
95. Clelia COLLOTTI-FERRETTI. - L'isolamento in coltura contin ua di 
un ceppo di cellule derivato da Amnion umano (Amnion I.S.S., 
1960). 

Riassunto. - E. dc:::erillo l' is(llmnentu in colluru continua d i un 
Jtum·o ceppo cellulare dcri,·ato da A:nnion unwnn (.\ mnion l. :S.S.). :-=.rmo 
l'i portale le prinripali ramtte,· i ~ l iche morfologiche delle cellule, c sono 
nJesse in rilievo le modificazioni subit e dalle cellule nel corso del loro 
adattamento n lle <·ondizioni di coltura in I'Ìl?'O, in parlicoll\J'c per quanto 
riguarda i mpporli tra cre:::citu s tentata c forte ader enza al ,-ctro e crc>srita 
rapida e mino1·e ndcten7tl a l Y-etro. 

Summary. -··· Thc propagalion in continu ous cullure of n JH' ''" slruin 
o( cells òeri,·ed from human amn ion (.\ mnion I.S.S.) is de~cribetl Hntl 
lhe main m orphoh1gienl dw.racleristirs are repOI'ted. The ehnnges untlr>r­
gone by th e cells durin g t.heir adaplal ion to in 't;itro conditions are 
disrussed, and in purticular , the n~lat ionship belween feeble p:ro''"' h and 
sl rong adherence to tb c glass, and ra,pid gro" l h and weak ndherence. 

Da quando - con lo s,·iluppo dato da EAltLE e coli. ('· ~. 3
) alla tec­

nica delle rotture di tessuto e il contributo di DuLse:cco (4), :Sn-ERTO:" e 
ScnERER (5

) - la coltul'a delle cellule in vìt,-o (coltura di tessuti, come 
abitualmente e improprinmente si dice) ha assunto il suo aspetto attuale, 
molle linee cellulari sono state isolate. Al primo ceppo ottenuto in col­
tura continua. il ceppo BeLa di 0EY (6

), a ltri ne sono seguiti ad opertt òi 
Yari ricel'<~a tori. Così Cu,\'.-;G C) nel ·19M riportò l'isolamento di cellule 
u similepiLeliali n da tessuti umani normali (congiuntiYa , fegato, rene, 
append ice); EAGLE (8

), nel l9o5, isolò il ceppo 1\B da un tumore ulccralo 
umano delle labbra e della lingua; BEnM:AN et a l. (9

) descrissero l ' i."ola­
mento di un ceppo cellulare, m orfologicamente s imile a l cep po HeLa, dal 
J!Jidollo o~seo di un paziente portatore di un cancro polmonare; sucrcs­
sin'l ment c gli s te::;si Aul 01'i (1°) descrissero allri selle ceppi d i cellu le, 
tra loro morfologicamente s imili , isolati da midollo osseo sternale, li qui­
do asci ti e o ca rcinomaloso, liquido plcurico li n fomatoso . .Tono.,.-. (11) ripor­
tò l'isolamento di due lin ce cellu lari da mucosa nasale umana: SYvEnTON 
cl a l. ('2

) d~scrissero l ' i olamenlo di ceppi cr llulari da esofago, palnto. 
fegato e polmone umano. Cellule amniotich e furono usate per la prima 
\'Olia da ZrrcEH cl al. e=') in coltura primnria per la produzione su ,·asta 
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ZJTCJ:: II el a l. (1 5
) ott ennero, ind ipendentemente, da colture primarie di 

Amnion ui1Jano, dt>i ceppi in coltura eontinua: il ceppo FL di FoGH c i 
ceppi .\ J .. \ 2, A 3, A 4, .A 5, A 6, A l di ZrTcEn cl a l. 

In questa nota è descritto l ' isolamento in coltura continua di un 
n·ppo cellulare da colt ura primaria di .\ mnion umano (.\mnion I. S.~.). 

~ fATEIII.\Ll E METODI 

L l' colture primarie sono stat e oltenule :-crOJHio la tecnica di ZrTCER 
cl a l. (15

); unica differenza è s tato l 'uso del terreno basale di EAGLE C6
) 

cuH il 20% ò i siero <li Yitell o in<lltiYat o. Le colture prinwrie sono state fat­
tr in bottiglie ùi 1\.olle, mentre per le subco lture si sono u~al i , oltre alle 
1\oll e, anche tubi rot onùi. Le cellule nm ni nti chl' sono s Ulle tenute in terre­
no basale di EAGLE, con l'aggiunta ·del 20% di siero di Yit ello, fmo al 4° 
lli CSC tli vita in ril1'o: dopo di che il terreno hn~nlc di E.\GLE venne sosti­
tuito ron il (( :\linimum Esseni ia l l\ledium n ~~t-I l o s t c~so EAGLE (17

) e la 
l~~'"centualc di siero portnta g radualmrnt c nl Il)%. In questo terreno le 
rc· llul c sono tuttora mantenut e (poco piìr {li un anno ·di ,·itn in vit1·o). 

Per il trasferimento le cellul e sono ora staccate dal Yetro con solu­
zione d i tripsina Difco (1 :2n0) al 0,06% in soluzione !'alina priva di ioni 
Ca c ~Tg, secondo P ucK (18

) . 

Per l'ossenazione microscopica, le cellule cresciute direttamente su 
,-etrino copri oggetto in tubi di Leighton , sono state fissate in liquido d i 
Houin e colorate con ematossilina-cosina. 

Per la cun·a di crescita e la determinazione dell 'indice mitotico, si 
sono usati ancora tubi quadra ti di Leighton con vetrino coprioggetto. 
Con una sospensione cellularE) contenente circa 200.000 cellule/mi si è 
inoculata una serie di tubi (1 mlf tubo). A inter,·alli di tempo noti, quattro 
tubi erano presi a caso; di questi, due erano fissati <'On Bouin e succes­
sivamente colorati con ematossilina ferrica; sugli a lt.ri due si ·eseguiva il 
conteggio d elle cellule ; queste erano staccate dal vetro con tripsina 0,06% 
(2 mi/ tubo , Hi minuti in t ermostato a 37°); il contenuto dei due tubi era 
quindi raccolto in un solo tubo, nel quale l 'azione della tripsina era arre­
stata mediante l 'aggiunta di 1 ,~ ml d i siero d i vitello; si aggiungevano 
ancora O,t:S ml di Tripanblau (soluzione 'i ,t>%) e si con laYa la sospensione 
in emocilometro (camera di Biirker). Ai tubi preparati per la curva di 
crescita si cambiava il terr eno tutti i g iorni. 

Per le prove di respirazione cellulare, le cellule nnivano seminate 
iu bottiglie di Roux; al 4° giorno, quando la coltura era semiconfluente, 
1~ cellule erano staccate dal Yetro con versene (1'), lavate due volte con 
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lt:rrcno di E\GLt:: pri,·o Ji siero e appo~ilamente n1ouilì cuto (Y . oltre) c 
sospese nello ste~so teneno; le cell ulc erano qui n d i contale in emoci­
tomclro c In sospcn~ione ~;cllu lnre diluila in moùo da contenere 1.000.000 
d! cellule/mi: aliquote tli 2 llll di questa sospensione Yeninmo distribuile 
in Yaschellc di \ Yurburg e il Yolume portato. a 3 ml con il terreno. li 
consumo di Ossigeno era seguito per 2 ore a 37° con il metodo diretto di 
Warburg, usando 0,2 ml di I\Oll al 20.% nel pozzelto centrale della 
vaschctta. Per queste proYe di respirazione gl i aminoacidi essenziali e le 
vitamine, nelle rispctli,·e concentrazioni finali indicate per il u ~Iinimum 

Essential ~Iedium " di EAGLE, erano Jisciolli i.n soluzione alina di llanks 
priva di bicarbonato. Il sistema tampone era rappresentato da Tri!-<i­
drossimelilaminometano c fosfato monopotassico, che Yeni,·ano aggiunti 
81 terrenO in lllotl0 Che la lOrO C.OnCClltraziOllC finale fOSSe, rispettiYn­
mente, O,Oll\I per il Tris e O, OO~nl pe r· il fos fato monopolassico (2°). 

RISliLT.\TI 

Il ceppo di cellule amniotiche qui descritto è stato isolato da una 
coltura primaria di Amnion umano('). Al momento in cui ci è stata con­
segnata, la colturn primaria era in tl" giornata: le cellule, cresciute in 
tappeto monostratificato, awYano coperto tutta la superficie di vetro 
della Kolle e accenm\\·ano, in alcuni punti, a degenerare per soYrapopo­
lazione. Furono quindi sottoposte subito al trattamento con tripsina 
0.06% (lo minuti in lennostato a 37°). La quantità di cellule che con 
questo trattamento fu staccata dal vetro era minima, rispetto alle oellule 
che rimasero attaccate; ciò nondimeno , t1·asferite in una nuova Kolle. le 
cellule die.dero origine a un tappeto pressoch è confluente. rel succes~iYo 
t•·asferimento fu usata tripsina al 0,2o% in Hanks (10 minuti a 37°). Le 
cellule si staccarono dal vetro quasi completamente, risullandone, per 
le due subcolture in Kolle, inoculi piuttosto abbondanti; si ebbe però 
cresci la assai limitata; le cellule degenerarono .e da una sola bottigl io. 
fu possibile recuperare poc.he cellule, con le quali fu inoculata una nuo,·a 
I\olle. In questa, ~ollanlo dopo molto tempo di incubazione comparvero 
poche colonie di cell ule, che mantenevano ancora l'aspetto morfologico 
della coltura primaria: cellule generalmente fusate, alquanto rigonfie 
,-erso la parte c-entrale, non strettamente giustapposte una all'altra, con 
citoplasma chiaro, trasparente; le cellule crescevano in un solo strato 
r· anche nelle colonie non mostravano alcuna tendenza a crescer e su più 

( ' J Ringraziamo il dott. A. Felici. per a''erci corte~emente fornito la colturn rli 
partem.a. 
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Fig. 1 - Coltura di c. amniotiche, fotogrnfntc nel corso del 3° mese di vita m 
vio·o. Nella p:me sinistra della fotografia, la uesc'ita cellulare ha ancora 
l'aspetto morfologico della coltura primaria. A destra in basso una piccola 
colonia, con i car::ttteri morfologici che diverranno propri della coltura sta­
bilita come lihea cellulare. 

Fig. :! - Tappeto semiconfluente di cellule amniotiche (Amnion I.S.S.), foto­
grafate nel corso dell'8° mese di Yita in vitro. Si noti l'aspetto simile a quello 
della colonia a destra, in basso, della fig. precedente. 
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Fig. 3 

Fig. 4 

Figg. 3 e 4 • A~1:-:ro:-; !.S.S . . Aspetto microscopico delle ccl!ule in coltura con· 
tinua. Ematossilin:t fc::rric:t, 8oo x. 



strati. Questa l\olle fu mantenuta. cambiando teneno ogni !l'e giorni, 
fino a che le cellule J clle colonie, che erano JH'ogressi,·amenle aumen­
tale di Yolumc, cominciarono a. mostrare segni <.li sofferenza. La J\olle 
fu allora tripsininata, usando tri•psina al 0,12% in soluzione salina se ­
condo P t;CK, e dala la piccolezza del pacchett o ccllulllre ott enuto dopo 
centrifugazione, c.on la r isultante sospens ione fnrono inoculati solo quat­
tro tubi. In questi dopo parecchi giorni cominciarono a notarsi piccole co­
lonie, del tipo morfologico g ià descritto. Le cellule di uno di questi tubi , 
~tacente con tripsina a l 0,12% (IO minuti a 37°) c trasferite in un alt,·o tu ­
ho, diedero origine in poco rpiù di 24 Qre a una crescita rigogliosa di picco­
le colonie di aspetto macroscopicamente g1·anuloso e microscopicamente 
costituite da cellule piccole, rotondcggianti, con spiccata tendenza a una 
crescita tridimensionale. Nei giorni succ.essivi le cellule si appiattiYano, 
aderendo completamente a l vetro, ma continuavano a crescere ancora 
Yerso l 'intern o del tubo, formando colonie cellulari densissime. Con le 
cell ule di questo tubo, staccate con tripsina 0,06%, f·urono inoculati 
quattro tubi , nei quali la crescita ce llulare aYeYa le medesime caratteri­
stiche: noteYolmente più rapi<.la che nei primi passaggi, aveva perso 
decisamente l 'aspetto di tappeto soLtilissimo di cellule chiare, traspa­
renti, non strellamenle aderenti una ali 'altra, per" assumere quello di 
un tappeto di cellule strettamente a,ttacc<.tle tra loro, d i forma policdri­
ca, meno ch iare e con una certa tendenza a sovrapporsi. 

Quasi contemporaneamente a questo cambiamento verifi catosi nelle 
\ 

colture in tubi, in una Kolle con inoculo cellulare bassissimo, lasciata 
in termostato con cambi occa.sionali di terreno, fu notata, esattamente 
dopo un mese, la comparsa di colon ie macroscopicamcnte ben visibili, 
costituite, microscopicamenle, àa cellule piccole, rotondeggianti , stretta­
mente aderenti tra loro e sovrapposle in più piani. Queste cellule furono 
parzialmente staccate dal vetro mediante ripetuto pipetlamento con il 
t erreno abituale e trasfer ite in una nuova 1\oll e : in questa le cellule 
crebbero rapidamente, mostrando nella stessa bottiglia i due tipi di 
crescita su accennati: accanto a zone di cellule prevalentemente fusate 
non strettamente giustapposte, chiarissime e trasparen ti , si osservavano 
piccole colonie di cellule poliooriche, stretlamenl<' aderenti tra loro , più 
piccole; in qualche campo microscopico, i due lipi cellu lari coesistevano, 
senza un netto limite tra loro (fig. l). 

Al trasferimento successivo (tripsina 0,06%, 10 minuti a 37°) il primi­
tivo aspetto della coltura primaria scomparYe definilh·amente; la · col­
tura presentava i medesimi caratteri già nota li nei tubi: al principio, 
la crescita era macroscopicamente cc granulosa n: e questo aspetto era 
<:loYuto in parte al fatlo che le cellule rimaneYan o a lungo rolondeggian-
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ti. dopo e~~t'r~i nttntTntc nl Htn) . in pnrtc nl falle) che si nmmucchia,·n­
n<• noteYolment e. l l•ntl endt• n tTc::were in pitl ::: trnti vcr:::o l'interno (lrl 
recipiente. Con questi cm·at tcri, compnrsi dopo due mesi c mezzo di col­
tura in ritro. le t't•llule ~ i :::ono mantt' nute fin ora, scppurc la tcndcnzn. 
alla ne:::cita tridimensionnk è ora note,·0lment c ridotta ( fig. 2). 

C.-\ R.\ TTERISTICilE 

Le cellule amniotiche umane dì quc~ t o 11\1 0 \'0 ceppo crescono rigo­
gliosamente nel cc )linimum E::::::ential )led ium n di EAGLE con il H>% di 

f % 
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Fig. 5. - l5togramma dell~ f% dei rap­
porti fra diametro mns~imo la) e dia­

metro minimo (b) dei nuclei. 
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Fig. 6. - lstogramma dei diametri dci 
nuclei. 

siero dì Yitello inattìYato. Sono trasferit e ogni quattro giorni con un 
cambio del terreno al secondo giorno. 

~licroscopicamenle (figg. 3, 4) le cellule mostrano una grande varietà. 
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ùi forma c di gran(kna ; frequenti le Cl'llu lc gif!<~nli. per lo piì1 plurinu­
d eatc , rela ti,·amenlc frcqurn li le mit osi lri- c lr lrapobri. l nuclei in ri­
poso appaiono rolondeggianl i o più o meno OYoidali: dalle misure di 1.00 
nuclei presi a caso in prepnrnti colora li con emol os5 ilina-eosina· si deduce 
che il rapporto tra il diametro maggiore c il ·diametro minore dei nuclei 
,·aria da 1:1 a 1:2,2 (fìg. t>); il d iametro moggiorc misura da 8 a 30 IJ., il 

f% 

30 

Fig. 7. - 1stogramma delle f% 
delle aree dei nuclei. 

diametro minore da 4 a 24 !l (fìg. 6); la superficie dei nuclei misura da 
60 a 330 p.2 (fig. 7). Come s i può rilevare dalle figg. 6 e 7, le curve che 
rappresentano la distribuzione di frequenm dei due diametri e delle su­
perfici nucleari non sono perfettamente simmetriche ma appaiono leg­
germente più espanse verso deslra. 

Nelle condizioni sperimentali sopra ricordate la crescita è logariLmica 
(fig. 8), il tempo di generazione è di circa 3o ore, la frequenza delle mi­
tosi è del 6-7:%. 

n consumo di ossigeno è di t>,o p.l / milione di cellule/ora, cioè dello 
stèsso ordine di grandezza riscon.trato con gli altri ceppi in coltura con­
tinua provati (HeLa, 1\B, PF, Fe). 
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Fig. 8. · Curva di cre.cila di cellule amniotiche in coltura continun. 
y ' . 10' = numero di cellule per tubo, x = ore da ll 'inoculo. 

Co:-;cLusiONE 

In base ai ri sultati ottenuti si può concludere che nell 'isolamento 
del ceppo di Amnion J.S.S. si sono ossen·ute due fasi, nettamente distin­
te una dall 'alti·a. 

La prima, della durata di due mesi c mezzo circa, è stata caralteriz­
zala da una "elocità di molliplicazione cellulare mollo bassa e da una 
fortissima aderem,a delle cellule al vetro, compro,·ata dalla estrema d if­
ficoltà con la quale le cellule si staccavano dal Yetro. In questa fase le 
cellule, molto appiattite e trasparenti, non erano strettamente aderenti 
tra loro, pur costituendo - almeno nei primi passaggi - dei tappeti 
confluenti di crescita cellulare. 

La seconda fase, comparsa i m pro,·visamente nelle colture in tubi 
(più gradualmente per quelle in 1\olle, in quanto le colon ie di cellule 
con il nuovo aspetto si sono SYiluppate nel periodo di un mese) è s~ata. 
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ca ratterizzato .Jn una mngg iore velocità -di moli ipli('nzione, .Ja una molto 
minore aderenza a l vetro (le cellul e si staccan o ora dal vetro con trip­
sina 0 ,06% in pochi minuti a temprralurn ambiente, più rapidamente 
cioè degli altri ceppi in cultura continua tenuti nel nostro laboratorio), 
c da una cresci ta sott o forma <li t<~.ppcto cont.inuo di cellule policdriche, 
strettament e aderenti Ira loro . 

Che le cellule, prima di stabilirsi in coltura continua, passino attra­
,·erso stadi di morfologia e di ,·elocilà {!i accrescimento diversi da qu elli 
finali, è stato r ilevato e descritto anche da altri Autori (2 1

• 
22

). Quello che 
qui sembra in teressante mettere in CYidenza è il rapporto tra cresc.ita 
!:tentata c forte aderenza al vet.ro, da una parte, e crescita relativamente 
rapida e scarsa aderenza al Y<Ctro dall'altra , per la quale le cel lule appe­
na confluite, tendono a staccarsi spon taneamente dal Yetro s tesso. 

Per quanto non manchi nella lett eratura qualche ricerca volta a 
stabilire le mod ificazioni che si accompagnano all'adattamento de Jl.e cel­
lul e alle condizioni di collura in nitt·o (23

• 
24

• zs. 26
), l'Amnion umano, 

per la semplicit à di a llestimento d elle colture primarie, può forse rap­
presPntare un materiale particolnrmente adatto per uno studio del genere. 

Roma - Is tituto Super·iore di Sanità o Lahoratori di Microbiologia. 
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96. A. FELICI e R. VOZZA. - Ricerche virologiche sul t racoma. Dati 
pre:imina ri. 

Riassun to. - Ycngono descritti i risullati otlt> nuti nel corso clell 1· 
n ce•·che condollc sulla malattia lracomatosa dal l O;> i al HlGO. 

Il r•·ogr" mma tlclle rice rche, eseguite in collnbom.lione con il C:e nlro 
Oftalmico lhilè Scllassié I di .\ smara , ha a,·uto come principale obbiet­
li,·o lo studio dci seguenti punti: 

l) lSlllnmcnto ed ide ntificazione dei corpuscoli elementari qunli 
ngenli dcll ' infezione tracomatosa. 

,_ l 
2) Palogenicità per l'uomo e per gli animali di laborutorio. 

3) Concentrazione c puri ficazione dei c or pu:;col i el t> mc n lari . 

1) Ludio della situazione immunitaria nel co•·so della malallia 
naturale. 

t>) Culircm·ione. 

G) Vaccinazione nell'uomo e negli an imali come mezzo per la pre­
venzione c ln cura della malallin sia sperimentale che naltii'Oic . 

Sono slnli i5;olati 7 ceppi di corpuscoli elementari del ,·irus del t m­
coma, capaci di lrasmetlere la malattia sia nell 'uomo che nell <' scimmie. 

so~ pens ioni di corpu:.::coli elementari \' itnli ri:-ultano to::,ichc per il 
topo adullo inoculato endo\'ena. 

E' possibile purificare c concentrare sospensioni greu e di corpu­
scoli clcmcnlnri al punto di oltenere un 'antigene uliliu nbile sin pl'r le 
rèazioni serologir he che pt>r le prove di YOCcinnzione. 

Lo stud io comparativo dei risultati ottenuti con più metotli serolo­
gici ha dimoslroto la superiorità della reazione di microagglutinMione, 
quale metodo per In dimostrazione di uno stato innnunilario (75% circa). 
negli indi\ idui naturalmente in fettati. 

La culircntione eseguita su un note,·olc numero di bambini e g io­
\'ani ha fOf'nilo percentuali <li positiYà Yariabili dul 91 al 76%, o se­
conda òellc fasi di eYoluzionc della malattia. 

Le prove di Yaccinazione, eseguite con ,·accini di d i' ersa ro,.,titu­
zione, acquoso, ad orbito su id•·ossido di alluminio ed emul:;ionalo ron 
coadiuvanti oleosi, hanno dimostrato, in base all 'esame clinico, una evi­
dente nzionc prott> lliva Yer:.::o In malattia sperimentale sia nell ' uomo che 
in una <Ielle due specie di :.::rimmic sensibili , da noi stuùinl.e (C:<'rcopi ­
l l'cu~ gris;eovi •·id is). 



Le proYe di Yacrino-lera pin hnnno dal o nncll.C's:;e r i:-:ultnti fuyoreYoli 
ma il t empo di osscrn:tzione è nncorn troppo lm'YC per pott>r e"primcre 
un parere definitivo. 

S ummary. - Thc resulls of :Sluùie::- ()Il trntomn cnrried out from 
19:.>7 to 1DGO are dcsrribed. Thc wor·k wn' pcl'ftlrlliPd in cnllnboi'Ulion 
"il h lhc Iluìlè Scllassie Ophthnhnir C:cnl l'r of .\ ~mara. ThP pl' inciple 
objecti,·es include<! lhe following il cms: 

1) Isolalion nn~J itlenlificnlion of thc e l clllenltu~· boclil'5 of truco­
rna infection. 

2) Pathogenicily IO\\"Gl'ÙS mnn and lnboratory an imnb. 

3) Concentta lion and puri fì cn ti on uf th e c l cm enl:u·~· bdi-::-s. 

4) Study of 1he immune rcacti on dul'ing nnlurnl illnt.>ss. 

5) Skin reaction. 

6) Yaccination of man nn<.l an imn ls for lhe prFenlion and cure 
of experimental and nnlural infections. 

Se\·Cn Strains Of clemenlary br.dies nf ll'UC011l[l Yil"US were iso)atl"d 
which coulJ transmil lhe disease lo man nnd monke~·s . 

._ uspensions of liYe elementnry bodi cs " ere toxic when inoculated 
intraYcnously to adult micc. 

C•·ude suspensions of clcm cntm·)· bod ies cou ld be purifìeù to gi,·e a 
usable antigen for serological rcact ion~ and ,·accination tests. 

Comparative tests with ,-arious ~c •·ol og ica l mel h od:; showed the 
tlli cronggluti nnlion reaction to be thc besl rr.· drmon:;tml ing a n immu-
111! state (about 75%) in nuturally infccteù indi' idual:;. 

Skin reactions on a lm·ge numbcr d children nnd young people 
~ave a variable perccntngc of po:,ili,·iti es from \I l lo i ) ~'o depenùing 
on the stage of the òisease. 

Yaccination tesls " ere pel'forme{l w il h n1ccincs which had been 
absorbed on nluminium hyd•·oxid(l and entDisifì ed with oil)· eoadjuvanls. 
Clinica! examinations sho,Yetl n signifìcanl protec liYe nction against 
expcrimental infection in man and in one of thc "' o sen:; itiYe species of 
monkey lesled (Cercopitecus griseot·h·i:/is). 

T1'eatment by Yacc inalioll nlso gaYP ffwnrn ble re:-u lt :;. but the time 
of observalion has heen too ~ hOJ·t for ony ùcfìn il e conclusions to 
be drawn. 
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G E:-:ER.\LITA'. 

Il lracoma, inft'l.ionc cronica riconentc della congiunliYa umana è 
diffuso in tuili i continenti. colpendo complc:-::;inllllcnle circa un quinto 
dell'intera popolazione mondia le c mpprc:.cnlando la causa prima di 
disturbi di Yario graùo dellu funzione Yisivn c llcgli annessi oculati. 

Questa malallia cost ituisce, in molli paesi, un vero problema so­
ciale la cui importan7a ha su::,citalo l'interessamento di1'cllo della Orga­
nizzazione ~Iondial e tlclla Sanità c di altre Oq~oninnzioni Internazionali. 
Da alcun i anni il no--tro blituto. CJuale centro nfli'ionnlc per lo studio 
della malattia tracn•nato::a, affiliato aii'O. ~I... •. , ha intrapreso in 
collaborazione con In Clinica Oculislica ùelln l'ni,·cr~ilà di Roma, diretta 
dal Prof. G. B. Bielli, una ~crie di ricerche clinirhc e SJlCI'imeulali allo 
:-topo di pol'la.re un conll·ihulo alln sforzo cnnclol to in allr·e parli del 
lllondo. 

Tali ricerche, iniziate nel 19;)i , sono lutl"ora in fase di s\·ilupp? c 
~nno state s,·ollc e ::-i ::,·olgonu in collaborazione eon due Luboralori pilo­
ta ~iluati uno in .\frit'n sell~ntrionn le . Reparto Oculislico di Tripoli c 
l 'altro in .\h·ica orientale, Crntro Oftalmico di .\~mara 1lirclto dal P1·of. 
P. Guel'ra. 

Yerranno descritti succcs~ivamente i risultati ottenuti nei ,·ari pe­
riodi della ricerca. 

Anno 19.37. - Le ricerche iniziale in questo anno hanno O.Yuto lo 
scopo òi confermare la Yeridicità dell'anenulo isolamento e colth azione 
in ser·i c del vil'us tmcomatoso segna lati da un :\ulore giapponese nel 
J 950 (1). 

Abbiamo a,·uto il rosi detto ceppo Ohuli del ,·irus tracomalo:;o nel 
marzo 1 9~7 . 

Altnn·erso una tecnica particolarmente complicala che non riferia­
mo, in quanto non utile. s i è cercalo di e,·idenziart' l<' lesioni riscontrate 
dall' :\utore, senza però ottenere alcun risultato, pe1· cui si ?-concluso per 
l'assoluta mancanza del ,·iru~ nell'inoculo adoperalo ed ora, epicritica­
mente, sulla assoluta inefficienza della Lerni ca prospettata dall'Autore 
a l fine di coltivare l'ogcnlc della malattia t racomalosa. 

Am10 1958 (3). In questo anno, quando ancom non si era avuta no­
tizia dell'an·enuto i~olamenlo del Yiru~ t racomaloso, ottenuto in 
Cina (2), è sta lo attualo un programma che ha pre' blo: 

1) isolamento del Yiru:: lracomatoso; 

2) produzione di un anlisiero specifico per la dimo trazione im­
munologica del Yirus med iante gli anticorpi nuore!;ccnti. 
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l ) /solam clllo del rints troromatoso. 

l prclic,·i congi untiYnli 5ono slnli wccolli in .\fri ca ~eltentri onale 

t• orientale Ja patienli in fnse acuta della nwlallio. 
li materiale congiunti,·a lc, raccolt o mediuntP g rallamento della con­

g iunt i,·a della pnl prbra s uperiore, vcni'a so:-p<''-0 in liquido di Ilan ks 
cont enente streptomi cina nclln propor1ione tli 200 gamma per cms ed 
inviato per· ,·in ar rrn in luhomtorio (' lllru th rrmo ... refrigcnllo. 

I tentativi di isolame nto, contl olli c·on uo' n embrionale di pollo in 
sesta g iornata di S' iluppo e inocu la te nrl ~acco d el tuorlo, nonchè i ten­
tativi in collure di tessuti umani C{) animali ri"ultarono sempre negativi. 

Gli esperimenli venncr·o not evolmente di !'> turbati da inquinamenti 
batterici e microbici. 

Con materiale tracomoto:so fresco, preleYalo in .\frica sellentrionale, 
si tcnl?> anche l'infezione congiunlivolc di sc immie rhcsus trattate con 
cortisone, alla dose complessiva di 200 mg., :;onnninistrala nei primi 
tre giorni dopo l' inoculazionc. 11 la so cori isonico Ycninl poi mantenu­
to con due iniezioni setlimnnali tla 100 mg. cin,.c·una. 

Non si ebbe nessuna alterazione evident e della congiuntiva della 
scimmia cd il tentativo d i isolament o, ·uct·c ... :;inunenle tentato, dalla 
cungiunli,·a rimasta sana dell'a nimale , in uo'a t•mbrionalc, è risultato 
negativo. 

2) Produ:.ione di un anlls1ero S]>Cci(tco JIC?' la <limostm:.ione immuno­
logica del t•inrs medianL<' gli antico1 pi flrwrrsrcnli. 

Il rn~chialo congiuntiva lc di 100 in<Jh·idui trocoma tosi. sospeso in 
liquido d i Hanks, dopo es ere stat o 'Otl npo::lo o Ire congelamenti e scon­
~clamcnti rapidi, venne n•nlrifugntn a 3.000 !.!llll\ per IO minuti. per 
a llonta nare i re:'idui cell ulnri. Il 'oprnnntan te 't• n ne emulsionalo con 
coadiuvanti oleosi secondo la tecnica di Freund cd inoculat o con due 
iniezioni intramuscolari, a 7 giO'l'n i l ' unn dall 'n llrn, a 4 c-o nigli E' 4 scim­
mie della specie rhesus. l prelic\'i dri ;;: ier·i ,·rnncro eseguili a distanza 
di 2 mesi dall 'ultima iniezione. 

I sieri così ott enuti vennero saggiali su stri ~e i congiunlivali raccolti 
in Afri ca settentrionale, essiccali e disidradali con acetone, prima tli 
essere spediti in scatole r efrigera te per 'in aerea. Per il r i,·elamento del­
l'antigene nelle ce llule, si è lentalo !"impiego d ella tecnica degli anti ­
corpi fl uorescenti secondo il metod o in<lirctlo [pr r la tecni ca vedi (4

)] im ­
piegando, oltre ai due sieri s upposti iperimmuni , anche sieri umani di 
persone affette dalla malati i a nella fa"<' delle m uni festazion i acute. 

I risultati ottenuti , non ~ono stnti facilment e inlerpretabili , in rap-
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porto alla presenza di unn notevole fluorescenza aspecifìcn che ha con­
slantem.ente impedilo la lettura della reazione (5

) . 

Anno 1959 (6
) . In quest'anno si è cercalo di slobilizzm·e nel nostro 

ln borntorio, due ceppi di ,·irus lracomaloso isolati l'uno nello stato di 
l:'raele e !"aliTo nell'isola di G ia,·a. forn itici rispett iYmnenlc dai Dollari 
Hrrnkopf (Tcl .-\Yi,·) c Sie (Djnka.r' la), il primo allo stnlo fluido ed il 
~ccondo liofìlizza to. 

L ' inoculazione nel sacco del tuorlo di uoYa embrionale al 6° giorno 
di SYiluppo, ha deterlllinalo la morte dell'embrione entro o-8 giorni. Gli 
strisc i della membrana del sacc.o del tuorlo mostravano la presenza di uno 
scarso numero di corpuscoli elementari e la mortalità r iscontrata si ag­
gira,-a sul 49%. 

Si è potuto constatare che ambedue i ceppi si s,·iluppnvano meglio 
nelle uova di galline alleYate in condizioni naturali anzichè in uova em­
brionate proYenienti tla alle,·amenti, c ciò è presumibilmente in rappor­
tCJ alla presenza di sostanze antibiotiche usate come fattori di cr·esciln 
uci mangimi atloperati negli alleYamenti. 

In questo periodo si è notato come l ' inoculazione preliminare nelle 
uo,·a di 0 ,2 mg. di acetato <li cortisone, e levasse la mortalità degli em­
brioni di circa il '20%. 

Le ruO<lalilà tec niche preYcùevano l 'impiego. come diluente, del 
liquido di Hanks, e l'uso di un congelatore a - '20° C. Non Yeniva ese­
guilo il congelamento rapido dei materiali, ed il ,·irus, per i successivi 
passaggi, era ra ccolto dalle uo,·a morte. 

In complesso, l 'espel'ienza del 1909 ci ha fatto notare la caprtccto­
silà e l ' incostanza d ei risultati e, in una parola, la difficollà di coltiva ­
zione del Yirus, 

A n no 1960. l\'ell'aprile di quest'anno abbiamo iniziato, presso il la­
boratorio Yirologico dell 'Ospedale Oftalmico Hai lè Sellassiè 1° di Asmara, 
un piano di r icerche allo scopo di por.tare un ulteriore contributo alla 
couoscenza dei problemi viro logici connessi con l'in fezione lracomatosa. 

Tale piano di ric-erche ha previsto inizialmente: l ' isolamento di cor­
puscoli elementari e la successi,·a coltura in uo,·a embrionate di pollo; lo 
slud io della patogenicità, per l'uomo e per gli animali , dei corpuscoli 
elementari colt iYati ; la concentra7.ione c purifìcazionc dei corpuscoli ele­
mentari , al duplice scopo di ottenere una sospensione ulilizzabile nel 
corso della ricerca serologica e nel Lentati,·o di una vaccinazione; lo stu­
dio della situazione immunitaria nel corso della malattia naturale; la 
Yalutazione della utilità di una pro,·a cutanea nella diagnosi .Ji infezione 
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tracomalosa; la valulazion,e d ella innocuilà od effi cacia di vaccini d i dif­
ferente co~tituzione impiegati nella prevrnzione e nella ,·accinoterapia 
della infezione spontanea c pt·ovocata. 

I vari p un li riferiti Yen a nno qui appresso i l lustrati con particolare 
r·iguardo a lle modalità <l i tec nica impiegale. 

Isolamento ed identi{ìca:.ione dei corpuscoli elemenlari qnali agenti del­
l'infezione tmcomatosa. 

La ricerca in tal enso si è svolla , per ragi oni contin genti , in d ue 
fasi d istinte. Dalla ,·alutazion e comparativa dci risultati ottenuti in cia­
scuna di esse, ·caluriscono un insi eme di dali utili per stabil it·e i criteri 
otlimali per l ' iso lamento (]el ,·iru : è per questa ragione che tali fasi 
verranno descritte scparatamente. 

1• Fase. - ::\Ietodi ed apparecchialut·a. 
Congelatore a - 25° C. 
Diluente : (per la raccolta d ei materia li congiunti,·a li e per i succes­

s ivi passaggi d ei sacchi d el tuorlo). 
oluzione fi s iologica con brodo al J 0%, add izionata d i s treptomi­

cina 20.000 ganuna/ cm3
• 

Inoculum: O, 1 cm3 l uovo per la Yia del tuorlo. un 'ora dopo l 'ino­
culazione, per la stessa Yia. <li 0 ,2 mg d i cortisone f uo\'O. 

11 passaggio cieco è s ta to effettuato a dista nza di 6-i gior·ni dalla 
ir: oculazione. 

Risultati: .... ono s ta ti sa ggiati 8 materia li :-;enza oltcnet'P, al /1° pas­
:,.ag:gio cieco, l' evidcn7n d i corpuscoli elementari. 

2• Fa e. - Metodi rd appal'ecc hiatura. 
Congela tor e a - 70° C. 
Oiluenlc : Soluzione PG (1) addizionata di streptomicina 20.000 

f!amma fcm 3
. 

Jnoculum: 0 ,2 crn3 f uo,·o per la Yia (]el tuorlo senzo in oculazi one p~e­
liminare di cortisone. 

Il passaggio cieco è s tato effettualo a l '10° oiorno dali ' inoculazionc 
(congelam ento rapido ·de i materiali: materiale co ngiunti,·ale c membra­
ne raccolte). 

Ri ultati: Tre delle oLio mcmbmne del tuorlo, prccodentemcnle nc­
galiYc ino a l t~o passagg io in uovo, sono ri sultate positiYc per la presen-
2'a di corpuscoli e lementari , a l primo passaggio eseguilo secondo le nuove 
modalità. 

Di quattr·o nuo" i ca i presi in con iderazionc, tr·e sono risultati po­
sitivi a l passaggio d i isolamento ed uno a l secondo passaggio. 
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Diamo ora la descrizion e dettagliata delle modal ità impiegale per 
la scelta dei casi idonei a li 'isolamento c per la coltura successiYa 
del virus. 

Sono slnli steli i ca:;i ton lracomn in fnsc Il c 111 (•) e, sa lvo l'MC ecce­
zioni, casi che presenta::sero l 'e,·idcnza di inclusioni citoplasmatiche nel­
lo striscio cong iunli,·ale. Sono stati preferiti casi mai trattati con anti­
biotici o conwnque casi in cui la terapia antibiotica era stata sospesa 
i o o più giorn i prima del prelievo. 

J1 prel ieYO del materiale è stato effettuaLo presso il laboratorio O di­
rettamente nei villaggi, facendo uso di una spatola metalLica da iride e 
trasferendo metà. del materiale raccolto su piccoli dischi di vetro di 
8 mrn di diametro, che veniquw immersi in 0,5 cm3 di soluzione PGS 
ndùiziona la di streptomicina ; la porzione restonte veniva strisciata su un 
wtrino portaoggetli per il controll o microscopico. 

Il tentativo di isolamento venne fatto su tre uoYa. Le uova venivano 
osservate, dnl t,~-o giorno in poi, due YOlte al giorno ed il passaggio cieco 
,-enìva effettuato da tutte le uoYa che morivano dal (30 al 9° giorno. Al 
10° giorno di incubazione ·tutte le uova rimaste vive venivano aperte e da 
ciascuna di esse YeniYano effettuat i, in caso di mancata evidenza di cor­
puscoli elementari , quattro passaggi ciechi consecu tivi, dopo di che il 
tentativo di isolamento venin1 abbandonato. 

P er la. colorazione degli strisci congiuntivali è stato adoperalo il 
Giemsa (British Drug Bouse); analogamente, per la colorazione degli 
strisci della membrana del tuorlo, è stato usato lo stesso colorante. La 
colorazione di Giemsa è stata preferita in quanto, contrariamente ad 
altri metodi di colorazione, permette dì metliere in evidenza buona parte 
delle evenluali con taminazioni batteriche, da lievi ti o da altri micro­
organismi. 

Il metodo di l;iemsa è stnto impiegato secondo le modalità slandanl. 
Si è però constatato come la lì $Sazione con alcool mctilico risulti tli map:­
gior efficacia quando l'alcool Yiene fatto completamente evaporare e la 
soluzione di Giemsa, preparata nel rapport o 1 :9 in tampone fosfato 
pH 7 ,2 in acqua distillata, Yiene aggiunta sul vetrino completamente 
essiccato. n tempo di colorazione con il Giemsa può variare da un mi­
nimo di 4~' a 3 ore o più; l'eccesso di colorazione in questi ultimi casi, 
viene allontanalo dal successiYo Jayaggio del vetrino, per pochi second i, 
in alcool eti lico assoluto. 

L 'osservazione microscopica è stata effettuata con microscopio Zeiss 
mod. Standard attr ezzato con il seguente corredo ottico : oculare K8x, 
obbiettivo a immersione 100/ l ,2o e lente additiva 1 ,3x. Il potere di riso-

(•) Classifirnz.ione secondo ~le Callan. 
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Juzionr Ji tale microscopio è ottimo e pcrmett~ una chinra Yisualizzn­
zione òei -singoli corpuscoli elementari. ( lei corso dello stud io è stato 
sperimentato l"incfficente potere ri solutivo, ngli stessi ingran.Jimenli, di 
altri tipi <li microscopi e la dclìccntc colorazione oli enutn con alcune so­
luzioni di Giemsa <li altra proYenienza). 

Per i passagg i ciechi e per il passaggio Jei corpuscoli elementari da 
uova infette, romogeneizzazione de11e membrane del tuodo è stata otte­
nuta agitandole in contenitori con palline di vetro. 

Come diluente è stata costantemente impiega tn la solu7ione PGS. 
I•er il pnssaggio del Yirus si è impiegato un inoculum di 0,2 cm3 di una 
sospensione ·1/ '10 della SST (') oO% in PGS. 

AlJ'alto della raccolta delle membrane del tuorlo, supposte infette, 
queste, dopo a,·.erne effettuato uno striscio per semplice impressione, 
sono state trasferite in contenitori, aggiungendo porti egual i di PGS e 
congelale immcdinlamente in alcool assoluto mantenuto a - 70° C. Tale 
congelamento rnpido dell e membt·ane è stato impiegato costantemen.te 
per tutto il periodo della ricerca. 

Per il passaggio in serie d ei corpuscoli elementari sono state im­
piegate esclusivamente membrane del tuorlo raccolte da uova rimaste 
vitali sino al momento della loro apertura. 

Allorchè i ceppi si sono stabil izzati, tutte le uoYa ancora Yive veni­
vano apcrle allorchè si raggiungeva una mortalità di circa il !50%. Le 
membrane raccolle, '10 a W , ,·eniYano consen·ate a -70° C. I controlli 
batteriologici venivano fatti su agar sangue. 

E' slato osservato che la maggior parte del virus muore se l 'uoYo, 
alla morte òell '-embrione , non Yienc raccolto o per lo meno conservalo 
a +4° C; a tale tempenttura l'uoYo può restare ci rca -18 ore senza una 
noleYol e perdita della atli,·ità del Yirus. 

· La coltivabili tà del virus nelle uoYa non è costante, come giudica­
bile e dal numero dei corpuscoli elementari presenti nel campo micro­
scopico e dal periodo di tempo necessar·io per ottenere la più elevata 
percentuale di mortalità tra le uova inoculate. 

Nel ceppo prevalentemente impiegato per le ricerche (Tracoma 3 j 
Asmara/ 1960) (•) ad esempio, si è constantemcnte notata nei primi pas­
saggi (4°, o0

, 6°) una elevata quantità di corpuscoli elementari (vedi foto) 
, la percentual e di mortalità massima delle uova si Yerificava al o0 giorno 
dalla inoculazione. Tale limite di tempo è andato gradualmente spostan­
dosi verso il 6°, 7° ed 8° giorno, e, accanto a uoYa ricche di virus, si sono 

(•) SST = Sospensione del sacco del tuorlo. 
(") Per contraddistinguere i nol:'tri ceppi abbiamo impiegato la terminologia im­

piegata per il virus influenzale. specifìcundo la provenienza del ceppo, l 'a nno di isola­
mento et! il numero di isolamento relativo a tale anno. 
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os:.;en·nte uo,·n in cu i esso era us:::r.ntc o prcscni L' in rclat iYamcntc ~car:;u 
quantità. 

Allo scopo cli ottenere abbonclanti quantiUt di Yirus, è stato neces­
;,ario ricorrere a passaggi roxvicinati facendo uso di materiale proYe· 
niente da precedenti esperimenti, anzichè aumentare la serie dei passag­
gi. Tale modalità è stata anche preferita nella eventualità che i pas­
~aggi succ-essiYi del virus, pur portando acl un maggiore adattamento a l 
tipo di ospite impiegato, potessero, comunque, modificare la constatata 
patogenicità di esso per l'uomo e per un particolare tipo di scimmia e 
ciò in preYisione d i esperimenti di infezione proYocata, Ja condursi in 
t11li soggetti come« challenge n per saggiare l 'efficacia della Yaccinazione. 

)iei primi cinque mesi della ricerca sono stati infatti effettuati soli 
n passaggi in serie. 

La sospensione di corpuscoli elementari da impiegarsi per la ricerca 
sierologica , per la cutireazi on e e per la preparazione dei Yaccini, è stata 
conserYata come SST oO% in PGS a - 70° C. 

:'i el cor so della coltivazione del virus si è notato come spesso l ' em­
brione delle uoYa infette presentasse eviden ti lesioni emorragiche sotto 

forma di petecchie e soffusioni: tali lesioni, comunque, sono state osser­
Yate anche nel caso di infezioni hall-eriche. La presenza eventuale di 
corpu:>c.oli elementari è stata ricercata su vari segmenti del l ' uovo em­
brionat.o (cute, membrana corio-allontoidea, liquido allantoideo ·ed am­
niotico, tuorlo) sempre con risultati negativi. 

L ' identificazione dei corpuscoli elementari isolati, quali agenti della 
malattia tracomatosa, si è basata sulla realizzazione dei postulati di Koch, 
nel senso che una malattia con tutti i caratteri at tualmente riconosciuti 
è eli "infezione tracomatosa d i data recente, è stata trasmessa, con il virus 
coltiYato, in Yolontari umani, con il reisolamento , dalle lesioni patologi­
che congiuntiYali di questi, di corpuscoli elementari con caratte1·istiche 
identiche a quelli utilizzati per trasmettere la malattia; sul reperto di 
inclusioni citoplasmatiche, ritenute specifiche di tale infezione; sulla d i­
mostrazione d i un comune antigene solubile tra il Yirus isolato e i virus 
del gruppo ornitosi-linfogranuloma. 

L'antigene solubile è stato estratto mediante trattamento fenolico 
e potenziato dal riscaldamento, secondo la tecnica di NIGG e HILLE]I[A:-< ( 8

). 

Sono stati impiegati sieri immuni da pazienti con infezione ornitosica e 
da caYie Yaccinate con l 'antige ne solubile del v irus ornitosico oltre a sieri 
di persone con infezione linfogranulomatosa di Yaria data. 
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l'alogcnicitù ]JC7' l'uomo c per gli animali di lau oTaloTio. 

La patogcnicità per la congiuntinl umona, di uno <lei ,·irus isolati , 
è stata saggiata in due soggell i, instillan<lo alcune gocce di una sospen­
sione t\0% in PGS al 4° pa::.saggio. del ,·irus Tracomn 3f.\ 5mara/ 1960, 
avente un titol o di 10- 2

•
5DlC3 0 / 0.2cc. 

EVOLUZIOl'iE DELL'I:.WEZIO:'\E SPERDtE~TALE U~IA:'\A 

Uuo Et/l 7• giorno t3° giorno l 290 giorno 36° giorno 

--
l 

A.A. 15 f+ [+ + l f++P ++ f+ + P-f: + 
Inclusioni: Inclusioni: 
9/30' dubbio 
I5olament.o: Isolamento: 
pos. 1° e.p. ( ") pos. t• e.p. 

ICZ. 12 f + +P++ f+ +P++ f ++ P++ f+ + P++ 
Inclusioni : Inclusioni : 
ll /30' 9/ 30' 
Isolamento: Isolamenlo: 
pos. 1.0 e.p. contaminato 

Yedi foto 
(•) e.p. passaggio in uoYo. 

ll tentativo di isolamento del Yirus e la ricerca dell e inclusioni cito­
plasmatiche nello striscio congiuntiva le, ·eseguite dopo una settimana 
dalla inoculazione, ha dato in e ntrambi i soggetti , risultati positivi. 
Dopo 9 giorni dalla inoculazione. il Yirtls è ::.tato r·eisolato dal caso A. A. 
(il tentativo di isolamento del coso I\ . Z. è stato impedito da un inquina­
mento batterico) : viceversa la r icerca delle inclusioni citoplasmatiche 
ha dato risultati positi,·i nel caso li.. Z. , dubbi nel caso A.A. (Preceden­
temente alla inoculazione spedmentale, le r icerche di inclusioni cito­
plasmatiche cd il tenlati,·o di isolamento di corpuscoli elementari, in 
entrambi i soggetti , a,·e,·a dato risultati negatiYi). L' isolamento del virus 
nel corso della infezione spcl'imentale gi è ottenuto sempre al primo pas­
saggio in uovo. In ambedue i casi la malattia ha a,·uto un esord io acuto 
con edema palpebrale, congestione Yascolare, secrezione mucosa, e mu­
copurulenta ed iprrtrofìa papillare. 
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SCIMJ\llE 

La patogen icità per le scimmie del ceppo di corpuscoli elementari 
Tracoma 3/ Asmara/ lQGO è stata saggiata inslillantlo alcune gocce del 
t>0 passaggio di esso (sospensione !:>0% in PGS) sulla congiuntiva di due 
tipi di scimmia: 3 Ce?·copilecus g1·iseoviTidis e 3 Cynocephalus babuin. 
L'inoculum aveva un titolo di 10- 3 DIU~0 /0,2 cm3 • 

Non sono mai state notate, malgrado il lungo periodo di osserva­
zione dello striscio, inclusioni citoplasmatiche simili a quell e della ma­
lattia umana . L'inizio della malallia non ha presentato c..'lra lleri di acuzie. 

La ricerca preliminare di corpuscoli elementari coltivabili nel sacco 
del tuorlo di uova embrionate, ha dato risultati negativi in tutte le scim­
mie impiegate n-eli 'esperimento. 

Animali di laborato1·io. 

I corpuscoli elementari del ceppo Tracoma 3/ Asmara/ 1960 non 
sono risultati patogeni , al primo passaggio, per il topino adulto allorchè 
inoculato per via cerebrale e endoperitoneale; per il topi no lattante per 
Yia cerebrale e sottocutanea; per la cavia allorchè inoculata per via 
endoperi toneale. 

APPENDICE 

t. - E' stato saggiato l'eventuale polere emoagglulinante di una 
sospensione di virus ottenuta impiegando il ceppo SA1 (gentilmente 
iuviatoci, insieme al coppo SA2, dal dottor E. Murray dell 'Università di 
liarvard , U.S.A.). Tale sospensione di ,virus, concentrata per centrifugo­
zione e purificata mediante estrazione eterea , conteneva in un cm3 l'equi­
valente di 2 ,t> g di sacco. La r eazione condotta impiegando come diluente 
soluzione fis iologica a pH 6,6 ed una sospensione 1.% di emazie lavate, 
ha dato .risultati negativi sia a temperatura ambiente sia alle tempera­
ture di + 4° C e di + 3t>° C, in presenza di emazie delle seguenti specie 
animali: coniglio, topo, Francolinus erkeli, cavallo, montone, pollo, pic­
cione e cavia. 

2. - La tossicità per il topo di una sospensione di virus attivo, è 
stata ricercata per il ceppo Tracoma 3/Asmara/ 1960, paragonando l 'ef. 
fetto ottenuto in tale animale a quello determinato con i due ceppi di 
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.Hm.\)IEXTO DELLA MALATTIA SPEIH~I E:'\TALE ?\ELLE SCnntTE E REPERTI 01 
LABOR.\TOIUO 

t 

' 
Anlnule l Il' Jiorno l~ j;IOIDO 38" giorno 

Cercopitecus Congiuntivite follico- Congiuntivite follico· Congiunthite 
!JTÌSeOl!Ìridis lo re l are r ollicolare 

Isolamento : inquinato Isolamento : positivo al l!!olamento: 
2• p. inquinato 

Inclusioni : assenti lncl usioni : assenti Inclusioni : 
assenti 

Ccrcopìtccu.s Congiuntivite follicola· Congiuntivite Collico· Congiuntivite 
oriscovil·idis re con emorra~e l are follicolare 

Isolamento: posiltvo al Isolamento: positivo al Isolamento: 
1• p. 2• p. inquinato 

Inclusioni : assenti Inclusioni: nssentt Inclusioni: . 
assenti 

Cynocephalus Congiuntivite con pa· Congiuntivite follicola· Congiunthite 
babuin pille e follicoli re lieve follicolare 

Isolamento: posith·o al Isolamento: positivo al Isolamento : 
t• p. ... p. inquinato 

Inclusioni : assenti Inclusioni : assenti lnclusioni: 
assenti 

CynocefJhalus Sano Sano Congiuntivite 
babuin follicolare 

lieve 
Isolamento : negativo Isolamento : negativo Isolamento : 

Inclusioni : assenti Inclusioni : assenti 
negativo 
Inclusioni: 
assenti 

Cyno~ephalus Sano Sano Sano 
babum Isolamento: negativo Isolamento: negativo Isolamento: 

uegativo 
Inclusioni : assenti Inclusioni : assenti Inclusioni: l assenti 

corpuscoli elementari (SA1 e SA2) per i quali è già noto l'~ffetlo letale 
prodotto al seguito della inoculazione endovenosa ('). 

Si è cosi constatato che, analogamente ai due ceppi citati, anche il 
ceppo da noi isolato, inoculato nella quantità di 0 ,3 cm3 di una sospen­
sione tiO% di membrane in PGS, determina la morte del topo dopo 10 
ore circa dalla inoculazione. 
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380 giorno 

Ili co- Congiunthite 
follicolare 

YO al Isolamento: 
inquinato 

j Inclusioni : 
assenti 

Ili co- Congiuntivite 
f o Ili colare 

vo al Isolamento: 
inquinato 
Inclusioni: . 
assenti 

icola- Congiuntivite 
follicolare · 

vo al lsolamen to : 

.i 
inquinato 
Inclusioni: 
assenti 

Congiuntivite 
follicolare 
lieve 

tivo Isolamento: 
negativo 
Inclusioni: 
assenti 

Sano 
ivo Isolamento : 

neaativo 
Inglusioni: 
assenti 

nolo l'effetto letale 

eppi citati, anche il 
cm3 di una sospen­
w del topo dopo 10 
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Concen tra:ion e e 1:,w·ifica:ione dci co1·pnscoli elementari. 

Sono stati sperimentati a questo scopo nl.ri procedimenti basati 
principalmente sulla tripsinizzazione della sospensione d i membrane, 
su centrifugazioni frazionat e, su sostanze adsorbe nti c su sostanze 
(fluorocarbone ed etere) capaci di estrarre i materia li organici presenti 
nella sospensione bruta di corpuscoli elementnri. Per ottenere infine una 
sospensione di corpuscoli elementari, sufficentemente monodispersa, è 
stato sperimentato l 'effetto di onde ultrasonore a Yaria frequenza, ap­
plicale per differenti periodi di tempo. 

.Situa::;ion e ùnmunitaria nel corso della malattia nalto·ale. 

Sono stati raccolti 430 sieri di persone di diYersa età con infezione 
tracomatosa in Yar'ia fase di e,·oluzione. Solo una parte di essi è s tata 
sinora studiata, allo scopo di d eterminare l 'eventuale presenza di anti­
corpi specifici e<l aspecifici relatiYi all ' infezione tracomatosa . 

.-\. tale sc.opo sono stat-e impiegate due reazioni serologiche: la rea­
zione di fissazione del complemento e la reazione di microagglutinazione. 
La prima è stata eseguita utilizzando sia l'antigene solubile del virus 
ornitosic.o e quell o estratto da sospensioni di B. anitmtum (1°), sia l 'anti­
gene Yirale costi l uito da una sospensione purificata di corpuscoli ·ele­
mentari del ceppo Tracoma 3j.\ smaraf 19130 

l\1A TEniA LI E METODI 

.4 ntigene di gruppo o1·nitosico : è sta to impiegato un antigene com­
merciale (Italdiagnostic). 

Anti gene solubile del B. anitratum: è stato impiegato un antigene 
sperimentale gent ilmente preparatoci dalla (( Ttaldiag nostic n. 

Antigene t'ÌTale per la 1'ea::;ione d·i fì ssa::;ione del comr,lemento: 
Sono state impiegate tre sospensioni di corpuscoli elementari , una 

parzialmente purificata e due purificate rispel t iYamenle con Genetron e 
con etere. 

1'\on è stata tilolata l 'attività fi ssante il complemenlo di tali sospen­
sioni in presenza di un siero immune nolo; ma la comparabilità dei va­
lori ottenuti nella titolazione degli anticorpi si è basata sulla utilizzazio­
ne, per i tre tipi di ant igene, di un 'unica sospensione bruta di mem­
brane 50% : la ricchezza in corpuscoli elementari dei tre antigeni è quin­
di da ritenersi anal oga. 

La reazione di fi ssazione del complemento è stata eseguita impie­
gando il metodo a goccia su piastre di plastica con incubazione a fre<ldo 
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per J8h (1 1
). :\ella reazione sono state impiegate ~un; dì complemento c 

4'C dì emolisina 'Y-ellcome. I risultati ottenuti, Yalutatì in rapporto alla 
percentuale di emazie di montone non emolìzzate, sono stati riferiti come 
1, 2, 3, e 4 rispetth·amente per indicare la presenza del 2~. tiO, 'io e ·100 
per cento delle emazie presenti, non emolizzate. 

Antigene viraTe pe1· la Tea:.ione di mic1·oagglutina:.ione. 

A questo scopo è stata impiegata una sospensione purifica­
ta con etere , di corpuscoli elementari del ceppo Tra coma 3/ Asma­
ra / 1960. La diluizione ottimale di corpuscoli, da impiegarsi nella rea- . 
zione, è stata fissata di Yolta in YOlta in differenti preparazioni di anti­
gene, in rapporto al numero di c-orpuscoli presenti nel campo micro­
scopico. Sia un numero eccessiYo che un numero scarso di questi, infatti, 
rèndono meno chiara la lettura della reazione. Dal momento che la Ya­
lutazione dei risultati di questa reazione si basa sul reperto di aggluti­
nati di Yaria grandezza di COrpuSCOli elementari, è necessariO Che la SO­
Spensione Yirale impiegata, oltre che purificata, sia adeguatamente di­
spersa in modo che non si abbiano amrilassi artificiosi di corpuscoli. A 
questo scopo sono stati impiegati con successo gli ultrasuoni con espo­
sizioni di !)' a ·Ph 'V fcm2

• Dopo tale t rattamento gli ammassi preesisten­
ti di Yirus si dissolYono quasi completamente nei singoli corpuscoli 
elementari (1 3

). 

TEC:\"ICA 

Dilnente: Data la precipitazione di sali che si wrifica al momento 
della eYaporazione dei reagenti e che rende parzialmente difficile la let­
t1.Jra dei risultati, viene impiegata come diluente la soluzione · PBS (12 ) 

al oO% in acqua distillata, addizionata di mertiolato alla concentrazione 
finale di ·1 :10000. L'aggiunta di un antisettico si rende nec-essaria per 
preYenire l'inquinamento che facilmente tende a Yerificarsi al momento 
della incubazione a temperatura ambiente dei reagenti. 

A ppa1·ecchiatu1·a : Yengono impiegate delle piastrine di Yetro le cui 
caratteristiche sono dettagliatamente riferite altroYe (13). Per una mag­
gior rapidità di esecuzione della reazione, la distribuzione dei reagenti 
è stata effettuata con pipette di piccole dimensioni dello stesso calibro 
munit-e di t.ettarelle di gomma che lasciano cadere gocce del Yolume di 
0,03 cm 3 circa. 

Durante il periodo di incubazione le piastre che sostengono le gocc.e 
dei reagenti , vengono mantenute in una atmosfera umida, a tenuta di 
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Fig . 1 - Congiu 
giornata dali· 

Fig. 2 - Reazior 
impiegati e 1 
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Fig. I - Congiunti\'ite tr:tcomawsa um:tm sperimentale. Caso K. Z. in Io' 
giornata dall'infezione sperimentale. 

Fig. 2 _ Reazione cutane:t tracomatosa . Risposta comparati\'a dei tre antigeni 
impiegati e dell 'antigene controllo. 



Fig. 3 - Striscio della membrana del tuorlo di un uovo infettato con il 
ceppo di corpuscoli elementari tracomatosi Asmara / 3/ 1960. Corpuscoli 
elementari liberi. Colorazione di Giemsa. 1200 X. 

F ig. 4 - Reazione di. microagglutinazione con corpuscoli elementari tra­
comatosi. Reazione positiva. 500 X. 
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aria, realizzata con una qualsiasi copertura erme t i ca lasciando accanto 
alla. piastra batuffoli di cotone imbentli di acqua. E. ncccssn rio infalti che 
ii YOltune delle gocce non si modifi chi dul'ante il periotlo di incubazione . 

E sEcuziONE DELL-\ nE.\ZIO~E 

Le gocce contenenti le dilui7.ioni del siero in esame, previa­
menle inattiYalo a M° C per 30', vengoM di sposte sulla piastra e 
~u di esse Yiene aggiunta la goccia <lella sospensione di corpu­
::coli elementari. Si la scia incubare per 24h a temperatura am­
bien te. Dopo tale periodo le piastre vengono lasciate essiccare in 
termostato a 37° C. Quando le gocce sono completamente essiccate, la 
piastra viene fissala con alcool metilico e quindi colorata con il metodo 
di Giemsa. Il tempo di colorazione, in questo caso , non deve .essere infe­
riore alle due ore, preferendosi una ipercolorazione degli agglutinati. 
La lettura degli agglutinati Yiene eseguik'l. ad ingrandimenti di 400X. 

Se la reazione è negatiYa, l 'osservazione microscopica lascia solo 
intraYedere uno strato rosato di materiale serico precipitato, sul quale 
sono scarsamente Yisibili i singoli corpuscoli -elementari disseminati. 
Nel caso di una reazione positiYa è netta la colorabilità particolare degli 
ammassi dei singoli corpuscoli elementari i quali , oltre che distinta­
mente colorati, appniono anche di maggior i dimensioni. Negli aggluti­
nati i corpuscoli elementari sono trattenuti nelle maglie di una struttura 
che prende un colore rossastro. I corpuscoli elementar·i appaiono deci­
samente neri. 

Il grado di agglutinazione può esser e tale che non si apprezza più 
lo sfondo di materiale serico precipitato ed il campo microscopico pre­
senta unicamente gli ammassi di virus. In caso di agglutinazioni inter­
medie, lo strato di ma teriale serico precipitato è discontinuo nei punti 
in cui si sono formati gli agglutinali. Questi ultimi tendono, in genere, 
ad ammassarsi al centro della superficie della goccia (Yedi foto). L ' in­
tensità della r eazione Yi ene espressa con numeri arabi da 1 a 4 o con + 
sino a + + + + p·er indicare la presenza per centuale degli agglutinati. 

Di front-e ad un inquinamento batterico, spesso la lettura dei risul­
tati è ancora possibile. t:na Yolta colorata, la piastra può essere osser­
\·ata al micr oscopio anche dopo un discreto periodo di tempo, mante­
nendosi inalterata la morfologia del reperto microscopico . 

Per il laYaggio le piastre Yengono trattate prima con :xilolo, quindi 
con alcool assoluto. Dopo laYaggio in acqua distillata Yengono immerse 
per 10' in acqua bollent e contenent e un detersiYo del commercio . Le pia-
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slrc vengono qu inu i ltwatc in acqua distillala nella qua le vengono lascia­
lr per 2t.~:h. 

Risultati (Tavole 1, 2 e 3). 

I dati sinora ottenuti vengono riferiti con la risen ·a che, essendo il 
numCTo delle osserYazioni fatte ancora scarso, essi possano non rappre-

TAVOLA t 

fii sullnli ottenuti con ~ieri di pazienti con infezione tracomatosa, in presenza di vari 
antigeni e con differenti tecniche di reazione. 

Siero OR AN T~E TRG _::_1::_1 Siero OR AN TRE l TRG l TRX R~A 

_ _ l_ 

201 o o 4 4 3 o 229 o o o o 
202 o o o o 230 o o o o 
203 4 4 2 4 4 2 231 4 2 o o 
204 2 o o o 232 o o o l 
205 2 2 o 4 233 l o o 4 
207 o o o o 234 3 o o 2 
208 2 o o 235 4 o l 4 
209 3 o o o 236 o o o 4 
210 2 l 3 3 4 2 238 o o o o 3 o 
211 4 o l 2 239 4 o 2 o 4 o 
212 4 o 3 3 3 4 240 3 o o o 4 4 
213 3 o o 3 241 2 o 2 2 4 l 
214 l o o o 242 o o o o 2 o 
215 o o o 4 243 4 3 2 4 4 4 
216 o o o l 244 o o o l o o 2 
217 o o 3 o l o 245 4 o o l 

o 4 l 
218 4 2 o o 246 4 o 4 3 4 3 
219 4 o 2 3 3 3 247 4 4 4 o 4 2 
220 4 o 2 4 4 4 248 4 4 4 3 4 4 
221 3 o o o 249 l o o o o o 
222 o o o l 

4 250 o o o o 3 o 
223 o o o o 251 3 l l o 4 3 
224 o o o 2 252 4 3 3 4 4 l 
225 3 o o o 255 l o o o o o 
226 4 o o 3 256 o 2 o o o o 
227 o o 2 o o l 

l 
257 4 o 2 4 4 o 

228 4 2 l o 2 258 4 4 4 4 4 o 

Diluizione del siero 1 :8 Posili\'ilà totale di ciascun antigene : OR G~%; AN 24%; 
TRG 48%; TRE 37 % ; TR . 84%; RMA 11~% . OR=Ornitosi; AN= B.anitra tum ; 
TRE=Tracoma estratto con etere ; THG = Tracoma est ratto con genetron; TRN == Traco­
mt~ parzialmente purificato ; RMA = Reazione di microagglutinazione. Come controllo 
dell 'antigene TRN è s ta to impiegalo tampone al verona! e non una analoga sospen­
s ione parzialmente puri fi cata di membrane del tuorlo di uova normali : riteniamo 
quindi che l'eleva ta percentuale di positività ottenuta con questo antigene possa es­
sere in par te di na tura aspecifica. In un secondo gruppo di sieri la reazione di fi ssa­
zione del complemento con l 'antigene solubile ornitosico ci ha dato una percentua le di 
nnc: ithrità tfo l ~·.t o/ 
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DI 

.Traeoma ' ll 
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------ -

3 4 2 

6 2 o 
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53 4 4 

86 4 o 
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111 2 3 

131 2 3 
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:a, in presenza di vari 
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_ _ _ l_ 
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o o 
o o 
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o 4 
o 2 
l 4 
o 4 

o o 3 o 
2 o 4 o 
o o 4 4 
2 2 4 l 

o o 2 o 
2 4 4 4 

o o o 2 

o o 4 l 

4 3 4 3 

4 o 4 2 

4 3 4 4 
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o o 3 o 
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3 4 4 l 

o o o o 
o o o o 
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4 4 4 o 
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T.HOLA 2 

Andamento comparativo della reazione di microngglulinnzione e di fissazione del com­
plemento a seconda delle varie fasi di eYOiuzione della malatt ia tracomatosa. 

DILUIZIONE DEL SIERO l : S 

Tracoma ' ll T racoma III l Tracoma IV 

Siero R.llA OR AN Siero RMA OR AN Siero R.llA OR AN 

-- - - ---- -------- --- - - - --
3 4 2 o 30 3 o o 42 3 3 o 
6 2 o o 34 4 4 4 60 l o l 

8 4 l l 44 3 2 o 62 3 2 o 

o 74 3 4 4 
53 4 4 o 54 2 2 

97 3 o o 
86 l 4 o o 55 3 4 4 

99 2 o o 
90 2 o l 57 4 2 l 100 2 o l 

111 2 3 3 78 4 4 o 101 4 3 o 
131 2 3 2 88 2 o o 102 4 4 4 

92 3 2 o 103 2 o o 

108 3 4 o 106 2 o 2 

Totale dei sieri esaminati 1 Totale dei sieri esaminati Totale dei sieri esaminati 
con la R:\lA 3i : positivi con la RMA 36: positivi con la R:\lA 39 : positivi 
23 (i4%) 30 (83% ) 3t> (89%) 

sentare, nelle percentuali riferite, la effettiva situazione anticorporale 
media della totalità dei sieri da noi raccolti (430). 

La specificità delle reazioni è -stata controllata impiegando un im­
ruumstero anti-antigene ornitosico ottenuto in caYie (tre tme­
zioni contemporanee, sottocute, in tre punti diversi, di O,o cm3 di anti­
gene non diluito, seguite da richiamo endoperitoneo di 1 cm3 dopo 14 
giorni: salasso 7 giorni dopo), un antisiero antiornitosi umano e 4 sieri 
di individui esenti da infezione tracomatosa clinicamente rilevabile (Eu­
ropei) e o sieri di soggetti con infezione linfogranulomatosa di varia data. 

Sia la reazione di micr<>agglutina.zi<me che di deviazione del com­
plemento con l'antigene virale tracomatoso hanno dato, con tutti i sieri 
riferì ti, risultati negativi: 

Come appare dalla tabella pr·esentata, la deviazione del compie-
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mento con r::~n ligcnc di gruppo ol'llilo~ iro, lw dalo in due successive oc­
casioni positività percentuali del Go e del 53%. La reazione di deviazio­
ne del complemento con l 'an tigene virale ottenuto con l'impiego di etere 
e fluorocarbone ci ha dato rispellivamenle una positi,·ità percentuale d el 
37 e del 48%. La. reazione di microagglutinazione infine, ci ha dato, su 
l~ gruppi d iversi di sieri, positivi là percentuali del 74, 83, 89 e nn%. 
1'\on si sono avute con questa I'Cazione diffel'enze molto e"iden ti nel 
titolo c nella percentuale di posili,·ità tra sieri prelevati da soggetti con 
malattia in Yaria fase di evoluzione. 

La r eazione di micr oagglutina zione con d iluizioni del siero infe­
riori ad 1 :8, dà in genere risultati difficilmente leggibili: ne l corso della 
titolazione degli anlicol'pi con questa reazione si è spesso notata la pre­
senza di un andamento paradosso dell 'entità degli agglutinati, nel senso 
che diluizioni maggiori del siero presentavano una maggiore quantità di 
agglutinati . 

C u TIREAZIONE 

Questa reazione è stata eseguila sulla intera popolazione infantile 
<' giovanile di un villaggio (2o0 persone) c su un gruppo di persone, d e­
genti per infezioni ocula ri , presso la Clinica Oculi stica dell'Università 
di Roma. 
Antigeni e tecnica impiegata. 

Antigeni : Sono stati usati i cguenli ceppi di corpuscoli elementari 
lracomatosi: il ceppo SA1 , il ceppo ~.\2 cd il ceppo Tracoma 3 / Asma­
ra/ ~960. Le sospensioni impiega le nella pro,•a sono state purificate con 
etere. La titolazione d ella reattivilà dell'antigene è stata eseguita in indi­
Yidui con tracoma attivo (fase II) impiegando due diluizioni d ell 'origi­
nale SST 100% : diluizioni al '10% ed a l ::S%, in soluzione fis iologica. 
Come controllo sono state impiegate ana loghe diluizioni percentuali di 
SST 100% purificate in modo ana logo, d i membrane d i uova sane in 
14• giornata di sviluppo. 

Tecnica : L' iniezione è stata fatta con aghi per iniezioni intrader­
miche producendo dei ponfi di circa 0 ,3 cm di diametro. 

La lettura della titolazione preliminar·e degli antigeni da impiegarsi 
nella reazione è stata effettuata rispettivamente dopo 24 e 48 h. Gli effetti 
della cutireazione risultano più evidenti dopo 24 h: i risultati rife riti 
indicano appunto la lettura esegu ita dopo tale periodo di tempo. La 
reazione provocata dali 'antigene a lla concentrazione del n%, pur essen­
do leggermente inferiore a quella dell 'antigene più concentrato, è comun-
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que apparsa nettamente evidente, per cu i tale concentrazione è stata im­
piegata nelle successiYe proYe di massa. 

In ciascuna. lettura è stata Yalulata l ' intens ità dell 'eritema e quella 
del ponfo, riferendo ln prima con Yal ori da 1 a 3 a seconda della esten­
sione dell 'eritema (da alcuni mm. a 2 cm. ca.). A volte il grado dell'eri­
tema e del ponfo è stato tal e da aYersi la formazione di un ' unica chiazza 
etitemalo-ponfoiòc che coprinl la zona di inocu lazione dei tre antigeni 
(vedi foto). 

Come è s tnto precedenl emcnl e ncccnnnto, ambedue i ceppi A 1 e 
.... .A2 risultano letali per il topo adulto, allorchè inoculati per via endove­
nosa. DELL ed al. (14

), in base a prove di tossiimmunizzazione (la vacci­
nazione con corpuscoli elementari omotipici previene l 'effetto letal e pro­
YOcato dallo stesso ceppo di corpuscoli elementari) hanno dimostralo che 
i due ceppi citati risultano tossigenicamente diYersi. Per questa ragione 
è stata decisa l 'utilizzazione contemporanea di tali ceppi e del ceppo lo­
cale Tracoma 3/ Asmara/ 1960. 

Soggetti esaminati 

Soggetti negativi 

Renllivilà dubbia 

Soggelli renttivi 

Reau.ivilà spicca ta 

e = eritema 
p = ponfo 

RISULTATI DELLA PROVA CUTnEA 

Stadio della malauia 

'l'R II Tll III TR IV 

92 109 45 

4'/. 8?1. 13'/0 

' 5' /o 14' /0 Ilo/o 

! 91% (e+p) 78% (e+ p) 76'/0 (e+p) 

l 74."/0 (e+p) 62'/o (e+ p) 48'/0 (e+ p) 

Caai aani 

/Rom n) 

30 

46' /o 

]3?/o 

40'/o (e) 

10' /0 (e+ l ) 

Sono stati saggiati inoltre , nello stesso Yillaggio, un soggetto sano 
con risultati negativi e tre soggetti con tracoma dubium: di questi, uno 
è risultato negativo e due positivi. 

In totale si è avuta una reattività per l 'antigene controllo pari al­
l '8% dei casi presi in considerazione: in tutti i casi questa è stata di 
scarsa entità. 

Non si sono notate differenze significative nella intensità delle ri­
sposte verso i tre an t igeni impiegati. 

VACCINAZIONE 

Le ricerch e ~ 
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VACCINAZIONE 

Le ricer'che sulla Y<tcci nazione sono state iniziate con i seguenti 
~copi: ottenere una sospen~ione di corpuscoli elementari, sufficcntemen­
te purificata in mod o da poter essere impiegata nelruomo; valutare la 
innocuità nell'uomo e negli an imali di laboratori o di tale preparazione; 
valutare l 'efficacia, comparando i risultati di tre d ifferenti preparazion i 
di vaccino , considerando: -1) la capacità di essi nel suscitare un movi­
mento immunitario , sia in zone con endemicità tracomatosa che in zone 
esenti da tracoma; 2) l'efficacia n el modifi care l'evoluzione clinica d ella 
malattia naturale in atto; 3) l 'effi cacia n el preYenire l ' infezione indotta 
sperimentalmente. 

Preparazione e costittdone dei vaccini. 

Vaccino in fas e acq-uosa. Sospensione di corpuscoli elementari puri­
ficati , in soluzione fisiologica, equiYalente, ul 100% SST (prima iniezione 
1 cm3

) ed al !:SO% SST (iniezione di richiamo· dopo 30 gg. circa). 

Vaccino con coadiuvante all'id1·ossido di allt1.m.inio. Sospensione a 
parti eguali di corpuscoli elementari in soluzione fisiologica concentrati 
e purificati, e di idrossido di alluminio (18 mgfc m3

), in modo di avere 
una concentrazione finale pari al 200% SST. (Prima iniezione 0,5 cm 3

, 

richiamo con 1 cm3 di Yaccino acquoso oO% SST, dopo 40 gg. ca. Dopo 
aver unito i due componenti la miscela Yiene agitata a mano per alcuni 
minuti e lasciata 24 h a + 4° C. 

Vaccino con coa.diuvant i oleosi. Sospensione a parti eguali di corpu­
scoli elementari, concen trati e purificati in soluzione fisiologica e di 
coadiuvanti oleosi (Arlacel A, 1 parte, Bayol F , 9 parti), in modo di ave­
re una concentrazione finale pari al 200% di SST. (Prima iniezione 0,5 
cm3

, richiamo con 1 cm 3 di Yaccino acquoso oO%' SST dopo 44 gg . ca.). 
L 'omogeneizzazione Yiene effettuata con un agitatore meccanico sino 

ad ottenere una emulsione stabile. 
Ciascuno di questi Yaccini è stato preparato partendo da un unico 

pool di SST, per cui la concentrazione in ~orpuscoli ·elementari di quan­
tità equivalenti dei vari Yaccini, si deve ritenere eguale. 

Ciascun · vaccino contiene formalina alla concentrazione finale di 
0,02 per cento. 

Prove di innocuità. 
~ --.-- ~ 

Sono state inoculate 40 cavie per via endoperitoneale,, con - 1 cm3 

dei vari vaccini, senza notare alcun effetto dannoso. 
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L'inoculazione intramuscolare profonda di o.~ cm3 di \"llCCino oleoso 
o d i vaccino adsorbito su idrossido di alluminio e di 1 cm3 di vaccino 
acquoso nella scimmia, non determina nessuna alterazione né locale né 
generale. Un analogo dosaggio, per via intramuscolare, nell'uomo, risu l­
ta assolutamente innocuo. 

R ISULTATI 

1 . Prevenzione 

UoMo 

I risultati ottenuti sono raccol ti nelle tabelle A e B. 
Sono stati scelti soggetti con infezione tracomatosa spenta o con lieve 

reazione papillare. L'infezione sperimentale è stata ottenuta con l ' instil­
lazione di 1 goccia di una sospensione di membrane infette, in PGS, 
avente un titolo di 10- 2·~ / 0,2 cm3 . Al momento dell 'infezione speri­
mentale i vari gruppi di soggetti erano rispettivamente a 60 gg. (gruppo 
del vaccino acquoso (gruppo del vaccino oleoso e del Yaccino con idros­
sido di alluminio) e 70 gg. dall'inizio della vaccinazione. 

In ciascun caso è stato effettuato uno striscio congiunth·ale e tentato 
i! reisolamento del virus a distanza di 7 gg . dall'infezione. L'evoluzione 
dell 'infezione sperimentale è stata quindi controllata al 14° e 2'1 ° giorno. 

La presenza dei segni generici di una congiuntivite acuta, senza 
st>gni di specificità (riferita con la lettera C) ha reso impossibile una 
valutazione dei risultati in 7• g iornata dali ' infezione, :valutazione basata 
sulla comparsa degli elementi specifici (f = follicoli) e della reazione 
papillare (p = papille). 

L 'età media delle persone vaccinate è stata di 18 anni per i lre 
gruppi vaccinati, e di H anni per il gruppo controllo. 

La comparsa dei segni di una congiuntivite acuta aspecifica è stata 
seguita, eccetto in un caso, dalla comparsa dei segni specifici dell 'infe­
zione. La comparsa di inclusi (J /30 ') è stata osservata in due casi in 
assenza dei segni specifici della malattia : in uno di questi due casi è stato 
anche ottenuto il reisolamenlo del virus (caso 23). 

Nelle condizioni di esperimento, la maggior attività protettiva è 
stata ottenuta con il vaccino acquoso. 

Tutti i casi in cui si è ottenuta l'infezione sperimentale, sono slati 
trattati , alla fine d ell 'esperimento, con antibiotici e dimessi, completa­
mente guariti. 
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:SciMMIA (Ce1·copitecus g?·iseovù·idis) 

I risultati ottenuti son1o raccolti nella tabella C. 
In ciascun animale è stato tentato l'isolamento del virus dopo 12 

giorni dall'infezione sperimentale. L'evoluzione della infezione è stata 
controllata dopo 12, e 2o g iorni. L'infezione è stata trasmessa instillando 
una goccia di una sospensione ù i membrane del tuorlo in PGS, avente 
un titolo di 1.0 - 2 DIU50 /0,2 cm3

• 

In tutti i casi l'esordio della malattia ha mancato di quei caratteri 
·di acuzie presenti nell ' infezione umana. I segni clinici di una congiunti­
vite aspecifica sono stati seguiti in sei casi su nove dalla comparsa di fol­
licoli. Solo il 63% degli · animali utilizzati come controlli hanno presen­
tato la malattia. Sfortunatamente tre degli animali utilizzati a questo 
~copo sono deceduti per enterite acuta nell'intervallo tra le due osserva­
zioni, per cui non abbiamo avuto la possibilità di conoscere l 'evoluzione 
~uccessiva della congiuntivite aspecifica osserYata dopo 12 gg. dal­
l'infezione. 

2. Potere immunizzante dei tre tipi di vaccino impiegati in uomo 
e in scimmia. Questa ricerca è ancora in corso. 

3. Esperimenti di vaccinoterapia. Sono stati selezionati in quattro 
villaggi 400 bambini con infezione tracomatosa di analoga intensità. Per 
ciascun villaggio t>O bambini sono stati vaccinati (2o con vaccino. oleoso 
e 2o bambini con vaccino adsorbito su idrossido di alluminio) e .;so la­
sciati come controllo. 

Le modalità di vaccinazione ed il dosaggio sono state simili a quelle 
impiegate nell'esperimento di prevenzione. 

I r isultati ottenuti sono raccolti nella seguente tabella. 

RISULTA TI DELL 'ESPEIUì\'lENTO DI VACCINOTERAPIA 
DOPO DUE MESI DALLA VACCINAZIONE 

Vaccino Vaccino con 

con coadiuvanti oleosi eoaditivanti all' .A.I(OH>, 

Clinicamente guariti 58~!. 19' 1
0 

)) migliorati 1'3•/o 42' '0 

)) stazionari 26°/o 30' :. 

)) peggiorati o 8 '/0 

Controlli 

o 
lO ''• 

80'/0 

10' .'. 
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CO~t:I[E:'\TO 

1. Isolamento e identi(tco::;ione dei C01'puscoli clcm.e/l tari qu.ali agenti 
dell"infe::;ione t1·acomatosa. 

La coltivabilità del Yirus del tracoma come giudicabi le dalla moltipli­
cazione dei corpuscoli elementari, è senza dubbio d ipendente da nume­
rosi fattori, per la maggior parte sconosciuti. La patogenicità stessa del 
Yirus per l 'uovo embrionato, riferita sia alla morte che alla comparsa 
di lesion i emorragiche n carico dell 'embrione, presenta aspetti di diffi­
cile valutazione. 

:'\el corso della nostra esperienza si è ottenuto, in tre casi, l'isola­
mento del virus dopo 4 passaggi ciechi, il che fa supporre che impie­
~ando una tecnica non adeguata, il Yirus .;;tenti, anche attraYerso nume­
rosi passaggi, a raggiungere concentrazioni limite capaci di produrre 
una infezione estesa deHe cellule delle membrane del tuorlo. D'altra 
parte la stessa capacità del virus a riprodursi nell 'ttoYo embrionato, 
Yaria probabilmente in rapporto alla qualità delle uo,·a impiegate, aven­
do ossen·ato per lunghi periodi una scarsa coJti,·abilità da parte di pas­
saggi di virus che in altri periodi hanno dimostrato una netta capacità 
riproduttiva. Un forte. indebolimento di quest'ultima è ::: lato in genere 
ossen·ato verso 1'8°-9° passaggio successiYo, ma è sta to di ffi cil e giudi ­
care il successivo comportamento dei ceppi in quanto in alcuni casi si 
è aYuto un im pron·iso ritorno ad una ele,·ata infettiYità. 

Concludendo, l'esperienza finora falla al riguardo ci ha maturati 
nella convinzione che la coltivazione del Yirus, soprattutto a scopo indu­
st riale, presenta noteYoli difficoltà pratic.he, tanto da farci prendere in 
seria considerazione, l 'utilizzazione di altri possibili metodi di coltura. 

Le lesioni a carico deÌl' embrione di pollo inoculato, dalla com­
Vlrsa di lesioni emorrngiche alla morte di questo. non sono sem rre 
in rapporto con la quantità di virus presente nell'uoYO. In numerose 
occasioni abbiamo constatato quantità noteYoli di Yirus in assenza di 
lesioni rilevabili a carico d ell'uovo embrionato. La capacità del Yirus a 
produrre la morte dell'uovo dipende quindi, probabilmente da altri fat­
tori (tossici?) oltre che dali ' entità d ella r iproduzione dei c-orpuscoli 
elementari. 

Il reperto ed il numero delle inclusioni citoplasmatiche sono senza 
dubbio in relazione diretta con la possibilità di ottenere l ' isolamento di 
corpuscoli elementari, comunque eccezioni in un senso o nell'altro sono 
possibili. (Nella nostra esperienza il Yirus è stato isolat-o da casi senza 
inclusioni e non è stato isolato, invece, da casi con eleYato numero di 
inclusioni). In condizioni di infezione sperimentale, la comparsa di in-
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elusi 1 /30' è stata osserYata in d ue casi in assenza <li malattia: in uno 
di questi (caso 23 tabella B) è. stato isolato il Yirus al primo passaggio 
in uovo. 

2. Patogenicità pe1· l 'twmo e per gli animali di labo1·atorio . 

Nelle condizioni di esperimento riferite, la patogenicità del ceppo di 
corpuscoli elementari studiati, per l ' uomo è stata sempre elevata otte­
ne ndosi nei due successivi esperimenti una positività pari al 100% , im­
piegando un inoculum di 120 ca. DIUw 

La malattia è sempre esordita in modo acuto dopo una fase di incu­
bazione variabile da 2 a quattro giorni. In ogn i caso la comparsa d i 
lesioni specifiche (folli coli) è stata preceduta e fo rse mascherata, in alcu­
ni casi , dalla presenza di segni clinici di una flogosi congiuntivale acuta 
aspecifica rappresentata da edema, congestione, intensa ipertrofia papil­
la re, secrezione mucosa e mucopurulenta ed edema palpebrale, tanto 
che una diagnosi specifica di malattia poteYa essere posta soltanto a l 
regredire di questa sintoma tologia iniziale. 

Per quanto riguarda l ' interpretazione di questi fenomeni riteniamo 
che possa essere presa in considerazi:one una probabile patogenesi aUer­
go-tossica. La presenza di una componente tessutale locale potrebbe tro­
ntre una spiegazione nel fatto che l'esordio della malattia nella scimmia 
inferiore è inYece caratterizzato, nella nostra esperienza, dalla assoluta 
mancanza di fenomeni acuti . 

Concludendo, l 'effetto della inoculazione di virus attivo, nei casi da 
noi studiati, tutti g ià venuti verosimilmente in contatto con la infezione 
tracomatosa, esprime probabilmente la somma di due fatti d i cui uno 
di natura allergica, equivalente alle manifestazioni reattive cutanee e 
l 'altro dovuto ad un effetto tossico immediato della sospensione di virus 
attivo. La specie umana è comunque sensibile anche alla seconda com­
ponente, mentre in a lcuni animali tale effetto tossico non si realizza. 

Nell 'uomo la presenza percentuale di inclusioni ed il numero di 
queste, sono nettamente differenti nel corso della malattia 3perimen tale, 
allorchè paragonate alle cifre ottenute nella malattia naturale. 

Prendendo infatti in considerazione casi con analoga intensità di 
manifestazioni follicolari si è visto come nella malattia naturale la per­
centuale di persone che presentano inclusioni sia <.lel 10% ed il numero 
medio d i inclusi è 4/30', mentre nel corso della malattia sperimentale 
tale percentuale è dell 'SO.% ed il numero med io delle inclusioni è 13/30', 

Questi valori ci danno una idea della eccezionalità della infezione 
s perimentale doYe , forse in rapporto al numero eccessivo delle particelle 
virali inoculate, uno straordinario numero di cellule congiuntivali diven-

gono contempO! 
perto morfologi1 
valgono inclusi< 
mental e queste : 
quenlemenle as! 
s! può supporre 
c si trasmette a 
tnri netlnm cnte 
fezione sperime1 

Un ulterior· 
commento, è ra 
del virus dalle l 
possibilità di is 
(assenza di incl 
mere la relatiY. 
questo animale 

La patogen 
di questa. rella 
di esperimento 1 
Dit: 50) e a l 63% 
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~ distanza di l ~ 

l11 un unico cas1 
seguito della st 
palpebra le diffù ~ 

presenza di incl 
che con forme g-
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gono contemporan eamente infette. L'anali~i cornparat i\'\l infine, del re­
perlo morfologico ci fa notare che mentre nella infezione natural e pre­
valgono inclusioni in fase iniziale ùi formazi one. nella infezione speri­
mentale queste si present ano in fa~c •wanzala di e,·oluzione ed assai fre ­
quentemente associate alla presenza di cellule ~iganti . Da quanto sopra 
si può supporre, indire ttamente, che la malattia naturale è mantenuta 
c si trasmette attraverso il passaggio di quantità di co•·puscoli elemen­
tari nettamente inferior i a quelle da noi adopemte per lm~mettere l'in­
fezione sperimenta le. 

Un ulteriore fatto, per il qua le ci sembra prematuro a,·anzare un 
commento, è rappresentato dalla possibilità di ottenere il reisolamento 
del virus dalle lesioni oculari indotte nell'uomo allorchè pa1·agonata alla 
possibilità di isolamento della scimmia. Questa ed altre considerazioni 
(assenza di inclus ioni c itoplasmatiche nella scimmia) ci fanno presu­
mere la relativamente scarsa sensibilità delle cellule congiuntivali di 
questo animale per il virus tracomatoso. 

La patogenicità del virus per la scimmia ,·aria a seconda del tipo 
di questa. rella specie da noi adoperata , la pa togenicilà nelle condizioni 
di esperimento prcYiste, è stata pari al 100% in un caso (inoculum 2t>O 
Dll's0) e al 63% in un altro (inocu lum 2o DIL'~0) . L 'an imale reagisce con 
una congiuntivite follicolare tipica : non abbiamo comunque apprezzato 
~ distanza di 120 gg. la comparsa d i qualsia ~ i partecipazione cotncale . 
Iu un unico caso si è avuto la compar~a dopo 3 mesi, probabilmente al 
seguito della stimolazione provocata dalla malattia. di una follicolosi 
palpebrale diff.Jsa di natura aspecifica. In ne~ un caso è stata notata la 
presenza di inclusioni citoplasmatiche in strisci ottenut e da animali an­
che con forme gravi di malattia. 

Gli esperimenti di patogenicità in altri animali sono appena iniziati 
c non permettono di aYanzare alcuna considerazione, ad eccezione della 
constatata tossicità per il topo adulto inoculato per via endo,·enosa. 

3. Concentra::.ione e p1n·i{ìca:.ione dei co17JHscoli elementa1·i. 

A questo riguardo non si sono a,·ute difficoltà particolari. Nella 
eYenlualità -di una possibile modificazione. apportala Ja l t•·attamento 
etereo alla capacità antigenica del virus, il tempo di contatto con questo 
è stato ridotto al minimo indispensabile (30'). Il trattamento con Gen3-
tron determina una purificazione leggermente superiore a quella ope­
rata dall'etere, ma maggiori sono i rischi di contaminazione. Sono in 
corso esperimenti di vaccinazione in animali per valutare il metodo di 
purificazione più idoneo a mantenere inalterata la ca pacità antigene del 
virus paragonandola a quella d i una sospensione di virus vivo. 
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Durnnte il nostro lavoro. forzatamente , la concentrnzione in corpu­
scoli elementari delle preparazioni di antigene e ùi vaccino è stata rife­
rita alla quantità di corpu~coli presenti nel sacco del tuorlo. Anche 
scegliendo e~clusivamente uova con una ricchezza note,·ole in corpuscoli 
elementari, non si riesce ad esprimere la potenza di un ,-accino allorchè 
paragonata a quella di un altro proveniente da un a ltro laboratorio. 

Questo fatto imp~isce un paragone diretto tra la attività di vaccini 
di diUerente provenienza , rendendo difficile una valutazione comparath·a 
dei risultati di vaccinazioni condotte in differenti laboratori. .... limiamo 
n~cessario che YE~ngn stabilito uno stanùarù di concentmzione in corpu­
scoli elementari. 

4. Situa:;ione imm unitaria nella malattia natm·ale. 

La seroepidemiologia della infezione tracomatosa è praticamente sco­
nosciuta. :'\umerosi sono i punti teorici e pratici che ancora debbono 
essere valutati: 

a) Studio delle relazioni antigeniche tra ,·irus tracomaloso ed altri 
membri del gruppo LGY-Ornitosi; 

b) Ricerca di un metodo serologico che permetta il rilevamento 
degli anticorpi, nella più ele,·ata percentuale possibile di soggetti 
tra comatosi; 

c) ... t udio del significato neutralizzante degli anticorpi prodotti 
a l seguito della malattia sperimentale ed al seguito della vaccinazione; 

d) Studio dell 'andamento della situazione immunitaria nel corso 
della malattia natura le, attraverso le :me successive tappe di e,·oluzione. 

Solo attra,·erso una adeguata cono~cenza dei primi tre punti è pos­
sibile impostare una ricerca serologica. I risultati ottenuti devono essere 
valutati in rapporto all'età , allo stadio della malattia in atto ed al nu­
DJero probabile dell e riaccensioni avute. La percentuale di positi\"ità e i 
titoli anticorpali ottenuti , hanno un significato solo se considerati r~spet­
to alla naturale evoluzione della malattia. Scopo quindi di una indagine 
seroepidemiologica è quello di comprendere il significato neutralizzante 
della risposta immunitaria, quando l'eYoluzione degli anticorpi si veri­
fica, come essa si mant.enga nel decorso cronico della malattia e durante 
le sue riaccensioni e come infine i Yalori anticorpali si stabilizzino nei 
soggetti di età maggiore in cui me.no frequenti sono le riprese della 
malattia. 

La nostra esperienza al riguardo si basa solo su dati preliminari. 
t ' impiego della reazione di microagglutinazione, come dimostrato da 
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allri AA. C5
) ci ha fornito un ottimo mezzo diagnostico di assoluta spe­

cificità e che riteniamo debba essere impiegato come reazione unica in 
questo cam))o, una Yolta stabilita una concentrazione d i corpuscoli ele­
mentari facilmente slandardizzabilc. Sulla base di questa reazione, alla 
quale noi diamo il mag:{!ior significato, una med in di'l i5% dci casi di 
trncoma possono c:-.erc diagno;:;tica ti. 

L'indagine scr·ocpidemiologica sinora condotta con questa reazione , 
pur considerando il numero dei sieri limitato, ci ha permesso di notare 
nna percentuale di posithità crescente in rapporto allo stadio del tracoma 
presentato dal soggetto. 1\"on si <lispone di dati sufficienti per stabilire un 
rapporto tra titolo degli anticorpi e stadio della malattia. 

Sono in cor·so indagini per stabilire il significato, rapportato all e 
fasi di evoluzione della malattia , della presenza o assenza percentuale 
dei due tipi di anticorpi presenti nel corso della malattia e rilevabili 
l ' uno mediante un antigene di gruppo e l'altro allraYerso l'antigene 
Yirale impiegando la reazione di microagglutinazinne. 

Ricerche collaterali ci hanno dimostrato la somiglianza fra l 'anli­
gP.ne di gruppo del ,-irus tracomntoso e l'antigene olubile estratto dal 
B. anil7·atwn e la ~omiglinnza f!iÒ nola con l'antige ne di gruppo del Yirus 
ornitosico, senza che tali affinità possano essere di importanza diagno­
stica particolare . 

Una seconda ossern1zione si è fnlta con l'nnligcnc ~.li gruppo estratt o 
dai corpuscoli elementari tracomntosi: l'uttiYità fi ssante il complemento 
di tale antigene è nettamente inferiore a quella otlenibile , con lo stesso 
metodo, dal Yirus ornitosico. (Risultati di un singolo esperimento). 

ti. CutiTeazione. 

Questa reazione, nelle modalità impiegate, ci ha fornito una elevata 
percentuale -di posiliYità che riferita allo stad io di eYoluzione della ma­
lattia ci ha permesso di rileYal'e una diminuzione della reattività col 
pi'Ogredire delle le ·ioni attiYe \·erSO i I'C~idui cicalriziuli oella malattia . 
Considerando che la presenza percentuale dei sieri posi.tivi per anticorpi, 
rile,·abili con la reazione di microagglutinazione, ha un andamento oppo­
s to, si può supporre che il substrato umorale su cui si basa la reattività 
cutanea è di natura diversa e particolarmente presente nel corso delle 
manifestazioni attive della malattia. 

Un commento particolare meritano le letture dei controlli effettuali 
a Roma. In questi soggetti infaUi è stata notata una reattività pari al 
40% basata sulla sola comparsa di una lieve e limitata chiazza eritema­
tosa. Data la difficoltà di apprezzare una tale li eve modificazione in sog­
getti di pelle scura, si può supporre che una lesione analoga possa essere 
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stata presente nella stessa percentuale, in tulti i soggetti da noi ossern lli 
e che solo rappresenti la per·centuale dei soggetti r.he reagiscono in modo 
particolare allo sospensione di corpuscoli elementari. E' difficile spie­
gare, nei casi J elrosservnzione di Roma, la comparsa della rea7.ione com­
pleta (erit ema c pupula). 

f). P1·or:e di raccino.::ione. 

Pre,·enzione. 

L 'insieme dei dati racr0lti , sia nell 'uomo che nella scimmia, ci ha 
permesso di metter e in evidenza una indubbia a ttività da parte dei vac­
cini impiegati. La mancanza, per il momento, <lei dali serologici reìa­
Livi , non ci permett e una interpretazione sicura di quanto abbiamo avuto 
modo di osservare. 

Esperimento di vaccinote1·apia. 

I risultati riferiti , re! a t h·i ali ' osservazione eseguita a distanza di due 
mesi dalla ,-accinazione, non ci autorizzano ad emettere alcuna conside­
razione delìniliva, è stato infatti dimostrato che, malgrado i buoni risul­
tati iniziali , un esper·imento d i vaccinot.erapia può evolvere in modo del 
lutto dilierente ad una d istanza di tempo maggiore d alla vaccinazione (16

) , 

per cui ci ripromettiamo di ritornare su questo punto successiva­
mente (17

). 

Gli :\A. esprimono il loro vivo ringraziamento a Sua Maestà l 'Im­
peratore di Etiopia Hailé Sellassié per aver patrocinato e favorito il piano 
di ricerche; al GoYemo Eritreo, per l 'aiuto ed il permesso accordato per 
i! programma di Yacrinazione; al Dotl. C. Cali , direttore dell 'Istituto vac­
cinogeno di Asmarn , per averci permesso di eseguire P•'esso il suo Isti­
tuto tutte le proYe condotte in animali e per la sua consulenza speciali­
~tica ; al prof. P. Sforza , direttore dell'Ufficio Provinciale di Igiene e 
Profilassi di Asmara, per l 'aiuto nel controllo batteriologico delle ricer­
che, per i consigli sullo svolgimento del lavoro nonchè per la concessione 
()i apparecchi scientifici; al dot~. E. S. Murray , delle Università di 
llan·ard, Boston, liSA, per averci assistito nel primo mese della ricerca 
c per l 'invio di materiale dal laboratorio di Dharhan (Arabia Saudiln). 
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