95. Clelia COLLOTTI-FERRETTIL. — L’isolamento in coltura continua di
un ceppo di cellule derivato da Amnion umano (Amnion LS.S.,
1960).

Riassunto. — I° descritto l'isolamenta in coltura continua di un
nuovo ceppo cellulare derivato <la Arimion umano (Amnion LR.S). Sono
riportate le principali caratteristiche morfologiche delle cellule, e sono
messe in rilievo le maodificazioni subite dalle cellule nel corso del loro
adattamento alle condizioni di coltura in ritro, in particolare per quanto
rignarda i rapporti tra crescifa stentata e forte aderenza al velro e erescita
rapida e minore aderenza al vetro.

Summary. - The propagalion in continuous culture of a new strain
ol cells derived from human amnion (Amnion [.8.8.) is described and
Lhe main morphological characteristics are reported. The changes under-
gone by the cells during their adaptation to in vilro conditions are
discussed, and in particular, the relationship between feeble growth and
sirong adherence to the glass, and rapid growth and weak adherence.

Da quando — con lo sviluppo dato da Earce e coll. (* * 7) alla tec-
nica delle colture di tessuto e il contributo di DuLsecco (%), SYvERTON @
Scuerer (*) — la coltura delle cellule in vitro (coltura di tessuti, come
abitualmente e impropriamente si dice) ha assunto il suo aspetto attuale,
molte linee cellulari sono state isolate. Al primo ceppo ottenuto in col-
tura continua. il ceppo HeLa di Gey (°), altri ne sono seguiti ad opera di
vari ricercatori. Cosi Cuang () nel 1954 riportd l'isolamento di cellule
« similepiteliali » da tessuti umani normali (congiuntiva, fegato, rene,
appendice); EacLe (%), nel 1955, isolo il ceppo KB da un tumore ulcerato
umano delle labbra e della lingua; Berman et al. (°) descrissero 1'izola-
mento di un ceppo cellulare, morfologicamente simile al ceppo HeLa, dal
midollo osseo di un paziente portatore di un cancro polmonare; succes-
sivamente gli stessi Autori (*°) descrissero altri sette ceppi di cellule,
tra loro morfologicamente simili, isolati da midollo osseo sternale, liqui-
do ascitico carcinomatoso, liquido pleurico linfomatoso. Jorpax (**) ripor-
to I'isolamento di due linee cellulari da mucosa nasale umana; SYVERTON
et al. (%) descrissero l'isolamento di ceppi cellulari da esofago, palato.
fegato e polmone umano. Cellule amniotiche furono usate per la prima
volta da Zrrcen el al. (**) in coltura primaria per la produzione su vasta
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scala del virus della poliomielite. Successivamente, nel 1957, Foen ('),
Zircen el al. (**) ottennero, indipendentemente, da colture primarie di
Amnion umano, dei ceppi in coltura continua: il ceppo FL di Foeu e i
ceppi A 1, A2 A3, A4 AB, A6, A7 di Zitcen et al.

In questa nota & descritto l'isolamento in coltura continua di un
ceppo cellulare da coltura primaria di Amnion umano (Amnion 1.8.3)).

MATERIALI E METODI

Le colture primarie sono state ottenute sccondo la teenica di ZITCER
et al. (*); unica dillerenza & stato 1'uso del ferreno basale di Eacre (%)
con il 209, di siero di vitello inattivato. Le colture primarie sono state fat-
te in bottiglie di Kolle, mentre per le subcolture si sono usali, oltre alle
lolle, anche tubi rotondi. Le cellule amniotiche sono state tenule in terre-
no basale di EagrLe, con 'aggiunta del 209, di siero i vitello, fino al 4°
mese di vita in ritro: dopo di che il terreno basale di EsGLE venne sosti-
tuito con il « Minimum Essential Medium » dello stesso EacrLe (') e la
percentuale di siero portata gradualmenle al 159. In questo terreno le
cellule sono tuttora mantenufe (poco pitt di un anno i vita in vitro).

Per il trasferimento le cellule sono ora staccate dal vetro con solu-
zione di tripsina Difco (1:250) al 0,069 in soluzione salina priva di ioni
Ca e Mg, secondo Puck (*%).

Per I'osservazione microscopica, le cellule cresciute direttamente su
velrino coprioggetto in tubi di Leighton, sono state fissate in liquido di
Bouin e colorate con ematossilina-eosina.

Per la curva di crescita e la determinazione dell’indice mitotico, si
sono usati ancora tubi quadrati di Leighton con vetrino coprioggetto.
Con una sospensione cellulare contenente circa 200.000 cellule/ml si &
inoculata una serie di tubi (1 ml/tubo). A intervalli di tempo noti, quattro
tubi erano presi a caso; di questi, due erano fissati con Bouin e succes-
sivamente colorati con ematossilina ferrica; sugli altri due si eseguiva il
conteggio delle cellule; queste erano staccate dal vetro con tripsina 0,069
(2 ml/tubo, 15 minuti in termostato a 37°); il contenuto dei due tubi era
quindi raccolto in un solo tubo, nel quale 1'azione della tripsina era arre-
stata mediante 'aggiunta di 1,% ml di siero di vitello; si aggiungevano
ancora 0,5 ml di Tripanblau (soluzione 1,59) e si contava la sospensione
in emocitometro (camera di Biirker). Ai tubi preparati per la curva di
crescita si cambiava il terreno tutti i giorni.

Per le prove di respirazione cellulare, le cellule venivano seminate
in bottiglie di Roux; al 4° giorno, quando la coltura era semiconfluente,
I> cellule erano staccate dal vetro con versene (%), lavate due volte con
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terreno di ExgrLe privo di siero e appositamente modilicato (v. oltre) e
sospese nello stesso terreno; le cellule erano quindi conlate in emoci-
tometro e la sospensione cellulare diluita in modo da contenere 1.000.000
di cellule/ml; aliquote di 2 ml di questa sospensione venivano distribuile
in vaschetle di Warburg e il volume portato.a 3 ml con il terreno. I
consumo di Ossigeno era seguito per 2 ore a 37° con il metodo diretto di
Warburg, usando 0,2 ml di KOH al 20% nel pozzetto centrale della
vaschetta, Per queste prove di respirazione gli aminoacidi essenziali e le
vitamine, nelle rispettive concentrazioni finali indicate per il « Minimum
Essential Medium » di EacLE, erano disciolli in soluzione salina di Hanks
priva di bicarbonato. Il sistema tampone era rappresentato da Trisi-
drossimetilaminometano e fosfato monopotassico, che venivano aggiunti
al terreno in modo che la loro concentrazione finale fosse, rispettiva-
mente, 0,01M per il Tris e 0,005M per il fosfato monopotassico (*?).

RisuLTam

Il ceppo di cellule ammiotiche qui descritto & stato isolato da una
coltura primaria di Amnion umano (*). Al momento in cui ci & stata con-
segnata, la coltura primaria era in 5* giornata: le cellule, cresciute in
tappeto monostratificato, avevano coperto tutta la superficie di vetro
della Kolle e accennavano, in alcuni punti, a degenerare per sovrapopo-
lazione. Furono quindi sottoposte subito al trattamento con tripsina
0.069, (15 minuti in termostato a 37°). La quantitd di cellule che con
questo trattamento fu staccata dal vetro era minima, rispetto alle cellule
che rimasero attaccate; cid nondimeno, trasferite in una nuova Kolle, le
cellule diedero origine a un tappeto pressoch® confluente. Nel successivo
trasferimento fu usata tripsina al 0,259 in Hanks (10 minuti a 37°). Le
cellule si staccarono dal vetro quasi completamente, risultandone, per
le due subcolture in Kolle, inoculi piuttosto abbondanti; si ebbe perd
crescita assai limitata; le cellule degenerarono e da una sola bottiglia
fu possibile recuperare poche cellule, con le quali fu inoculata una nuova
Kolle. In questa, soltanto dopo molto tempo di incubazione comparvero
poche colonie di cellule, che mantenevano ancora l'aspetto morfologico
della coltura primaria: cellule generalmente fusate, alquanto rigonfie
verso la parte centrale, non strettamente giustapposte una all’altra, con
citoplasma chiaro, trasparente; le cellule crescevano in un solo strato
¢ anche nelle colonie non mostravano alcuna tendenza a crescere su pill

(*) Ringraziamo il dott. A. Felici. per averci cortesemente fornito la coltura di
partenza.
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Fig. 1 - Coltura di c. amniotiche, fotografate nel corso del 3° mese di vita in
vitro. Nella parte sinistra della fotografia, la crescita cellulare ha ancora
I'aspetto morfologico della coltura primaria. A destra in basso una piccola
colenia, con i caratteri morfologici che diverranno propri della coltura sta-
bilita come linea cellulare.
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C. Courorni-Ferrerm - Llisolamento in coltura continuy i un ceppo di ecllule derivate da Ammion umano (Amnion LSS, v,

Fig. 2 - Tappeto semiconfluente di cellule amniotiche (Amnion 1.S.S.), foto-
grafate nel corso dell’8* mese di vita in vitro. Si noti 'aspetto simile a quello
della colonia a destra, in basso, della fig. precedente.
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L'isolamente ip coltura continua i un ceppo di cellule derivate da Amnion umano (Amnion L85,

C. Corrorri-Furrerr -

Figg. 3 € 4 - Amxiox LS.S. . Aspetto microscopico delle ccliule in coltura con-
tinua. Ematossilina ferrica, 8oo x.
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strati. Questa Kolle fu mantenuta, cambiando ferreno ogni tre giorni,
fino a che le cellule delle colonie, che erano progressivamente aumen-
tate di volume, cominciarono a mostrare segni di solferenza. La Kolle
fu allora tripsinizzata, usando tripsina al 0,129 in soluzione salina se-
condo Puck, e data la piccolezza del pacchetto cellulare oltenuto dopo
centrifugazione, con la risultante gospensione furono inoculati solo quat-
tro tubi. In questi dopo parecchi giorni cominciarono a notarsi piccole co-
lonie, del tipo morfologico gia descritto. Le cellule di uno di questi tubi,
staccate con tripsina al 0,129, (10 minuti a 37°) e trasferite in un altro tu-
bo, diedero origine in poco pit di 24 ore a una crescita rigogliosa di picco-
le colonie di aspetto macroscopicamente granuloso e microscopicamente
costituite da cellule piccole, rotondeggianti, con spiccata tendenza a una
crescita tridimensionale. Nei giorni successivi le cellule si appiattivano,
aderendo completamente al vetro, ma continuavano a crescere ancora
verso l'interno del tubo, formando colonie cellulari densissime. Con le
cellule di questo tubo, staccate con ftripsina 0,069, furono inoculati
quattro tubi, nei quali la crescita cellulare aveva le medesime caratteri-
stiche: notevolmente piu rapida che nei primi passaggi, aveva perso
decisamente l'aspetto di tappeto softilissimo di cellule chiare, traspa-
renti, non strettamente aderenti una all’altra, per assumere quello di
un tappeto di cellule strettamente attaccale tra loro, di forma poliedri-
ca, meno chiare e con una certa tendenza a sovrapporsi.

Quasi contemporaneamente a questo cambiamento verificatosi nelle
colture in tubi, in una Kolle con inoculo cellulare bassissimo, lasciata
in termostato con cambi occasionali di terreno, fu notata, esattamente
dopo un mese, la comparsa di colonie macroscopicamente ben visibili,
costituite, microscopicamente, da cellule piccole, rotondeggianti, stretta-
mente aderenti tra loro e sovrapposte in pil piani. Queste cellule furono
parzialmente staccate dal vetro mediante ripetuto pipettamento con il
terreno abituale e trasferite in una nuova Kolle: 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 ¢ trasparenti, si osservavano
piccole colonie di cellule poliedriche, strettamente aderenti tra loro, piu
piccole; in qualche campo microscopico, i due tipi cellulari coesistevano,
senza un netto limite tra loro (fig. 1).

Al trasferimento successivo (tripsina 0,069, 10 minuti a 37°) il primi-
tivo aspetto della coltura primaria scomparve definitivamente; la’ col-
tura presentava i medesimi caratteri gid notati nei tubi: al principio,
la crescita era macroscopicamente « granulosa »: e questo aspetto era
dovuto in parte al fatto che le cellule rimanevano a lungo rotondeggian-
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ti. dopo essersi attaceate al vetro. in parte al falto che si ammucchiava-
no notevolmente, tendendo a crescere in pitt strati verso interno el
recipiente. Con questi caralteri, comparsi dopo due mesi ¢ mezzo di col-
tura in vitro, le cellule si sono mantenute finora, seppure la tendenza
alla crescita tridimensionale @ ora notevolmente ridotta (fig. 2).

(CARATTERISTICHE

Le cellule amniotiche umane di quesfo nuovo ceppo crescono rigo-
gliosamente nel « Minimum Essential Medium » di EacLe con il 159, di
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siero di vitello inattivato. Sono trasferite ogni quattro giorni con un
cambio del terreno al secondo giorno.
Microscopicamente (figg. 3, 4) le cellule mostrano una grande varicta
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di forma e di grandezza; frequenti le cellule giganti. per lo pin plurinu-
cleate, relalivamente frequenti le mitosi tri- e tetrapolari. 1 nuclei in ri-
poso appaiono rotondeggianti o pilt 0 meno ovoidali: dalle misure di 400
nuclei presi a caso in preparati colorati con ematossilina-eosina si deduce
che il rapporto tra il diametro maggiore e il diametro minore dei nuclei
varia da 1:1 a 1:2,2 (fig. 3); il diametro maggiore misura da 8 a 30y, il
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diametro minore da 4 a 24 u (fig. 6); la superficie dei nuclei misura da
60 a 330 p* (fig. 7). Come si pud rilevare dalle figg. 6 e 7, le curve che
rappresentano la distribuzione di frequenza dei due diametri e delle su-
perfici nucleari non sono perfettamente simmetriche ma appaiono leg-
germente pit espanse verso destra.

Nelle condizioni sperimentali sopra ricordate la crescita & logaritmica
(fig. 8), il tempo di generazione & di circa 35 ore, la frequenza delle mi-
tosi & del 6-79%.

Il consumo di ossigeno & di 5,5 pl/milione di cellule/ora, cioé dello
stesso ordine di grandezza riscontrato con gli altri ceppi in coltura con-
tinua provati (HeLa, KB, PF, Fe).
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Fig. 8. - Curva di crescita di cellule amniotiche in coltura continua,
¥y . 10* = numero di cellule per tubo, x = ore dall'inoculo.

CoNCLUSIONE

In base ai risultati ottenuti si pud concludere che nell’isolamento
del ceppo di Amnion I.8.3. si sono osservate due fasi, nettamente distin-
te una dall’altra.

La prima, della durata di due mesi e mezzo circa, & stata caratteriz-
zata da una velocita di moltiplicazione cellulare molto bassa e da una
fortissima aderenza delle cellule al vetro, comprovata dalla estrema dif-
ficolta con la quale le cellule si staccavano dal vetro. 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 improvvisamente nelle colture in tubi
(pit gradualmente per quelle in Kolle, in quanto le colonie di cellule
con il nuovo aspetto si sono sviluppate nel periodo di un mese) & stata
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caratterizzata da una maggiore velocitd di moltiplicazione, da una molto
minore aderenza al vetro (le cellule si staccano ora dal vetro con trip-
sina 0,069, in pochi minuti a temperatura ambiente, pit rapidamente
cioé degli altri ceppi in coltura continua tenuti nel nostro laboratorio),
¢ da una crescita sotto forma di tappeto continuo di cellule poliedriche,
strettamente aderenti tra loro.

Che le cellule, prima di stabilirsi in coltura continua, passino attra-
verso stadi di morfologia e di velocita di accrescimento diversi da quelli
finali, & stato rilevato e descritto anche da altri Autori (** **). Quello che
qui sembra interessante mettere in evidenza & il rapporto tra crescita
slentata e forte aderenza al vetro, da una parte, e crescita relativamente
ripida e scarsa aderenza al vetro dall’altra, per la quale le cellule appe-
na confluite, tendono a staccarsi spontaneamente dal vetro stesso.

Per quanto mon manchi nella letteratura qualche ricerca volta a
stabilire le modificazioni che si accompagnano all’adattamento delle cel-
lule alle condizioni di coltura n vitre (3% 2% 2% 2% ["Amnion umano,
per la semplicitd di allestimento delle colture primarie, puod forse rap-
presentare un materiale particolarmente adatto per uno studio del genere.

Roma — Istituto Superiore di Sanita - Laboratori di Microbiologia.
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96. A. FELICI e R. VOZZA. — Ricerche virologiche sul tracoma. Dati
preiiminari,

Riassunto. — Vengono descritti i risultati ottenuti nel corso delle
ricerche condotte sulla malattia tracomatosa dal 1957 al 1960.

Il programma delle ricerche, eseguite in collaborazione con il Centro
Oftalmico Hail®é Sellassié I di Asmara, ha avuto come principale obbiet-
tivo lo studio dei seguenti punti:

1) Isolamento ed identificazione dei corpuscoli elementari quali
agenti dell'infezione tracomatosa.

Lo ,
2) Patogenicitd per 1'uomo e per gli animali di laboratorio.
3) Concentrazione e purificazione dei corpuscoli elementari.

4) Studio della situazione immunitaria nel corso della malattia
naturale.

5) Cutireazione.

6) Vaccinazione nell'vomo e negli animali come mezzo per la pre-
venzione e la cura della malattia sia sperimentale che naturale.

Sono stati isolati 7 ceppi di corpuscoli elementari del virus del tra-
coma, capaci di trasmettere la malattia sia nell'uomo che nelle scimmie.

Sospensioni di corpuscoli elementari vitali risultano tossiche per il
topo adulto inoculato endovena.

E’ possibile purificare e concentrare sospensioni grezze di corpu-
scoli elementari al punto di ottenere un’antigene utilizzabile sia per le
reazioni serologiche che per le prove di vaccinazione.

Lo studio comparativo dei risultati ottenuti con pit metodi serolo-
gici ha dimostrato la superiorita della reazione di microagglutinazione,
quale metodo per la dimostrazione di uno stato immunitario [a")% circa),
negli individui naturalmente infettati.

La cutireazione eseguita su un notevole numero di bambini e gio-
vani ha fornito percentuali di positivd variabili dal 91 al 769, a se-
conda delle fasi di evoluzione della malattia.

Le prove di vaccinazione, eseguite con vaccini di diversa costitu-
zione, acquoso, adsorbito su idrossido di alluminio ed emulsionato con
coadiuvanli oleosi, hanno dimostrato, in base all’esame clinico, una evi-
dente azione protettiva verso la malattia sperimentale sia nell'uvomo che
in una delle due specie di scimmie sensibili, da noi studiate (Cercopi-
tecus griseoviridis).

e Ol e i
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Le prove di vaccino-terapia hanno dato anch’esse risultati favorevoli
ma il tempo di osservazione & ancora lroppo breve per poter esprimere
un parere definitivo.

Summary. — The results of studies on tracoma carried out from
1957 to 1960 are described. The work was performed in collaboration
with the Haile Sellassie Ophthalmic Center of Asmara. The principle
objectives included the following items:

1) Isolation and identification of the elementary bodies of traco-
ma infection.

2) Pathogenicily towards man and laboratory animals.

3) Concentration and purification of the elementary bedies.
4) Study of the immune reaction during natural illness.

3) Skin reaction.

6) Vaccination of man and animals for the prevention and cure
of experimental and natural infections.

Seven strains of elementary bedies of tracoma virus were isolated
which could transmit the disease to man and monkeyvs.

Suspensions of live elementary bodies were toxic when inoculated
intravenously to adult mice.

Crude suspensions of elementary bodies could be purified to give a
usable antigen for serological reactions and vaccination tests.

Comparative tests with various serological methods showed the
microagglutination reaction to be the best for demonstrating an immu-
ne state (about 759) in naturally infected individuals.

Skin reactions on a large number cof children and young people
gave a variable percentage of positivities from 91 o 739, depending
on the stage of the disease.

Vaccination tests were performed with vaccines which had been
absorbed on aluminium hydroxide and emulsified with oily coadjuvants.
Clinical examinations showed a significant protective action against
experimental infection in man and in one of the two sensitive species of
nionkey tested (Cercopitecus griseorirvidis),

Treatment by vaccination also gave favorable results but the time
of observation has been too short for any definite conclusions to
be drawn.
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GENERALITA .

Il tracoma, infezione cronica ricorrente della congiuntiva umana @
diffuso in tutti i continenti, colpendo complessivamente circa un quinto
dell'intera popolazione mondiale ¢ rappresentando la causa prima di
disturbi di vario grado della funzione visiva e degli annessi oculari.

Questa malattia costituisce, in molti paesi, un vero problema so-
ciale la cui importanza ha suscitato I'interessamento diretto della Orga-
nizzazione Mondiale della Sanita e di altre Organizzazioni Internazionali.
Da alcuni anni il nostro Istituto, quale centro nazionale per lo studio
della malattia tracomatosa, affiliato all’O.M.S,, ha intrapreso in
collaborazione con la Clinica Oculistica della Universitad di Roma, diretta
dal Prof. G. B. Bietti, una serie di ricerche cliniche e sperimentali allo
scopo di portare un contributo allo sforzo condotto in altre parti del
mondo.

Tali ricerche, iniziate nel 1957, ono tutl’ora in fase di sviluppp e
sono state svolte e si svolgono in collaborazione con due Laboratori pilo-
ta situati uno in Africa settentrionale., Reparto Oculistico di Tripoli e
I'altro in Africa orientale, Centro Oftalmico di Asmara diretto dal Prof.
P. Guerra.

Verranno descritti successivamente i risultati ottenuti nei vari pe-
riodi della ricerca.

Anno 1957. — Le ricerche iniziate in questo anno hanno avuto lo
scopo i confermare la veridicita dell’avvenuto isolamento e coltivazione
in serie del virus tracomatoso segnalati da un Autore giapponese nel
1950 ().

Abbiamo avuto il cosi detto ceppo Ohuti del virus tracomatoso nel
marzo 1937.

Attraverso una tecnica particolarmente complicata che non riferia-
mo, in quanto non utile, si & cercato di evidenziare le lesioni riscontrate
dall’Autore, senza perd ottenere alcun risultato, per cui si & concluso per
I'assoluta mancanza del virus nell’inoculo adoperato ed ora, epicritica-
mente, sulla assoluta inefficienza della tecnica prospettata dall’Autore
al fine di coltivare l'agente della malattia tracomatosa.

Anno 1958 (*). In questo anno, quando ancora non si era avuta no-
tizia dell’avvenuto isolamento del virus tracomatoso, ottenuto in
Cina (*), & stato attuato un programma che ha previsto:

1) isolamento del virus tracomatoso;

2) produzione di un antisiero specifico per la dimostrazione im-
munologica del virus mediante gli anticorpi fluorescenti.
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1> Isolamento del virus tracomaloso.

I prelievi congiuntivali sono stati raccolli in Africa settentrionale
¢ orientale da pazienti in fase acuta della malattia.

Il materiale congiuntivale, raccollo mediante grattamento della con-
giuntiva della palpcbra superiore, veniva sospeso in liquido di Hanks
contenente streptomicina nella proporzione di 200 gamma per em® ed
inviato per via aerea in laboratorio entro thermos refrigerato.

I tentativi di isolamento, condotti con nova embrionate di pollo in
sesta giornata di sviluppo e inoculate nel sacco del tuorlo, nonché i len-
tativi in colture di tessuti umani ed animali risultarono sempre negativi.

Gli esperimenti vennero notevolmente disturbati da inquinamenti
batterici ¢ microbici.

Con materiale tracomatoso fresco, prelevalo in Africa settentrionale,
si tentd anche l'infezione congiuntivale di scimmie rhesus trattate con
cortisone, alla dose complessiva di 200 mg., somministrata nei primi
tre giorni dopo l'inoculazione. 11 tasso cortisonico veniva poi mantenu-
lo con due iniezioni settimanali da 100 mg. ciascuna.

Non si ebbe nessuna alterazione evidente della congiuntiva della
scimmia ed il tentativo di isolamento, successivamenlte tentato, dalla
congiuntiva rimasta sana dell’animale, in uova embrionate, & risultato
negativo.

2) Produzione di un antisiero specifico per la dimosirazione immuno-
logica del virus mediante gli anlicorpi fluorescenti.

Il raschiato congiuntivale di 100 individui tracomatosi, sospeso in
liquido di Hanks, dopo essere stato sottoposto a tre congelamenti e scon-
gelamenti rapidi, venne centrifugato a 3.000 gpm per 10 minuti. per
allontanare i residui cellulari. Il sopranatante venne emulsionato con
coadiuvanti oleosi secondo la tecnica di Freund ed inoculato con due
iniezioni intramuscolari, a 7 giorni 1'una dall’altra, a 4 conigli e 4 scim-
mie della specie rhesus. 1 prelievi dei sieri vennero eseguiti a distanza
di 2 mesi dall’ultima iniezione,

I sieri cosi ottenuti vennero saggiali su strisci congiuntivali raccolti
i Africa settentrionale, essiccati e disidradali con acetone, prima di
essere spediti in scatole refrigerate per via aerea. Per il rivelamento del-
I'antigene nelle cellule, si & tentato 'impiego della tecnica degli anti-
corpi fluorescenti secondo il metodo indiretto [per la tecnica vedi (*)] im-
piegando, oltre ai due sieri supposti iperimmuni, anche sieri umani di
persone affette dalla malattia nella fase delle manifestazioni acute.

I risultati ottenuti, non sono stati facilmente interpretabili, in rap-
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porto alla presenza di una notevole fluorescenza aspecifica che ha con-
slantemente impedito la lettura della reazione (*).

Anno 1959 (). In quest’anno si & cercato di stabilizzare nel nostro
laboratorio, due ceppi di virus tracomatoso isolati 1'uno nello stato di
Israele e I'altro nell'isola di Giava, fornitici rispettivamente dai Dotlori
Bernkopf (Tel Aviv) e Sie (Djakarta), il primo allo stato fluido ed il
secondo liofilizzato.

L’inoculazione nel sacco del tuorlo di uova embrionate al 6° giorno
di sviluppo, ha determinato la morte dell’embrione entro 3-8 giorni. Gli
strisci della membrana del sacco del tuorlo mostravano la presenza di uno
scarso numero i corpuscoli elementari e la mortalitd riscontrata si ag-
girava sul 499%.

Si & potuto constatare che ambedue i ceppi si sviluppavano meglio
nelle uwova di galline allevate in condizioni naturali anzich® in uova em-
brionate provenienti da allevamenti, e ¢id & presumibilmente in rappor-
to alla presenza di sostanze antibiotiche usate come fattori di crescita
nei mangimi adoperati negli allevamenti,

In questo periodo si & notato come I'inoculazione preliminare nelle
uova di 0,2 mg. di acetato di cortisone, elevasse la mortalita degli em-
brioni di ecirca il 209.

Le modalila tecniche prevedevano l'impiego, come diluente, del
liquido di Hanks, e 1'uso di un congelatore a —20° C. Non veniva ese-
guito il congelamento rapido dei materiali, ed il virus, per i successivi
passaggi, era raccolto dalle uova morte.

In complesso, I'esperienza del 1939 ci ha fatto notare la capriccio-
sitd e I'incostanza dei risultati e, in una parola, la difficolta di coltiva-
zione del virus,

Anno 1960. Nell’aprile di quest’anno abbiamo iniziato, presso il la-
boratorio virologico dell’Ospedale Oftalmico Haild Sellassid 1° di Asmara,
un piano di ricerche allo scopo di portare un ulteriore contributo alla
conoscenza dei problemi virologici connessi con I'infezione tracomatosa.

Tale piano di ricerche ha previsto inizialmente: 1'isolamento di cor-
puscoli elementari e la successiva coltura in uova embrionate di pollo; lo
studio della patogenicita, per I'uvomo e per gli animali, dei corpuscoli
elementari coltivati; la concentrazione e purificazione dei corpuscoli ele-
mentari, al duplice scopo di ottenere una sospensione utilizzabile nel
corso della ricerca serologica e nel tentativo di una vaccinazione; lo stu-
dio della situazione immunitaria nel corso della malattia naturale; la
valutazione della utilitd di una prova cutanea nella diagnosi di infezione
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tracomatosa; la valutazione della innocuitd ed efficacia di vaccini di dii-
ferente costituzione impiegati nella prevenzione e nella vaccinoterapia
della infezione spontanea e provocata.

I vari punti riferiti verranno qui appresso illustrati con particolare
riguardo alle modalita di tecnica impiegate.

Isolamento ed identificazione dei corpuscoli elementari quali agenti del-
l'infesione tracomatosa.

La ricerca in tal senso si @ svolta, per ragioni contingenti, in due
fasi distinte. Dalla valutazione comparativa dei risultati ottenuti in cia-
scuna di esse, scaturiscono un insieme i dati utili per stabilire i criteri
ottimali per l'isolamento del virus: & per questa ragione che tali fasi
verranno descritte separatamente.

1* Fase, — Metodi ed apparecchiatura.

Congelatore a —24° C.

Diluente : (per la raccolta dei materiali congiuntivali e per i succes-
sivi passaggi dei sacchi del tuorlo).

Soluzione fisiologica con brodo al 109, addizionata di streptomi-
cina 20.000 gamma/cm?.

Inoculum: 0,1 em®/uovo per la via del tuorlo, un'ora dopo 1'ino-
culazione, per la stessa via, di 0,2 mg di cortisone/uovo.

Il passaggio cieco & slato effettuato a distanza di 6-7 giorni dalla
izoculazione.

Risultati: Sono stati saggiali 8 maleriali senza cttenere, al 4" pas-
saggio cieco, 1'evidenza di corpuscoli elementari.

2* Fase. — Metodi ed apparecchiatura.

Congelatore a —70° C.

Diluente: Soluzione PGS (7) addizionata di streptomicina 20.000
gamma/em?,

Inoculum: 0,2 em? /uovo per la via del tuorlo senza inoculazione pre-
liminare di cortisone.

Il passaggio cieco & stato effettuato al 10° giorno dall’inoculazione
(eongelamento rapido dei materiali: materiale congiuntivale ¢ membra-
ne raccolle).

Risultati: Tre delle otto membrane del tuorlo, precedentemente ne-
gative sino al 4° passaggio in uovo, sono risultate positive per la presen-
za di corpuscoli elementari, al primo passaggio eseguito secondo le nuove
modalita.

Di quattro nuovi casi presi in considerazione, tre sono risultati po-
sitivi al passaggio di isolamento ed uno al secondo passaggio.



— 1248 —

Diamo ora la descrizione dettagliata delle modalita impiegate per
ln scelta dei casi idonei all'isolamento e per la coltura successiva
del virus.

Sono stali scelti casi con tracoma in fase Il e 11 (*) e, salvo rare ecce-
zioni, casi che presentassero l'evidenza di inclusioni citoplasmatiche nel-
lo striscio congiuntivale. Sono stati preferiti casi mai trattati con anti-
biotici o comunque casi in cui la terapia antibiotica era stala sospesa
15 o pil giorni prima del prelievo.

I1 prelievo del materiale & stato effettuato presso il laboratorio o di-
rettamente nei villaggi, facendo uso di una spatola metallica da iride e
trasferendo metda del materiale raccolto su piccoli dischi di vetro di
3 mm di diametro, che venivano immersi in 0.5 em® di soluzione PGS
addizionata di streptomicina; la porzione restante veniva strisciata su un
velrino portaoggetti per il controllo microscopico.

I1 tentativo di isolamento venne fatto su tre uova. Le uova venivano
osservate, dal 4° giorno in poi, due volte al giorno ed il passaggio cieco
veniva effettuato da tutte le uova che morivano dal 6° al 9° giorno. Al
10° giorno di incubazione tutte le uova rimaste vive venivano aperte e da
ciascuna i esse venivano elfettuati, in caso di mancata evidenza di cor-
puscoli elementari, quattro passaggi ciechi consecutivi, dopo di che il
tentativo di isolamento veniva abbandonato.

Per la colorazione degli strisci congiuntivali & stato adoperato il
Giemsa (British Drug House); analogamente, per la colorazione degli
strisci della membrana del tuorlo, & stato usato lo stesso colorante. La
colorazione di Giemsa & stata preferita in quanto, contrariamente ad
altri metodi di colorazione, permette di mettere in evidenza buona parte
delle eventuali contaminazioni batteriche, da lieviti o da altri micro-
organismi.

Il metodo di Giemsa & stato impiegato secondo le modalita standard.
Si & perd constatato come la fissazione con alcool metilico risulti di mag-
gior efficacia quando 1'alcool viene fatto completamente evaporare e la
soluzione di Giemsa, preparata nel rapporfo 1:9 in tampone fosfato
pH 7,2 in acqua distillata, viene aggiunta sul vetrino completamente
essiccato. Il tempo di colorazione con il Giemsa pud variare da un mi-
nimo di 45" a 3 ore o piu: I'eccesso di colorazione in questi ultimi casi,
viene allontanato dal successivo lavaggio del vetrino, per pochi secondi,
in alcool etilico assoluto.

L’osservazione microscopica & stata effettuata con microscopio Zeiss
mod. Standard attrezzato con il seguente corredo ottico: oculare K8x,
obbiettivo a immersione 100/1,23 e lente additiva 1,3x. Il potere di riso-

(*) Classificazione secondo Me Callan.
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luzione di tale microscopio & ottimo e permette una chiara visualizza-
zione dei singoli corpuscoli elementari. (Nel corso dello studio ¢ stato
sperimentato l'ineflicente potere risolutivo, agli stessi ingrandimenti, di
altri tipi di microscopi e la deficente colorazione oftenuta con alcune so-
luzioni di Giemsa di altra provenienza).

Per 1 passaggi ciechi e per il passaggio dei corpuscoli elementari da
uova infette, l'omogeneizzazione delle membrane del tuorlo & stata otte-
nuta agitandole in contenitori con palline di vetro.

Come diluente & stata costantemente impiegata la soluzione PGS.
Per il passaggio del virus si & impicgato un inoculum di 0,2 em® di una
sospensione 1/10 della SST (*) 509, in PGS,

All'atto della raccolta delle membrane del tuorlo, supposte infette,
queste, dopo averne effettuato uno striscio per semplice impressione,
sono state trasferite in contenitori, aggiungendo parti eguali di PGS e
congelate immediatamente in alcool assoluto mantenuto a —70° C. Tale
congelamento rapido delle membrane & stato impiegato costantemente
per tutto il periodo della ricerca.

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

Allorcheé i ceppi si sono stabilizzati, tutte le uova | ancora vive veni-
vano aperte allorché si raggiungeva una mortalita di circa il 809%. Le
membrane raccolte, 10 a 10, venivano conservate a —70° C. 1 controlli
batteriologici venivano fatti su agar sangue.

E’ stato osservato che la maggior parte del virus muore se 1'uovo,
alla morte dell’embrione, non viene raccolto o per lo meno conservato
a +4° C; a tale temperatura 1'uovo pud restare circa 18 ore senza una
notevole perdita della attivitd del virus.

La coltivabilita del virus nelle uova non & costante, come giudica-
bile e dal numero dei corpuscoli elementari presenti nel campo micro-
scopico e dal periodo di tempo necessario per ottenere la piu elevata
percentuale di mortalita tra le uova inoculate.

Nel ceppo prevalentemente impiegato per le ricerche (Tracoma 3/
Asmara/1960) (*) ad esempio, si & constantemente notata nei primi pas-
saggi (4°, 3°, 6") una elevata quantitd di corpuscoli elementari (vedi foto)
o la percentuale di mortalith massima delle uova si verificava al 5° giorno
dalla inoculazione. Tale limite di tempo & andato gradualmente spostan-
dosi verso il 6°, 7° ed 8° giorno, e, accanto a uova ricche di virus, si sono

(*) SS8T = Sospensione del sacco del tuorlo.

(*) Per contraddistinguere i nostri ceppi abbiamo impiegato la terminologia im-
piegata per il virus influenzale, specificando la provenienza del ceppo, l'anno di isola-
mento ed il numero di isolamento relativo a tale anno.
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osservate uova in cui esso era assente o presente in relativamente searsa
quantita.

Allo scopo di ottenere abbondanti quantitd di virus, & stato neces-
sario ricorrere a passaggi ravvicinati facendo uso di materiale prove-
niente da precedenti esperimenti, anziché aumentare la serie dei passag-
i. Tale modalita & stata anche preferita nella eventualitd che i pas-
aggi successivi del virus, pur portando ad un maggiore adattamento al

12

o

tipo di ospite impiegato, potessero, comunque, modificare la constatata
patogenicita di esso per I'nomo e per un particolare tipo di scimmia e
cio in previsione di esperimenti di infezione provocata, da condursi in
tali soggetti come « challenge » per saggiare 'efficacia della vaccinazione.

Nei primi cinque mesi della ricerca sono stati infatti effettuati soli
0 passaggi in serie.

La sospensione di corpuscoli elementari da impiegarsi per la ricerca
sierologica, per la cutireazione e per la preparazione dei vaccini, & stata
conservata come SST 309 in PGS a —70° C.

Nel corso della coltivazione del virus si & notato come spesso 1'em-
brione delle uova infette presentasse evidenti lesioni emorragiche sotto
forma di petecchie e soffusioni: tali lesioni, comunque, sono state osser-
vate anche nel caso di infezioni batteriche. La presenza eventuale di
corpuscoli elementari & stata ricercata su vari segmenti dell’'uvovo em-
Lrionato (cute, membrana corio-allantoidea, liquido allantoideo ed am-
niotico, tuorlo) sempre con risultati negativi.

L’identificazione dei corpuscoli elementari isolati, quali agenti della
malattia tracomatosa, si & basata sulla realizzazione dei postulati di Koch,
nel senso che una malattia con tufti i caratteri attualmente riconosciuti
dell'infezione tracomatosa di data recente, ¢ stata trasmessa, con il virus
coltivato, in volontari umani, con il reisolamento, dalle lesioni patologi-
che congiuntivali di questi, di corpuscoli elementari con caratteristiche
identiche a quelli utilizzati per trasmettere la malattia; sul reperto di
inclusioni citoplasmatiche, ritenute specifiche di tale infezione; sulla di-
mostrazione di un comune antigene solubile tra il virus isolato e i virus
del gruppo ornitosi-linfogranuloma.

L’antigene solubile & stato estratto mediante trattamento fenolico
e potenziato dal riscaldamento, secondo la tecnica di Nice e HiLLenmax (%)
Sono stati impiegati sieri immuni da pazienti con infezione ornitosica e
da cavie vaccinate con 1'antigene solubile del virus ornitosico oltre a sieri
di persone con infezione linfogranulomatosa di varia data.




Patogenicita per U'uomo e per gli animali di laboratorio.

Uomo

La patogenicita per la congiuntiva umana, di uno dei virus isolati,
¢ stata saggiata in due soggetti, instillando alcune gocce di una sospen-
sione 509% in PGS al 4° passaggio, del virus Tracoma 3/Asmara/1960,
avente un titolo di 10-*°DIU, /0. 2ce.

EVOLUZIONE DELL'INFEZIONE SPERIMENTALE UMANA

Caso Eth ¢ giorno 13% giorno 209 giorno 36° giorno
AA. | 15 f+ i+ + f++p++ i++p++
Inclusioni: Inclugioni: ‘
9/30" dubbio
Isolamento : Isolamento :
pos. 1° e.p. (%) pos. 1° e.p.
K.Z. 12 f++p++ T++p++ f4++p++ i+ +p++
Inclusioni: Inclusioni :
11/30° 9/30°
Isolamento : Isolamento :
pos. 1% e.p. contaminato
vedi foto
(*) e.p. = passaggio in uovo. :

Il tentativo di isolamento del virus e la ricerca delle inclusioni cito-
plasmatiche nello striscio congiuntivale, eseguite dopo una settimana
dalla inoculazione, ha dato in entrambi i soggetti, risultati positivi.
Dopo 9 giorni dalla inoculazione, il virus & stato reisolato dal caso A. A.
(il tentativo di isolamento del caso K. Z. & stato impedito da un inquina-
mento batterico): viceversa la ricerca delle inclusioni citoplasmatiche
ha dato risultati positivi nel caso K. Z., dubbi nel caso A.A. (Preceden-
temente alla inoculazione sperimentale, le ricerche di inclusioni cito-
plasmatiche ed il tentativo di isolamento di corpuscoli elementari, in
entrambi 1 soggetti, aveva dato risultati negativi). L'isolamento del virus
nel corso della infezione sperimentale si & ottenuto sempre al primo pas-
saggio in uovo. In ambedue i casi la malattia ha avuto un esordio acuto
con edema palpebrale, congestione vascolare, secrezione mucosa, e mu-
copurulenta ed ipertrofia papillare.
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SCIMMIE

La patogenicitd per le scimmie del ceppo di corpuscoli elementari
Tracoma 3/Asmara/1960 & stata saggiata instillando alcune gocce del
5" passaggio di esso (sospensione 509 in PGS) sulla congiuntiva di due
tipi di scimmia: 3 Cercopitecus griseoviridis e 3 Cynocephalus babuin.
L’inoculum aveva un titolo di 10-* DIU,,/0,2 em?®.

Non sono mai state notate, malgrado il lungo periodo di osserva-
zione dello striscio, inclusioni citoplasmatiche simili a quelle della ma-
lattia umana. L'inizio della malattia non ha presentato caratteri 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 nell’esperimento.

Animali di laboratorio.

I corpuscoli elementari del ceppo Tracoma 3/Asmara/1960 non
sono risultati patogeni, al primo passaggio, per il topino adulto allorchd
inoculato per via cerebrale e endoperitoneale; per il topino lattante per
via cerebrale e sottocutanea; per la cavia allorché inoculata per via
endoperitoneale.

APPENDICE

1. — E’ stato saggiato l'eventuale potere emoagglutinante di una
sospensione di virus ottenuta impiegando il ceppo SA1 (gentilmente
inviatoci, insieme al ceppo SA2, dal dottor E. Murray dell’Universita di
Harvard, U.8.A.). Tale sospensione di virus, concentrata per centrifuga-
zione e purificata mediante estrazione eterea, conteneva in un c¢m® l'equi-
valente di 2,5 g di sacco. La reazione condotta impiegando come diluente
soluzione fisiologica 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 +38° C, in presenza di emazie delle seguenti specie
animali: coniglio, topo, Francolinus erkeli, cavallo, montone, pollo, pic-
cione e cavia.

2. — La tossicitd per il topo di una sospensione di virus attivo, &
stata ricercata per il ceppo Tracoma 3/Asmara/1960, paragonando 1'ef-
fetto ottenuto in tale animale a quello determinato con i due ceppi di




ANDAMENTO DELLA MALATTIA SPERIMENTALE NELLE SCIMMIE E REPERTI DI
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LABORATORIO
Animale @ giorno 15° giorno 38° giorno
Cercopitecus Congiuntivite follico- | Congiuntivite follico- | Congiuntivite
griseoviridis lare lare follicolare
Isolamento: inquinato | Isolamento: positivo al | Isolamento:
2° p. inquinato
Inclusioni: assenti Inclusioni: assenti Inclusioni:
assenti
Cercopitecus Congiuntivite follicola- | Congiuntivite follico- | Congiuntivite
griseoviridis re con emorragie lare follicolare
Isolamento: positivo al | Isolamento: positivo al | Jsolamento :
1 p. 2° p, inquinato
Inclugioni: assenti Inclugioni: assenti Inclusioni: |
assenti
Cynocephalus Congiuntivite con pa- | Congiuntivite follicola- | Congiuntivite
babuin pille e follicoli re lieve follicolare
Isolamento : positivo al | Isolamento: positivo al | Jsolamento:
1 p. 1* p. inquinato
Inclugioni: assenti Inclusioni: assenti Inclusioni:
aszenti
Cynocephalus Sano Sano Congiuntivite
babuin follicolare
lieve
Isolamento : negativo Isolamento : negativo | Isolamento:
negativo
Inclusioni: assenti Inclusioni : assenti Inclusioni :
assenti
Cynocephalus Sano Sano Sano
babuin Isolamento: negativo | Isolamento: negativo | Isolamento:
negativo
Inclusioni: assenti Inclusioni: assenti Inclusioni :
assenti

corpuscoli elementari (SA1 e SA2) per i quali & gid noto l'effetto letale
prodotto al seguito della inoculazione endovenosa (*).

Si & cosi constatato che, analogamente ai due ceppi citati, anche il
ceppo da noi isolato, inoculato nella quantita di 0,3 cm® di una sospen-
sione 509 di membrane in PGS, determina la morte del topo dopo 10
ore circa dalla inoculazione.
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Concentrazione e purificasione dei corpuscoli elementari.

Sono stati sperimentati a questo scopo vari procedimenti basati
principalmente sulla tripsinizzazione della sospensione di membrane,
su centrifugazioni frazionate, su sostanze adsorbenti e su sostanze
(Mluorocarbone ed etere) capaci di estrarre i materiali organici presenti
nella sospensione bruta di corpuscoli elementari. Per ottenere infine una
sospensione di corpuscoli elementari, sufficentemente monodispersa, &
slato sperimentato l'effetto di onde ultrasonore a varia frequenza, ap-
plicate per differenti periodi di tempo.

Situazione immunitaria nel corso della malattia naturale.

Sono stati raccolti 430 sieri di persone di diversa etd con infezione
tracomatosa in varia fase di evoluzione. Solo una parte di essi & stata
sinora studiata, allo scopo di determinare l'eventuale presenza di anti-
corpi specifici ed aspecifici relativi all’infezione tracomatosa.

A tale scopo sono state impiegate due reazioni serologiche: la rea-
zione di fissazione del complemento e la reazione di microagglutinazione.
La prima & stata eseguita utilizzando sia l'antigene solubile del virus
ornitosico e quello estratto da sospensioni di B. anitratum (*°), sia 1’anti-
gene virale costituito da una sospensione purificata di corpuscoli ele-
mentari del ceppo Tracoma 3/Asmara/1960

MATERIALI E METODI

Antigene di gruppo ornitosico: & stato impiegato un antigene com-
merciale (Italdiagnostic).

Antigene solubile del B. anitratum: & stato impiegato un antigene
sperimentale gentilmente preparatoci dalla « Italdiagnostic ».

Antigene virale per la reazione di fissazione del complemento:

Sono state impiegate tre sospensioni di corpuscoli elementari, una
parzialmente purificata e due purificate rispettivamente con Genetron e
con etere.

Non @ stata titolata 1’attivitd fissante il complemento di tali sospen-
sioni in presenza di un siero immune noto; ma la comparabilita dei va-
lori ottenuti nella titolazione degli anticorpi si & basata sulla utilizzazio-
ne, per i tre tipi di antigene, di un’unica sospensione bruta di mem-
brane 509 : la ricchezza in corpuscoli elementari dei tre antigeni & quin-
di da ritenersi analoga.

La reazione di fissazione del complemento & stata eseguita impie-
gando il metodo a goccia su piastre di plastica con incubazione a freddo
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per 18h (*). Nella reazione sono state impiegate 2.5U di complemento e
4U di emolisina Wellcome. I risultati ottenuti, valutati in rapporto alla
percentuale di emazie di montone non emolizzate, sono stati riferiti come
1,2, 3, e 4 rispettivamente per indicare la presenza del 23, 50, 75 e 100
per cento delle emazie presenti, non emolizzate.

Antigene virale per la reazione di microagglutinazione.

A questo scopo & stata impiegata una sospensione purifica-
ta con etere, di corpuscoli elementari del ceppo Tracoma 3/Asma-
ra/1960. La diluizione ottimale di corpuscoli, da impiegarsi nella rea-
zione, & stata fissata di volta in volta in differenti preparazioni di anti-
gene, in rapporto al numero di corpuscoli presenti nel campo micro-
scopico. Sia un numero eccessivo che un numero scarso di questi, infatti,
rendono meno chiara la lettura della reazione. Dal momento che la va-
lutazione dei risultati di questa reazione si basa sul reperto di aggluti-
nati di varia grandezza di corpuscoli elementari, & necessario che la so-
spensione virale impiegata, oltre che purificata, sia adeguatamente di-
spersa in modo che non si abbiano ammassi artificiosi di corpuscoli. A
questo scopo sono stati impiegati con successo gli ultrasuoni con espo-
sizioni di B" a 1% W/em®. Dopo tale trattamento gli ammassi preesisten-
ti di virus si dissolvono quasi completamente nei singoli corpuscoli
elementari (**).

Tecx~ica

Diluente: Data la precipitazione di sali che si verifica al momento
della evaporazione dei reagenti e che rende parzialmente difficile la let-
tura dei risultati, viene impiegata come diluente la soluzione PBS (%)
al 50% in acqua distillata, addizionata di mertiolato alla concentrazione
finale di 1:10000. L’aggiunta di un antisettico si rende necessaria per
prevenire l'inquinamento che facilmente tende a verificarsi al momento
della incubazione a temperatura ambiente dei reagenti.

Apparecchiatura: Vengono impiegate delle piastrine di vetro le cui
caratteristiche sono dettagliatamente riferite altrove (*%). Per una mag-
gior rapiditd di esecuzione della reazione, la distribuzione dei reagenti
e stata effettuata con pipette di piccole dimensioni dello stesso calibro
munite di tettarelle di gomma che lasciano cadere gocce del volume di
0,03 em? circa.

Durante il periodo di incubazione le piastre che sostengono le gocee
dei reagenti, vengono mantenute in una atmosfera umida, a tenuta di



Frricr ¢ R, Vozza - Ricerche virologiche sul tracoma.

A

Fig. 1 — Congiuntivite tracomatosa umana sperimentale. Caso K. Z. in 10"
giornata dall'infezione sperimentale.

Fig. 2 — Reazione cutanea tracomatosa. Risposta comparativa dei tre antigeni
impiegati e dell’antigene centrollo.




Fig. 3 — Striscio della membrana del tworlo di un uovo infettato con il
ceppo di corpuscoli clementari tracomatosi Asmara/3,/1g60. Corpuscoli
elementari liberi. Colorazione di Giemsa. 1200 X.

A, Fruier ¢ R, Vozza - Ricerche virologiche sul tracoma,

Fig. 4 — Reazione di microagglutinazione con i corpuscoli elementari tra-
comatosi. Reazione positiva. 500 X.
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aria, realizzata con una qualsiasi coperfura ermelica lasciando accanto
alla piastra batuffoli di cotone imbevuli di acqua. E" necessario infatti che
il volume delle gocee non si modifichi durante il periodo di incubazione.

ESECUZIONE DELLA REAZIONE

Le gocce contenenti le diluizioni del siecro in esame, previa-
mente inattivato a 56° C per 30°, vengono disposte sulla piastra e
su di esse viene aggiunta la goccia della sospensione di corpu-
scoli elementari. 8i lascia incubare per 24h a temperatura am-
biente. Dopo tale periodo le piastre vengono lasciate essiccare in
termostato a 37° C. Quando le gocce sono completamente essiccate, la
piastra viene fissata 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 viene eseguita ad ingrandimenti di 400X.

Se la reazione & negativa, l'osservazione microscopica lascia solo
intravedere uno strato rosato di materiale serico precipitato, sul quale
sono scarsamente visibili i singoli corpuscoli elementari disseminati.
Nel caso di una reazione positiva & netta la colorabilitd particolare degli
ammassi dei singoli corpuscoli elementari i quali, oltre che distinta-
mente colorati, appaiono anche di maggiori dimensioni. Negli aggluti-
nati i corpuscoli elementari sono trattenuti nelle maglie di una struttura
che prende un colore rossastro. I corpuscoli elementari appaiono deci-
samente neri.

Il grado di agglutinazione pud essere tale che non si apprezza piu
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 materiale serico precipitato & discontinuo nei punti
in cui si sono formati gli agglutinati. Questi ultimi tendono, in genere,
ad ammassarsi al centro della superficie della goccia (vedi foto). L’in-
tensita della reazione viene espressa con numeri arabi da 1 a 4 o con +
sino a + + + + per indicare la presenza percentuale degli agglutinati.

Di fronte ad un inquinamento batterico, spesso la lettura dei risul-
tati & ancora possibile. Una volta colorata, la piastra pud essere osser-
vata al microscopio anche dopo un discreto periodo di tempo, mante-
nendosi inalterata la morfologia del reperto microscopico.

Per il lavaggio le piastre vengono trattate prima con xilolo, quindi
con alcool assoluto. Dopo lavaggio in acqua distillata vengono immerse
per 10" in acqua bollente contenente un detersivo del commercio. Le pia-
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stre vengono quindi lavate in acqua distillata nella quale vengono lascia-
te per 24h.

Risultati (Tavole 1, 2 e 3).

I dati sinora ottenuti vengono riferiti con la riserva che, essendo il
numero delle osservazioni fatte ancora scarso, essi possano non -rappre-

Tavora 1

Risultati ottenuli con sieri di pazienti con infezione tracomatosa, in presenza di vari
antigeni e con differenti tecniche di reazione.

Siero OR AN TRE | TRG | TRN | RMA Siero OR AN TRE | TRG I TRN | RMA
200 | 0 | 0 | 4 | 4| 3| 0| 2/|0/|0/|o0 0
202 0| 0| 0 0 230 0|0 |0 0
203 | 4 | 4 | 2 | 4| 4| 2| 2| 4| 2|0 0
204 | 2 | 0| 0 0 (|282|, 0| 0o i
206 | 2| 2| o0 4 233 1|0 |0 4
207 1 0| 0| 0 0 (|24 3| 0|0 2
208 | 2 | 0 0 |[235| 4 | 0 | 1 4
200 | 3| 0o | o 0o [ 28| 0| o0 | o0 4
210 | 2 | 1 | 3 | 3 | 4| 2 |/ 238 0|0 | 0| 0| 38 1|0o
211 | 4 | 0 | 1 2 |[239| ¢ | 0o |2 |0 ]| 4|0
212 | ¢ | 0o | 3| 3|38 4 | 240| 3|0 0| 0| 4]/ 4
213 [ 3 | 0o | o 3 [l241| 2| 0 |2 | 2| 4|1
214 | 1 | 0o | o 0 ||[242| 0| o0 0| 0]| 2] 0
215 | 0 | o | o 4 || 243 | ¢4 | 3 | 2 | 4| 4| 4
206 | 0 | 0 | 0 1 244 | o | 0o 0o !0 | 0| 2
217 | 0o | o | 3| 0| 1| o | 245 ¢4 0 |0 )| 0| 4]
218 | 4| 2| o0 0 || 246 | ¢ | 0 | 4| 3| 4| 3
219 | ¢4 | o | 2 | 3| 3| 3 ||[247| ¢ | ¢ | 40| 4|2
220 [ 4 | o | 2 | ¢4 | ¢ | 4 || 248 ¢ | ¢ | 4 | 3| ¢ | 4
221 | 3| 0o | o 0 ||249 | 1 0o 0o 0o o0
222 | o | o | o (4|20 0|0 |0]|o0o |3 |0
223 | o | o | o ol 21| 3| 1|1 | 0] 4|3
224 | 0| 0| o0 s ||252| 4| 3|3 | 4| 4|1
225 | 3 | o | o o || 255 1|0 00 010
226 | 4 | 0 | 0 3 /256 0| 2 00 0|0
227 | o | ol 2 | o | o | 1| 257 4« | o0 | 2| 4] 4]0
228 | 4 | 2 | o 2 || 258 | 4 | 4 | &4 | 4| 4|0

Diluizione del siero 1:8 Positivitd totale di ciascun anfigene: OR 65%: AN 249,
TRG 489%; TRE 379%; TRN 849%; RMA 55%. OR=Ornitosi; AN=B.anitratum;
TRE=Tracoma estratto con etere; TRG =Tracoma estratto con genetron; TRN=Traco-
my parzialmente purificato; RMA =Reazione di microagglutinazione. Come controllo
dell’antigene TRN & stato impiegato tampone al veronal e non una analoga sospen-
sione parzialmente purificata di membrane del tuorlo di wova normali: riteniamo
quindi che 1'elevata percentuale di positivita ottenuta con questo antigene possa es-
sere in parte di natura aspecifica. In un secondo gruppo di sieri la reazione di fissa-

zione del complemento con l'antigene solubile ornitosico c¢i ha dato una percentuale di
i blaritd Aal Y oS
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Tavora 2

Andamento comparalivo della reazione di microagglutinazione e di fiszazione del com-
plemento a seconda delle varie fasi di evoluzione della malattia tracomatosa.

DILUIZIONE DEL SIERO 1:8
Tracoma'I1I Tracoma ITT Tracoma IV
Siero | RMA oR AN Siero | RMA OR AN Siero | RMA OR AN
4 2 0 30 3 0 0 42 3 3 0
2 0 0 34 4 4 4 60 1 0 1
8| 4 | 1 1 44| 3 | 2 | o0 6213 1 2 |0
4
53 4 4 0 54 2 2 0 7 . 4 4
97 3 0 0
86 | 4 0 0 55 3 4 ¢ || o5l 3 0 6
90 | 2 0 1 57 | 4 2 1 100 | 2 0 1
111 2 3 3 78 4 4 0 101 4 3 0
131 | 2 3 2 88 | 2 0 0 102 | 4 4 4
92 3 2 0 103 2 0 0
108 3 4 0 106 2 g .
Totale dei sieri esaminali | | Totale dei sieri esaminati || Totale dei sieri esaminati
con la RMA 31: positivi || con la RMA 36: positivi || con la RMA 39: positivi
23 (74%) 30 (83%) 335 (89%)

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

La specificitd delle reazioni & stata controllata impiegando un im-
munisiero anti-antigene ornitosico ottenuto in cavie (ire inie-
zioni contemporanee, sottocute, in tre punti diversi, di 0,5 cm® di anti-
gene non diluito, seguite da richiamo endoperitoneo di 1 cm® dopo 14
giorni: salasso 7 giorni dopo), un antisiero antiornitosi umano e 4 sieri
di individui esenti da infezione tracomatosa clinicamente rilevabile (Eu-
ropei) € 5 sieri di soggetti con infezione linfogranulomatosa di varia data.

Sia la reazione di microagglutinazione che di deviazione del com-
plemento con I'antigene virale tracomatoso hanno dato, con tutti i sieri
riferiti, risultati negativi.

Come appare dalla tabella presentata, la deviazione del comple-
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mento con 'antigene di gruppo ornitosico, ha dato in due successive oc-
casioni positivitd percentuali del 65 e del 539 . La reazione di deviazio-
ne del complemento con I'antigene virale ottenuto con I'impiego di etere
e fluorocarbone ci ha dato rispettivamente una positivita percentuale del
37 e del 489%. La reazione di microagglutinazione infine, ci ha dato, su
4 gruppi diversi di sieri, positivith percentuali del 74, 83, 89 e 559%.
Non si sono avute con questa reazione differenze molto evidenti nel
titolo e nella percentuale di positivitd tra sieri prelevati da soggetti con
malattia in varia fase di evoluzione.

La reazione di microagglutinazione con diluizioni del siero infe-
riori ad 1:8, da in genere risultati difficilmente leggibili: nel corso della
titolazione degli anticorpi con questa reazione si & spesso notata la pre-
senza di un andamento paradosso dell’entita degli agglutinati, nel senso
che diluizioni maggiori del siero presentavano una maggiore quantita di

agglutinati.

CUTIREAZIONE

Questa reazione & stata eseguita sulla intera popolazione infantile
¢ giovanile di un villaggio (250 persone) e su un gruppo di persone, de-
genti per infezioni oculari, presso la Clinica Oculistica dell’Universita
di Roma.

Antigeni e tecnica impiegata.

Antigeni: Sono stati usati i seguenti ceppi di corpuscoli elementari
iracomatosi: il ceppo SA4, il ceppo SA2 ed il ceppo Tracoma 3/Asma-
ra/1960. Le sospensioni impiegate nella prova sono state purificate con
etere. La titolazione della reattivitd dell’antigene & slata eseguita in indi-
vidui con tracoma attivo (fase II) impiegando due diluizioni dell’origi-
nale SST 1009% : diluizioni al 109 ed al 59, in soluzione fisiologica.
Come controllo sono state impiegate analoghe diluizioni percentuali di
SST 1009, purificate in modo analogo, di membrane di uova sane in
14* giornata di sviluppo.

Tecnica: L’iniezione & stata fatta con aghi per iniezioni intrader-

- miche producendo dei ponfi di circa 0,3 cm di diametro.

La lettura della titolazione preliminare degli antigeni da impiegarsi

- nella reazione § stata effettuata rispettivamente dopo 24 e 48 h. Gli effetti

della cutireazione risultano pil evidenti dopo 24 h: i risultati riferiti

- indicano appunto la lettura eseguita dopo tale periodo di tempo. La
. Treazione provocata dall’antigene alla concentrazione del 59, pur essen-
- do leggermente inferiore a quella dell’antigene piu concentrato, & comun-
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(que apparsa nettamente evidente, per cui tale concentrazione & stata im-
piegata nelle successive prove di massa.

In ciascuna lettura & stata valutata l'intensita dell’eritema e quella
del ponfo, riferendo la prima con valori 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 ¢ del ponfo ¢ stato tale da aversi la formazione di un’unica chiazza
eritemato-ponfoide che copriva la zona di inoculazione dei tre antigeni
(vedi folo).

Come & stato precedentemente accennato, ambedue i ceppi SA1 e
SA2 risultano letali per il topo adulto, allorché inoculati per via endove-
nosa. BerLL ed al. (**), in base a prove di tossiimmunizzazione (la vacci-
nazione con corpuscoli elementari omotipici previene 1'effetto letale pro-
vocato dallo stesso ceppo di corpuscoli elementari) hanno dimostrato che
i due ceppi citati risultano tossigenicamente diversi. Per questa ragione
¢ stata decisa 1'utilizzazione contemporanea di tali ceppi e del ceppo lo-
cale Tracoma 3/Asmara/1960.

RISULTATI DELLA PROVA CUTANEA

Stadio della malattia
Casi sani

[ (Roma)

|  TRI TR 111 TR IV

]

i
Soggetti esaminati . . | 92 109 45 30
Soggetti negativi i 4/, 8/, 13'/, 46'/,
Reattivita dubbia i 5/, 147/, 11°/, 13/,
Soggetti reattivi ] 91°/, (e+p) | 78/, (e+p) | 76"/, (e+p) | 40°/, (e
Reattivita spiccata ; 74°/, (e+p) | 627, (e+p)| 48", (e+p) | 10°/, (e+)

erilema
ponfo

®
[

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

In totale si & avuta una reattivith per l'antigene controllo pari al-
1'89% dei casi presi in considerazione: in tutti i casi questa & stata di
scarsa entita.

Non si sono notate differenze significative nella intensitd delle ri-
sposte verso i tre antigeni impiegati.




VACCINAZIONE

Le ricerche sulla vaccinazione sono state iniziate con i seguenti
scopi: ottenere una sospensione i corpuscoli elementari, sufficentemen-
te purificata in modo da poter essere impiegata nell'uomo; valutare la
innocuitd nell'uvomo e negli animali di laboratorio di tale preparazione;
valutare l'efficacia, comparando i risultati di tre differenti preparazioni
di vaccino, considerando: 1) la capacita di essi nel suscitare un movi-
mento immunitario, sia in zone con endemicita tracomatosa che in zone
esenti da tracoma; 2) l'efficacia nel modificare 1’evoluzione clinica della
malattia naturale in atto; 3) l'efficacia nel prevenire 1'infezione indotta
sperimentalmente.

Preparazione e costituzione dei vaccini.

Vaceino in fase acquosa, Sospensione di corpuscoli elementari puri-
ficati, in soluzione fisiologica, equivalente, al 1009 SS8T (prima iniezione
1 cm?) ed al 509% SST (iniezione di richiamo dopo 30 gg. circa).

Vaccino con coadiuvante all’idrossido di alluminio. Sospensione a
parti eguali di corpuscoli elementari in soluzione fisiologica concentrati
e purificati, ¢ di idrossido di alluminio (18 mg/cm?), in modo di avere
una concentrazione finale pari al 2009, S8T. (Prima iniezione 0,5 em?,
richiamo con 1 cm® di vaccino acquoso 309 SST, dopo 40 gg. ca. Dopo
aver unito i due componenti la miscela viene agitata a mano per alcuni
minuti e lasciata 24 ha +4° C.

Vaceino con coadiuvanti oleosi. Sospensione a parti eguali di corpu-
scoli elementari, concentrati 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 2009, di SST. (Prima iniezione 0,5
cm?®, richiamo con 1 em?® di vaccino acquoso 309 SST dopo 44 gg. ca.).

L’omogeneizzazione viene effettuata con un agitatore meccanico sino
ad ottenere una emulsione stabile.

Ciascuno di questi vaccini & stato preparato partendo da un unico
pool di SST, per cui la concentrazione in corpuscoli elementari di quan-
titd equivalenti dei vari vaccini, si deve ritenere eguale.

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

Prove di innocuita.

e
Sono state inoculate 40 cavie per via endoperitoneale,, con 1 cm?®
del vari vaccini, senza notare alcun effetto dannoso.
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L’inoculazione intramuscolare profonda di 0,5 em?® di vaccino oleoso
o di vaccino adsorbito su idrossido di alluminio e di 1 em?® di vaccino
acquoso nella scimmia, non determina nessuna alterazione né locale né
generale. Un analogo dosaggio, per via intramuscolare, nell'nomo, risul-
ta assolutamente innocuo.

RisuLTATI

1. Prevenzione

Uono
3
I risultati ottenuti sono raccolti nelle tabelle A e B.

Sono stati scelti soggetti con infezione tracomatosa spenta o con lieve
reazione papillare. L'infezione sperimentale & stata ottenuta con l'instil-
lazione di 1 goccia di una sospensione di membrane infette, in PGS,
avente un titolo di 10-*°/0,2 cm®. 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 vaccino con idros-
sido di alluminio) e 70 gg. dall'inizio della vaccinazione.

In ciascun caso ¢ stato eifettuato uno striscio congiuntivale e tentato
il reisolamento del virus a distanza di 7 gg dall’infezione. L'evoluzione
dell’infezione sperimentale ¢ stata quindi controllata al 14° e 21° giorno.

La presenza dei segni generici di una congiuntivite acuta, senza
segni di specificitd (riferita con la lettera C) ha reso impossibile una
valutazione dei risultati in 7* giornata dall’infezione, valutazione basata
sulla comparsa degli elementi specifici (f = follicoli) e della reazione
papillare (p = papille).

L'etd media delle persone vaccinate & stata di 18 anni per i tre
gruppi vaccinati, e di 11 anni per il gruppo controllo.

La comparsa dei segni di una congiuntivite acuta aspecifica & stata
seguita, eccetto in un caso, dalla comparsa dei segni specifici dell’infe-
zione. La comparsa di inclusi (1/30") & stata osservata in due casi in
assenza dei segni specifici della malattia: in uno di questi due casi & stato
anche ottenuto il reisolamento del virus (caso 23).

Nelle condizioni di esperimento, la maggior attivita protettiva &
stata ottenuta con il vaccino acquoso.

Tutti i casi in cui si & ottenuta 1’'infezione sperimentale, sono stati
trattati, alla fine dell’esperimento, con antibiotici e dimessi, completa-
mente guariti.
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ScimmIa (Cercopilecus griseoviridis)

I risultati ottenuti sono raccolti nella tabella C.

In ciascun animale & stato tentato I'isolamento del virus dopo 12
giorni dall’infezione sperimentale. L’evoluzione della infezione & stata
controllata dopo 12, e 25 giorni. L’infezione & stata trasmessa instillando
una goceia «di una sospensione di membrane del tuorlo in PGS, avente
un titolo di 10-2 DIU,,/0,2 cm?.

In tutti i casi I'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 639 degli animali utilizzati come controlli hanno presen-
tato la malattia. Sfortunatamente tre degli animali utilizzati a questo
scopo sono deceduti per enterite acuta nell’intervallo tra le due osserva-
zioni, per cui non abbiamo avuto la possibilita di conoscere 1’evoluzione
successiva della congiuntivite aspecifica osservata dopo 12 gg. dal-
I'infezione.

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

3. Esperimenti di vaccinoterapia. Sono stati selezionati in quattro
villaggi 400 bambini con infezione tracomatosa di analoga intensitd. Per
ciascun villaggio 50 bambini sono stati vaccinati (25 con vaccino, oleoso
e 25 bambini con vaccino adsorbito su idrossido di alluminio) e 50 la-
sciati come controllo.

Le modalita di vaccinazione ed il dosaggio sono state simili a quelle
impiegate nell’esperimento di prevenzione.
I risultati ottenuti sono raccolti nella seguente tabella.

RISULTATI DELL’ESPERIMENTO DI VACCINOTERAPIA
DOPO DUE MESI DALLA VACCINAZIONE

Vaccino Vaccino con
y Controlli
con coadiuvanti oleosi |coadiuvanti all' Al(OH),
Clinicamente guariti 58/, 19"/, 0
» migliorati . 13°/, 4270 10/,
stazionari . 26/, 30", 80"/,
peggiorati Q 8'l, 107/,
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CoMMENTO

1. Isolamento e identificasione dei corpuscoli elementari quali agenti
dell'infezione tracomatosa.

La coltivabilita del virus del tracoma come giudicabile dalla moltipli-
cazione dei corpuscoli elementari, & senza dubbio dipendente da nume-
rosi fattori, per la maggior parte sconosciuti. La patogenicita stessa del
virus per I'uovo embrionato, riferita sia alla morte che alla comparsa
di lesioni emorragiche a carico dell’embrione, presenta aspetti di diffi-
cile valutazione.

Nel corso della nostra esperienza si & ottenuto, in tre casi, I'isola-
mento del virus dopo 4 passaggi ciechi, il che fa supporre che impie-
gando una tecnica non adeguata, il virus stenti, anche attraverso nume-
rosi passaggi, a raggiungere concenftrazioni limite capaci di produrre
una infezione estesa delle cellule delle membrane del tuorlo. D’altra
parte la stessa capacitd del virus a riprodursi nell’'novo embrionato,
varia probabilmente in rapporto alla qualita delle uova impiegate, aven-
de osservato per lunghi periodi una scarsa coltivabilita da parte di pas-
saggi di virus che in altri periodi hanno dimostrato una netta capacita
riproduttiva. Un forte indebolimento di quest'ultima & stato in genere
osservato verso 1'8°-9° passaggio successivo, ma @& stato difficile giudi-
care il successivo comportamento dei ceppi in quanto in alcuni casi si
¢ avuto un improvvizo ritorno ad una elevata infettivita.

Concludendo, l'esperienza finora fatta al riguardo ci ha maturati
nella convinzione che la coltivazione del virus, soprattutto a scopo indu-
striale, presenta notevoli difficolta pratiche, tanto da farci prendere in
seria considerazione, l'utilizzazione di altri posszibili metodi di coltura.

Le lesioni a carico dell’'embrione di pollo inoculato, dalla com-
parsa di lesioni emorragiche alla morte di questo. non sono sempre
in rapporto con la quantitd di virus presente nell’'uovo. In numerose
occasioni abbiamo constatato quantitd notevoli di virus in assenza di
lesioni rilevabili a carico dell’'novo embrionato. La capacita del virus a
produrre la morte dell'uovo dipende quindi, probabilmente da altri fat-
tori (tossici?) oltre che dall’entitd della riproduzione dei corpuscoli
elementari.

Il reperto ed il numero delle inclusioni citoplasmatiche sono senza
dubbio in relazione diretta con la possibilitd di ottenere 1’isolamento di
corpuscoli elementari, comunque eccezioni in un senso o nell’altro sono
possibili. (Nella nostra esperienza il virus & stato isolato da casi senza
inclusioni e non & stato isolato, invece, da casi con elevato numero di
inclusioni). In condizioni di infezione sperimentale, la comparsa di in-
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clusi 1/30° & stata osservata in due casi in assenza di malattia: in uno
di questi (caso 23 tabella B) & stato isolato il virus al primo passaggio
in uovo.

2. Patogenicita per l'uomo e per gli animali di laboratorio.

Nelle condizioni di esperimento riferite, la patogenicita del ceppo di
corpuscoli elementari studiati, per 1'uomo & stata sempre elevata otte-
nendosi nei due successivi esperimenti una positivitd pari al 1009, im-
piegando un inoculum di 120 ca. DIU,,.

La malattia & sempre esordita in modo acuto dopo una fase di incu-
bazione variabile da 2 a quattro giorni. In ogni caso la comparsa di
lesioni specifiche (follicoli) & stata preceduta e forse mascherata, in alcu-
ni casi, dalla presenza di segni clinici di una flogosi congiuntivale acuta
aspecifica rappresentata da edema, congestione, intensa ipertrofia papil-
lare, secrezione mucosa e mucopurulenta ed edema palpebrale, tanto
che una diagnosi specifica di malattia poteva essere posta soltanto al
regredire di questa sintomatologia iniziale.

Per quanto riguarda l'interpretazione di questi fenomeni riteniamo
che possa essere presa in considerazione una probabile patogenesi aller-
go-tossica. La presenza di una componente tessutale locale potrebbe tro-
vare una spiegazione nel fatto che ’esordio della malattia nella scimmia
inferiore & invece caratterizzato, nella nostra esperienza, dalla assoluta
mancanza di fenomeni acuti.

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

Nell'uomo la presenza percentuale di inclusioni ed il numero di
queste, sono nettamente dilferenti nel corso della malattia sperimentale,
allorché paragonate alle cifre ottenute nella malattia naturale.

Prendendo infatti in considerazione casi con analoga intensita di
manifestazioni follicolari si & visto come nella malattia naturale la per-
centuale di persone che presentano inclusioni sia del 109 ed il numero
medio di inclusi & 4/30', mentre nel corso della malattia sperimentale
tale percentuale & dell’809% ed il numero medio delle inclusioni & 13/30’,

Questi valori c¢i danno una idea della eccezionaliti della infezione
sperimentale dove, forse in rapporto al numero eccessivo delle particelle
virali inoculate, uno straordinario numero di cellule congiuntivali diven-
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gono contemporaneamenle infette. L'analisi comparativa infine, del re-
perto morfologico ci fa notare che mentre nella infezione naturale pre-
valgono inclusioni in fase iniziale di formazione, nella infezione speri-
mentale queste si presentano in fase avanzata di evoluzione ed assai fre-
quentemente associate alla presenza di cellule giganti. Da quanto sopra
si pud supporre, indirettamente, che la malattia naturale ¢ mantenuta
e si trasmette attraverso il passaggio di quantitd di corpuscoli elemen-
tari nettamente inferiori a quelle da noi adoperate per trasmettere 1'in-
fezione sperimentale.

Un ulteriore fatto, per il quale ¢i sembra prematuro avanzare un
commento, & rappresentato dalla possibilitd di ottenere il reisolamento
del virus dalle lesioni oculari indotte nell'uomo allorché paragonata alla
possibilitd di isolamento della scimmia. Questa ed altre considerazioni
(assenza di inclusioni citoplasmatiche nella scimmia) ci fanno presu-
mere la relativamente scarsa sensibilita delle cellule congiuntivali di
questo animale per il virus tracomatoso.

La patogenicita del virus per la scimmia varia a seconda del tipo
di questa. Nella specie da noi adoperata, la patogenicitad nelle condizioni
di esperimento previste, & stata pari al 1009, in un caso (inoculum 250
DIU;,) e al 639 in un altro (inoculum 23 DIU, ). L'animale reagisce con
una congiuntivite follicolare tipica: non abbiamo comunque apprezzato
o distanza di 120 gg. la comparsa di qualsiasi partecipazione corneale.
In un unico caso si & avuto la comparsa dopo 3 mesi, probabilmente al
seguito della stimolazione provocata dalla malattia. di una follicolosi
palpebrale diffusa di natura aspecifica. In nessun caso & stata notata la
presenza di inclusioni citoplasmatiche in strisci oftenute da animali an-
che con forme gravi di malattia.

Gli esperimenti di patogenicita in altri animali sono appena iniziati
¢ non permettono di avanzare alcuna considerazione, ad eccezione della
constatata tossicitd per il topo adulto inoculato per via endovenosa.

3. Concentrazione e purificazione dei corpuscoli elementari.

A questo riguardo non si sono avute difficoltd particolari. Nella
eventualita di una possibile modificazione, apportata dal trattamento
elereo alla capacitd antigenica del virus, il tempo di contatto con questo
e stato ridotto al minimo indispensabile (307). Il trattamento con Gene-
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 pit idoneo a mantenere inalterata la capacita antigene del
virus paragonandola a quella di una sospensione di virus vivo.
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Durante il nostro lavoro, forzatamente, la coneentrazione in corpu-
scoli elementari delle preparazioni di antigene e di vaccino & stata rife-
rita alla quantitd di corpuscoli presenti nel sacco del tuorlo. Anche
scegliendo esclusivamente uova con una ricchezza notevole in corpuscoli
elementari, non si riesce ad esprimere la potenza di un vaccino allorché
paragonata a quella di un altro proveniente da un altro laboratorio.

Questo fatto impedisce un paragone diretto tra la attivitd di vaccini
di diiferente provenienza, rendendo difficile una valutazione comparativa
dei risultati di vaccinazioni condotte in differenti laboratori. Stimiamo
necessario che venga stabilito uno standard di concentrazione in corpu-
scoli elementari.

4. Sitwazione immunitaria nella malaitia naturale.

La seroepidemiologia della infezione tracomatosa & praticamente sco-
nosciuta. Numerosi sono i punti teorici e pratici che ancora debbono
essere valutati:

a) Studio delle relazioni antigeniche tra virus tracomatoso ed altri
membri del gruppo LGV-Ornitosi;

b) Ricerca di un metodo serologico che permetta il rilevamento
degli anticorpi, nella pit elevata percentuale possibile di soggetti
tracomatosi;

¢) Studio del significato neutralizzante degli anticorpi prodotti
al seguito della malattia sperimentale ed al seguito della vaccinazione;

d) Studio dell’andamento della situazione immunitaria nel corso
della malattia naturale, attraverso le sue successive tappe di evoluzione.

Solo attraverso una adeguata conoscenza dei primi tre punti & pos-
sibile impostare una ricerca serologica. I risultati ottenuti devono essere
valutati in rapporto all’etd, allo stadio della malattia in atto ed al nu-
mero probabile delle riaccensioni avute. La percentuale di positivita e i
titoli anticorpali ottenuti, hanno un significato solo se considerati rispet-
to alla naturale evoluzione della malattia. Scopo quindi di una indagine
seroepidemiologica & quello di comprendere il significato neutralizzante
della risposta immunitaria, quando l'evoluzione degli anticorpi si veri-
fica, come essa si mantenga nel decorso cronico della malattia e durante
le sue riaccensioni ¢ come infine i valori anticorpali si stabilizzino nei
soggetti di etd maggiore in cui meno frequenti sono le riprese della
malattia.

La nostra esperienza al riguardo si basza solo su dati preliminari.
I'impiego della reazione di microagglutinazione, come dimostrato da
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altri AA. (**) ci ha fornito un ottimo mezzo diagnostico di assoluta spe-
cificith e che riteniamo debba essere impiegato come reazione unica in
questo campo, una volta stabilita una concentrazione di corpuscoli cle-
mentari facilmente standardizzabile. Sulla base di questa reazione, alla
quale noi diamo il maggior significato, una media del 759 dei casi di
fracoma possono essere diagnosticati.

L’indagine seroepidemiologica sinora condotta con questa reazione,
pur considerando il numero dei sieri limitato, ci ha permesso di notare
una percentuale di positivita erescente in rapporto allo stadio del fracoma
presentato dal soggetto. Non si dispone di dati sufficienti per stabilire un
rapporto tra titolo degli anticorpi e stadio della malattia.

Sono in corso indagini per stabilire il significato, rapportato alle
fasi di evoluzione della malattia, della presenza o assenza percentuale
dei due tipi di anticorpi presenti nel corso della malattia e rilevabili
I'uno mediante un antigene di gruppo e l'altro altraverso l'antigene
virale impiegando la reazione di microagglutinazione,

Ricerche collaterali ci hanno dimostrato la somiglianza fra I'anti-
gene di gruppo del virus tracomatoso e l'antigene solubile estratto dal
B. anitratwm e la somiglianza gid nota con 'antigene di gruppo del virus
ornitosico, senza che tali affinitd possano essere di importanza diagno-
stica particolare. )

Una seconda osservazione si & fatta con 'antigene di gruppo estratto
dai corpuscoli elementari tracomatosi: I'atfivita fissante il complemento
di tale antigene & nettamente inferiore a quella ottenibile, con lo stesso
metodo, dal virus ornitosico. (Risultati di un singolo esperimento).

%, Cutireazione.

Questa reazione, nelle modalitd impiegate, ci ha fornito una elevata
percentuale di positivitd che riferita allo stadio di evoluzione della ma-
lattia ci ha permesso di rilevare una diminuzione della reativita col
progredire delle lesioni attive verso i residui cicalriziali della malattia.
Considerando che la presenza percentuale dei sieri positivi per anticorpi,
rilevabili con la reazione di microagglutinazione, ha un andamento oppo-
sto, si pud supporre che il substrato umorale su cui si basa la reattivita
cutanea & di natura diversa e particolarmente presente nel corso delle
manifestazioni attive della malattia.

Un commento particolare meritano le letture dei controlli elfettuati
a Roma. In questi soggetti infatli & stata notata una reattivitd pari al
409, basata sulla sola comparsa di una lieve e limitata chiazza eritema-
tosa. Data la diflicolta di apprezzare una tale lieve modificazione in sog-
getti di pelle scura, si pud supporre che una lesione analoga possa essere
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stata presenfe nella stessa percentuvale, in tutti i soggetti da noi osservalti
e che solo rappresenti la percentuale dei soggetti ehe reagiscono in modo
particolare alla sospensione di corpuscoli elementari. E’ difficile spie-
gare, nei casi dell’osservazione di Roma, la comparsa della reazione com-
pleta (eritema e papula).

6. Prove di vaccinazione,
Prevenzione.

L'insieme dei dati raccolti, sia nell'uomo che nella scimmia, ci ha
permesso di mettere in evidenza una indubbia attivita da parte dei vac-
cini impiegati. La mancanza, per il momento, dei dati serologici rela-
livi, non c¢i permette una interpretazione sicura di quanto abbiamo avuto
modo di osservare.

Esperimento di vaccinoterapia.

I risultati riferiti, relativi all’osservazione eseguita a distanza di due
mesi dalla vaccinazione, non ci autorizzano ad emettere alcuna conside-
razione definitiva, & stato infatti dimostrato che, malgrado i buoni risul-
tati iniziali, un esperimento di vaccinoterapia pud evolvere in modo del
tutto differente ad una distanza di tempo maggiore dalla vaccinazione (*°),
per cui ci ripromettiamo di ritornare su questo punto successiva-
mente (7).

Gli AA. esprimono il loro vivo ringraziamento a Sua Maesta 1'Im-
peratore di Etiopia Hailé Sellassié per aver patrocinato e favorito il piano
di ricerche; al Governo Eritreo, per l'aiuto ed il permesso accordato per
i! programma di vaccinazione; al Dott. C. Call, direttore dell’Istituto vac-
cinogeno di Asmara, per averci permesso di eseguire presso il suo Isti-
tuto tutte le prove condotte in animali e per la sua consulenza speciali-
stica; 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 nonché per la concessione
di apparecchi scientifici; al dott. E. 8. Murray, delle Universitad di
Harvard, Boston, USA, per averci assistito nel primo mese della ricerca
e per l'invio di materiale dal laboratorio di Dharhan (Arabia Saudita).

Roma — Istituto Superiore di Sanitd - Laboratori di Microbiologia.
Roma — Clinica Oculistica dell Universita.
Asmara — Centro Oftalmico Hailé Selassié 1°,
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