg/ml
SOD 2.5 mg/ml
Zìmosan 10 mg/ml

-- Incubare 5 min

Sangue lntero 0.2 0.2

A

0.6
0. 1

0.1

B

0.58
0.1
0.02
0.1

0.7
0.1

0.2

B'

0.68
0.1

0.02

0.2

-- lncubare 15 minuti a 37C con agitazione --
-- Bloccarè la reazione con 4 ml di tampone KBP freddo (+4"C)

e centrilugare per 10 min. a 2000 g --
-- Leggere la assorbanza (O.D.) dei sopranatanti.

RISULTATI (esempio)

Lettura O.D. a 550 nm:
a 468 nm:

A O.D.:

Differenza A:B e A'-B':

Calcolo O; prodotto

4
(o D.A-B x35fru ):

nmoli O2 /106 granulociti:.'

0.450
0.350

B'

0.440
0.350

61.2 nmoli

76.5

2.0 nmoli

2.5

-Al KRP sono aggiunti glucosio (5m[/) e CaCl 2 (0.5 mM)
t-Nell'ipotesi che la concentrazione di granulociti nel sangue sia di 4000/mm3

Citocromo c, SOD e zimosan sono sciolti o sospesi in KRP lvolumi sono dati in ml
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Tab. Y - S<henta del saggio di ntisura dc,l .supcrossido s<'tttrukt il r(.\t "in du( /utt

no plovette:

Tampone KRP-
Citocromo c
SOD

Zimosan opson:
con plasma Paziente
con plasma controllo

-- lncubare 5 min
a 37.C

Cellule del Paziente
Cellule del Controllo

0.6
a_1

0.58
0.1

0.02

0.6
a_,

0.58
0.1

0.02

0.58
ri. r
o.02

0.6
0.1

0.58
0.1
0.02

0.6
0.1

0.1

0.2

'l
0.2

0.1

0.2

0.1

o:

a_,

o2

,]

o.2

0.1

o.2

0.1

0.2

-- lncubare 10 min. a 37"C con agitazione --
-- Bloccare la reazione con 4 ml di tampone KRP freddo (+4 "C) e centriiugare per 10 min. a 2000 g --
-- Leggere la assorbanza dei sopranatanti

Risultati (esempio.')

O.D. 550 nm:
O.D 468 nm:

A O.D.:

1B

0.450
0.380

0.430
0.390

0.800
0.250

0.400
0.390

0.820
0.260

0.450
0.380

0.430
0.400

0.460
0.390

0.490Differenza A-B:

Calcolo O; prodotto

5(o.D. A-B x-).' 0.0245
6.1 1 00.0

'Al KRP sono aggiunti glucosio (smM) e CaCl2 (0.5 mM)
'.Nell'ipotesi che il Paziente sia affetto da deficit del potere opsonizzante del plasma. Per semplicità n on sono stati riportati i calcoli del superossido pro-

dotto per 10 6 granulociti
Citocromo c, SODezimosàn sonosciolti osospesi in KRPalle concentrazioni di 30mg/ml,2.5mg/ml e 10mg/ml rispettivamente. lvolumisonodati in

ml

due gruppi di patologia della fagocitosi. Con il metodo
"in due fasi" è possibile indagare separatamente la fase

della opsonizzazione (cioè il potere opsonizzante del
plasma) e la fase della stimolazione metabolica dei gra-

nulociti in fagocitosi. Per ottenere ciò si separa il pla-
sma dalle cellule e si esegue il test in due stadi successivi,

di cui il primo consiste nella opsonizzazione dello zimo-
san con plasma del paziente e con plasma di controllo, e

il secondo consiste nella misurazione del superossido
prodotto dai leucociti (vedi Fig. 2).

Esecuzione della prova:
l) Preparazione del plasma e delle cellule ematiche. 2

ml di sangue del paziente e di un controllo sano -resi in-
coagulabili con l0 U/ml di eparina - vengono raccolti
in provette di plastica e centrifugatia 1500 g per l0 min.
Si preleva il plasma, che si userà per l'opsonizzazione
dello zimosan. Il fondello contenente le cellule emati-
che viene lavato 2 volte con 8 ml di KRP ed infine riso-
speso in KRP ad un volume uguale a quello iniziale. Ad
ogni passaggio agitare bene il contenuto delle provette
ed alla,fine contare i leucociti presenti e fare la formula.
Per o§ni provetta del saggio di misura del superossido
si useranno 0.2 ml della sospensione cellulare così

preparata.
2) Opsonizzazione dello zimosan. Lo zimosan viene op-
sonizzato sia con il plasma del paziente che con il pla-
sma di controllo. A questo scopo si sospendono 5 mg di
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zimosan con 0.5 ml di plasma e 4.5 ml di KRP (concen-
trazione finale.del plasma : l0%o), si incuba 20 min a

37oC, con agitazione. Se necessario, si possono effet-
tuare anche diverse diluizioni del plasma e/o diversi
tempi di incubazione. Al termine, le due preparazioni
vengono centrifugate a 2000 g per 5 min., lavate una
volta con KRP e infine risospese con 0.5 ml dello stesso

tampone, ad una concentrazione di 10 mg di zimo-
san/ ml.
3) saggio di misura del superossido. In provette di pla-
stica da 10 ml, si cimentano le cellule del paziente e del
controllo con le due preparazioni di zimosan, secondo
le schema presentato in Tabella V, e si misura Ìa produ-
zione di O: , indice della stimolazione metabolica.
Ogni provetta contiene I mg di zimsan opsonizzato co-
me descritto al punto 2 e 3 mg di citocromo c, sciolti in
KRP, per un volume di 0,8 ml (comprese le cellule, il
volume finale del saggio è di I ml). Le provette "B" con-
tengono anche 50 pg di SOD. La prova inizia con l'ag-
giunta di 0.2 ml di sospensione cellulare, preparata co-
me descritto al punto l. Si incuba l0 min. a 37oC, con
agitazione e, al termine, si blocca la reazione con I'ag-
giunta di 4 ml di KRP freddo (+ 4'C) e si centrifuga a
2000 g per l0 min. Da questo punto il procedimento è

analogo a quello descritto precedentemente per il test
"diretto".
La Tabella V riporta, oltre alle indicazioni per I'allesti-



mento delle provette, anche un esempio-tipo di risultati
che si possono ottenere con il test "in due fasi", nel caso
che il paziente in esame sia portatore di un difetto nel
potere opsonizzante del plasma. Il risultato dimostra
che lo zimosan trattato con plasma del paziente (prove
I e 3) induce una bassissima stimolazione della produ-
zione di O], mentre lo zimosan opsonizzato con il pla-
sma normale (prove 2 e 4) stirnola sia le cellule del con-
trollo che quelle del paziente: queste ultime quindi ri-
sultano normalmente efficienti e il difetto puo essere in
questo ca so attribuito esclusivamente a fattori umorali.
Nel caso invece, il paziente in esame fosse affetto da una
anomalia della fagocitosi a livello cellulare, il diietto si

sarebbe manifestato con una scarsa o nulla produzione
di O. nelle prove I e 2.

Conclusioni
Il test descritto in questo lavoro è stato messo a punto
con lo scopo di ottenere un metodo sensibile, semplice e

attendibile di valutazione della funzionalità fagocitaria
e in particolare dei due aspetti principali di essa, che so-

no I'opsonizzazione e I'attivazione metabolica leucoci-
taria.
L'inadeguatezza delle attuali metodiche di indagine in
questo campo è già stata sopra prospettata. I vantaggi
del test qui descritto rispetto agli aitri metodi possibili
per esaminare lo stesso fenomeno sono molteplici. In-
nanzitutto una importante innovazione sta nel fatto che

si può esaminare nella sua globalità il sistema fagocita-
rio, valutando contemporaneamente e nelle loro intera-
zioni i sistemi umorali e quelli cellulari. Le condizioni
adottate tendono infatti a riprodurre in vitro ciò che av-
viene rz vivo quando nel sangue o nel focolaio infiam-
matorio sono presenti particelle estranee, plasma e

fagociti.
la piccola quantità di sangue necessaria per eseguire il
test "diretto" (meno di I ml) permette di estendere I'uso
della metodica anche a casi particolari come neonati o
pazienti in shock, oppure a casi in cui si voglia gffettua-

1ab. Vl - Conlronto /ruiltt'.\t N BTquontitutit'ot iltt,.stdinrisutu dt'l superrt.t.ti-

lo dt,scritto in qut,sto lut'oro

Test NBT quantitativo Test di misura del superossido

re un "monitoraggio" della funzione fagocitaria con
prelievi successivi nel tempo. Ulteriori vantaggi del no-
stro metodo sono la sua brevità di esecuzione (dispo-
nendo delle soluzioni pronte, o dei materiali liofilizzati
e pronti all'uso, si può portare a termine in una mezz'o-
ra) e la semplicità della strumentazione necessaria (un
bagno termostato, una centrifuga da tavolo e uno spet-
trofotometro), che sono alla portata di qualunque
laboratorio.
L'esecuzione del test "in due fasi" è piÌr complessa, ma si
deve considerare che questa metodica si applica solo nei
casi già selezionati, cioè in cui il test "diretto" ha dimo-
strato 1'esistenza di una anomalia della fagocitosi. Men-
tre quindi il test "diretto" si puo considerare un buon
test di *screening", quello "in due fasi" fa parte di tutta
una serie di indagini tese a definire più precisamente la
diagnosi.
In Tabella VI è riportato in forma schematica un con-
fronto tra il test NBT quantitativo e2 ed il nostro meto-
do. Come si vede, il test di misura del superossido, og-
getto di questo lavoro, si presenta come una valida
alternativa.
Da quanto detto risulta chiaro che il test qui descritto
potrebbe divenire un valido ausilio diagnostico per una
buona parte dei difetti difunzionalità fagocitaria. Inun
prossimo lavoro verranno esposti i primi risultati otte-
nuti con questo metodo sia per quanto riguarda le con-
dizioni di applicabilità e le possibili interferenze, che
per quanto rigua.rda le possibilità di utilizzazione in casi
patologici.

Gli Autori ringraziono il Prof. Filippo Rossi e il Prof.
Pier Luigi Patriqrca per i loro utili suggerimenti.
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