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Ricerche sugli inibitori verso i virus influenzali
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Riassunto. — Per distruggere gli inthitori aspecifici dell’ emoageluti-
nazione dei virus influenzali, sieri i conigli ¢ di cavie sono stati trattati
con vari metodi ; calore. KI0,, K10, ¢ tripsima, RDI,

Il trattamento dei sieri con K10, o con K10, e tripsina induce deglh
inihitori verso il virus influenzale di tipo B o avmenta il titolo degh inibitori
preesistenti.

La coneentrazione di K10, usata per il trattamento dei sieri & sufliciente,
di per se stessa, ad inattivare diversi tipi di virus imfluenzali (FM1: B Roma
67 : A2/Hong RKong).

I sieri trattati possono ancora venire usatt dopo 2 settimane di conser-
vazione a — 300 (.

Non & possibile raccomandare un metodo di uso generale per Pelimina-

zione degli inibhitori aspeeifier,

Summary (Rescarch on influenza virus inhibitors). — To destroy non
specific inhibitors of influenza viros hemagglutination, rabbit and guinea pig
sera have been treated in different ways : heat, K10, K10, and trypsin, RDE.

Treatment of sera with KIO, or K10, and trypsin induces inhibitors
against type B influenza virus, or increases the titer of the preexistent ones,

The concentration of the K10, used for the sera treatment is suflicient
by itself to inactivate different types of influenza viruses (FM1; B/Roma 67 ;
A2'Hong Nong).

Sera treated in the above way. can still he used after 2 wecks of storage
at — 300 (.

It is not possible to recommend a general method for the elimination

of the non specific inhibitors,

(*) Borsistu dei Laboratori di Microbiologia. Capo reparto sezione malattie umane

virali - Istituto di Inframicrobiologia. 8. Nicolan - Bucarest,

Ann, Il Supee. Nanita (196G9) 6, 140-152,
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Molte ricerche sono state dedicate allo studio degli inibitori della emoag-
glutinazione da parte dei virus influenzali, inibitori presenti nei sieri di varie
specie animali e nei sieri umani (Francrs, 1947 ; Cau, 1951 ; Smrra, WesT-
woobp & Beryavin, 1951 ; Cosen & Benvyavin, 1959 ; 1961 ; Conen, NEw-
LAND & Bippre, 1963 ; Couen, BipprLe & NEwrLAnD, 1965 ; Conen & Dor-
MAN, 1965). Sono stati dettagliatamente studiati anche i vari metodi per cli-
minare tali inibitori. Rimandiamo, a tale proposito, all'ampia bibliografia
di ANANTHANARAYAN & JAvArRAN PanNIBER (1960).

Il rapporto del Comitato di Esperti delle Malattie Virali delle Vie Respi-
ratorie (ORGANISATION MONDIALE DE LA SANTE, 1959) consigliava tre metodi
principali che sono ancora largamente in uso :

19) Il trattamento con CO,;
20) Il trattamento con periodato (KIO), :
39) Il trattamento con Receptor Destroying Enzyme (RDE).

Recentemente alcuni AA. (Masconr, Leocus & Hinieman., 1965
BearpMoRre et al., 1968) hanno osservato la comparsa ex nove o l'aumento
del titolo degli inibitori contro vari ceppi di virus influenzale del tipo B, in
sieri di diverse specie animali ed in sieri umani, in seguito al trattamento
con KIO,.

Sia questi dati, sia I'osservazione che non sempre i trattamenti adope-
rati per la rimozione degli inibitori danno risultati costanti ¢ facilmente
interpretabili, ci hanno spinto ad ulteriori ricerche su questi ed altri aspetti
controversi, quali, ad esempio, la possibilita di utilizzare, a distanza di tempo,
sieri trattati con i vari procedimenti per la distruzione degli inibitori e con-
servati a —300C,

MATERIALI E METODI
Firus.

I ceppi utilizzati sono stati: un ceppo di virus B/Roma/67 isolato e
passato ripetutamente in uovo ; un ceppo i virus B/Roma/67 isolato e
passato in vitro su colture cellulari di rene di scimmia Rhesus (M. mulatta) :
un ceppo di virus A 2/Roma/68 isolato e coltivato in uovo, e lo stesso ceppo
A 2/Roma /68 dopo venti passaggi in colture cellulari di rene di Rhesus. Sono
stati inoltre utilizzati ceppi standard quali FM 1, A 2 Hong Kong e NWS,
tutti coltivati in uovo.

Sieri.

[ sieri di coniglio e cavia normali sone stati ottenuti salassando animali
adulti dal cuore. [ sieri con attivita specifica furono ottenuti, dal coniglio,
inoculando una sola volta, per via endovenosa, 10 ml di liquido allantoideo
o (i liquido colturale infetti con i vari ceppi virali.

Lip, fal, Super. Sanitg (1969) 5, 110152,
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Per le cavie vennero utilizzan gh stessi antigeni. ma Fmoculazionse o

I, .lull'l.

di 5oml per v ntraperitoneale, Hsalasso venne eseguito dopo 15 gp

nocilazione del virus.
Trattamento der siers.

Per Peliminazione degli mibitori vennero usate forme diverse i trat-
tamento : '
1) trattamento con RDE (Orcasisation MONDIALE DE LA SANTE.
1959) :
20) trattamento con KO, (Orcanisation MoNDIALE DE LA SANTE,
1959) :
39 trattamento con KO, ¢ tripsma (Lesxerre & Scowior, 1904) ¢

49) trattamento con calore (30 min a 560 ().

I sieri trattati venners conservati, dorante le ricerche. a 300,

Emoagglutinazione (I A) ed emoagglutinoinilbizione (E.11).

L'EA ¢ FEATL vennero eregute con il micrometodo di Tanarsy (1965)
usando una sospensione standard 0.5 © di emazie di pollo, Tn ogni prova di

[}

EAL sennero usate 8§ unitd virali,

Soluzione Tampone,

Come diluente in totte le reaziont di KA ¢ di EAL venne asato VFT A
Hemagglutination Buffer del Baltimore  Biological  Laborators.

Frazionamento dei sierr,

1 frazionamento dei sieri venne eseguito su eolonna Sephades 6,200,
secondo la teenmica i Prmarson. Kinpasper & Anprrrson (1906). La co-
lonna era alta 50 cm. con diametro di 3 em. L'eluzione venne eseguila eon
Tris 0.1 M a pll 8 ¢ la veloeita del flusso di 16 ml per ora.

Steroncutralizzazione.

Per le prove di neatralizzazione venne eseguita la teenica elassica che
utilizza una dose fissa di virus (100 DIU S0) ¢ dosi scalart di siero,

RISULTATI

Inibitori verso il virus B/ Roma 67 in sieri normalt di coniglio nen trattati ¢
trattati con K10,

T risultati coneernenti i sieri i coniglio normal. non trattati ¢ trat-
tati eon KI0,. sono sintetizzati nella Tab. 1 ¢ nelle Fig, 1 ¢ 2.

Avin, Dot NSupep, Nowite (190685 §, 110152,
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Dalla Tab. | risulta che, prima del trattamento con KIO,, su 21 sieri
esaminati, 13 avevano un effetto inibitore verso il virus coltivato in uovo,
con un titolo variante da 1:10 a 1 : 80, ed una media ponderata di 1 : 21,4,
Dopo il trattamento, 19 sieri su 21 presentavano un effetto nibitore verso
lo stesso virus, con titoli varianti da 1 : 10 a 1 : 160, ed una media ponderata
di 1 :66.3.

Taserea 1.
Inibitori verso il virus B/Roma/67 in sieri normali
di coniglio non (rattati e trattati con KIO,
. 3 ; S 'I'llul_n inibitori Medin
Virns =ierd by S |
| hen: = v |z | i popse Dajse | ogaze ponderata
B Roma  SCN 21 8 13 3 1 - — | 1/24.4
l'ove . SONP 21 2 19| 2 0 B B 4 S I (TP
B Boma SCN 15 9 [0 2 3 1 - 120
Hhesus . SCNP 15 | 14 2 3 | 4 | | 1 b8, 5
SON sieri i coniglio normali.
SCNP siert i coniglio normali trattati con K10,

Per quanto riguarda Pazione inibitrice dei siert verso il virus eoltivato
in vitro. su |5 sieri esaminati 6 possedevano questa azione. con titolo variante
da L:10 a 1 :40, ed una media ponderata di 1:20. Dopo il trattamento

| EE Sier non krattat)
[:] Sier trattat con K10,

.

T
e

e

e

L
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o

< 1{10 110 1/20 1_-"40 ‘ffSO 1'."160 1f320
Titole inibitori

Iig, 1. Tuibitari dei <ieri di comghi normali verso il virns B Roma 67 coltivato in aovo,

Vo, F3bl. Super, Sawrhe (19691 5, Hin-152,
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con KIO,. 14 sieri su 15 presentavano azione inibitrice, con titolo variante

da 1:10 a 1:320. ¢ la media ponderata era di 1 : 08.5.

Sieri non trattat
oA D Sieri trattat: con K10y,
< 1/10 1/10 1/20 1/40 1/B0 1/160 1/320
Titolo inibitori
Fig. ‘2, Inibitori dei sieri di conighi normali verso il virus B Roma 67 coltivato in vitro.

Inibitori verso il virus B/Roma /07 nei sieri normali di cavia non trattati e

trattati con KI10,.

1 risultati che si riferiscono ai sieri normali di cavia sono raccolti nella

Tab. 2.

Dei 10 sieri esaminati, prima del trattamento con K10, due soli ave-

vano azione inibitrice verso il virus sia eoltivato in uove sia coltivato in
vitro. Dopo il trattamento don K10, in tutti e 101 sieri comparvero inibitori

Inibitori verso il virus B/Roma /67 in sierl normali
di cavia non trattati e trattati con KI10,

| Titoll inibitord

Vi s " — [
rus | S | N ELerh
|t 1 20 1 | TR B 11

B Roma  StaN 10 8 2 | |
Love . SCaNp 10 7 3 I 2
B Roma SCalN 10 ] 2 1 |
Rhesus . SCaNP 10 ] 2 5 3

SCaN = sieri di cavia normali,

SCaNP — sieri di cavia normali trattati con K10,

TaseELLA 2.

Media
potderatn

90
113.,3

30
L

Ann. Fabt, Supee. Sanita (1969) 5, 140-152,
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verso il virus coltivato in vitre, con titoli varianti da 1 : 10 a 1: 160, ed una
media ponderata di 1 :60. In 3 dei 10 sieri il trattamento con KIO, indusse
la comparsa di inibitori verso il virus coltivato in unovo.

Conservazione degli inibitori a — 30°C.

I dati sulla conservazione degli inibitori nei sieri trattati e non trattati
conservati a — 309 C per due settimane, sono raccolti nella Tab. 3. Si pud
osservare che gli inibitori inizialmente presenti nei sieri non trattati ¢ trat-
tati con KIO,, dopo due settimane a — 300C, sono conservati o aumentati

TaBeELLA 3.

Conservazione a -30°C degli inibitori verso il virus B/Roma/67 in sieri normall

di coniglio non trattati e trattati con KIO,
|

Maodia

Titolt inibitori

——
Nt | Sleri
Vi Hierl R s = » -
s Ve | Stert | — | 300 | w20 | 140 | 180 | 17160 o |
' i
' SCN 8 ‘s 3[3 i_I -i_lmll;m
H |
e [ i
)
| SON'E satsiorns. | 3 ’ 18 2 g | = ‘ — | = |8
B Rm]:ml | | | |
uovo . —* | ) ‘ g | l | _|
‘ secNe | 8 (26| 2 |4 | — | —|— | |
: | |
h———— : S
I SCNP 2 settirnane 5 ’
, o 8 3 :.l‘ 3 |1 } i | = | — | y2o
I - | = I i
‘ SCN ] 8 |4 ‘ SENE ! ‘ — | 1/20
SN Eatkinme | 5 s s — | 3 ‘ ‘ 1/20
B Roma L I
Rhesus | - . | o | B |
SCNP | 8 |2 6| —] 1 | 1| = |8
| PR S i ”
| SCNPf;I‘f,‘(':"“““’ 8 ‘ r 7| 2 J 1 | | | 1 ‘ 2 ‘ 1/68,5
SCN = sieri di coniglio normali.
SCNP = sieri di coniglio normali trattati con KIO,.

di titolo. L’aumento & pin evidente per quel che riguarda gli inibitori, in-
dotti dal KIO, verso il virus B/Roma/67 coltivato in vitro. La media ponde-
rata di tali inibitori, che era di 1 : 45 nella prova iniziale, raggiunse il valore
di 1:68,5 nella prova esegunita dopo due settimane, mentre verso il virus
coltivato in uovo vario da 1:16 a 1:20.

Lan. fsf, Super, Sanild (1969) 5, 110-152.
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Gl imibitort indotti nei sieri di cavia, dal trattamento con K10,, non
S CONSETVAFOIO, v eee, |lnlm due settimane a — 300(,
Dopo un mese di conseryazione o —— 3000, anche gli inibitori det sieri

dit coniglio erano scomparsi o fortemente diminuoiti,

Inibitort verso il virus B Roma 67 in sieri di coniglio o di cavia trattat: con
NI1O, ¢ tripsina.

Nelle prove eseguite con il virus eoltivato in wove ¢ oo vitre. il tratta-
mento dei sieri con K10, ¢ tripsina dette risultati assai simili a quelli
ottenuti con il solo trattamento con K10, Nei sieri normali. inei-
denza degli inibitori ¢ la media ponderata dei loro titoli aumentarono.
dopo il trattamento con K10, ¢ tripsina, verso il virus eoltivato in
uove. ¢ verso quello coltivato in vitro. ma pii sensibilmente verso questo
ultimo. Dopo due settimane di conservazione a — 300C, i titoli appar-

vero aumentati,

Inibitori verso if virus B/ Roma/67 nei sieri di coniglio trattati con RDI..

Su 16 sieri di coniglio esaminati. 7 presentavano inibitori verso il virus
coltivato im wovo ¢ in vitro. 11 trattamento con RDE distrusse completa-
mente Uinibitore verso il virus eoltivato in vitro. mentre Uinibitore verso il
virus coltivato in uove venne distrutto solamente in 4 sieri (Tab. 4).

Taseria |

Inibitori verso il virus B /'Roma 67 in sieri normali
di coniglio non trattati e trattati con RDE

| | | Titoelo inibitori

Virus | R | X sieri Siend | == e
| | — I 120 L EE LU B VT
| B Roma. . . ' SCN 16 9 7 3 3 |
[ Losva . . . . SCN{RDE 16 14 3 | | 1
Ve e e = e e e e
'B Roma. . . SCN 16 9 7 1 5 1
Rhesus ., . . SCN< RDE 1t 16 i : =
= =l o == ]
SCN = sieri di conigho normali.

SCN+RDE sieri di coniglio normali trattati con K10 .

Nei sieri di cavia il trattamento con RDE distrusse totalmente gli
inibitori verso il virus coltivato in vovo e in 9 su 10 sieri anche gliimibitori

verso il virus eoltivato in vitro.

i, I8, Stgwr, Sanita (1969) §, 130-152,
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Inibitori verso il virus A2/Roma(68. in sieri di coniglio ¢ cavia normali non
trattati ¢ dopo t vari trattanenti.

[ dati riguardanti gli inibitori verso il virus influenzale A2/ Roma 68
presenti nei sieri di conigli normali, sono raccolti nella Tab. 5. Su 16 sieri

non trattati, 12 avevano inibitort verso il virus coltivato in wovo. Il tratta-

TaBeELLA 5.

Inibitori verso Il virus A2/ Roma /68 in sierl normali
di coniglio non trattati e (rattati con KIO,

| A2 Boma nova | A2 Homs Rhesns

5 e ri N*® micrl

Hieri Sferi

BEMN ¢ o W o S RS @ N R R R e ] 16 i } 12 2 14

s | —
SCN 2 settimana  300C | 3 11 9 2 | 3 8
MENES oo w0 ol i B SR, g Iy 13 3 | I 2
SCNP 2 settimana -30°( A n { n 0 I ]

SEN sieri di coniglio normali.

SCNP sieri di coniglio normali trattati con K10,

mento con K10, distrusse questi mibitori nella maggior parte dei sieri e la
conservazione a — 300 C per due settimane ebbe effetto analogo. Gli inibi-
tori verso il virus coltivato in vitro erano presenti in 14 siert su 16, ed a titolo
pin alto, Tl trattamento con KTIO, distrusse questi inibitori nella maggior
parte dei sieri. mentre essi si mostrarono pii resistenti alla conservazione a
— 300 C. Il trattamento con KIO, e tripsina dette risultati analoght a quelli
osservati dopo il trattamento con solo K[O,.

L 10 siert di cavia non possedevane inibitori verso il virus coltivato in
novo. mentre O presentavano inthitort verso quello coltivato in vitro. ini-
bitort distrutti completamente dal trattamento con K10, o con KIO,; ¢
tripsina. La conservazione a — 300 € per due settimane li distrusse in uno
solo dei O sieri.

Dopo trattamento con RDE. gli inibitori verso il virns A2/Roma /68
coltivato in uwovo. erano ancora presenti in 8 dei 12 sieri di eoniglio che li
avevano all'inizio. Gli inibitori verso il virus coltivato in ritro erano ancora
presenti in 5 der 14 siert inihenti. Dei 6 siert di cavia che avevano mostrato

Lnn, Fal, Super. Sanita (19605 §, 1101532,
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azione inibitrice verso il virus coltivati in vitro. uno solo mantenne tale azione
dopo il trattamento con RDI.

11 frazionamento di uno der siert di conigho su colonna Sephadex G, 200,
mise in evidenza tre picchi per le proteine, La frazione del siero responsabile
dell’azione inibitriee venne riscontrata nel piceo delle maeroglobuline (Fig. 3).

il
J
’..\ 1.6 i
a5
B s
B !
Y
B N
s
0 40 50 &l
N2 delle frazion
Fig. 3. Frazionumento di un siero di coniglio su colonna Sephadex G 200,
I.— picco delle macroglobuline. 1L piceo delle globuline. 111 picen delle
albumine.

L eventuale attiviti neutralizzante dei siert con mmibitort indott da
K10, non fu stabilita, poiché la concentrazione di KTO, usata nel tratta-
mento dei sieri era. di per se stessa, sufliciente ad mattivare completamente

i virus adoperati (B/Roma 67. FMI. A2/Roma 68, A2 Hong Kong).
Azione dei vart trattamentti sugli anticorpi speeifici.
Prima delllimmunizzazione con virus A2/'Roma 68 coltivato in uovo,
i sieri dei due conigli adoperati a tale scopo avevano un titolo EAT inferiore
ad 1110 sia verso il virus A2 Roma/ /68 coltivato in uovo. sia verso lo stesso

virus eoltivato in vitro. Dopo Vimmunizzazione il titolo EAT divenne di
1 :80 verso entrambi i virus,

e, dst. Super. Sanitd (19697 5, 110-152,
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I trattamenti con KIO, e con KIO, ¢ tripsina abbassarono il tasso degli
anticorpi verso il virus usato per 'immunizzazione, senza peraltro distrug-
gerli completamente (da 1:80 a 1:20, e da 1:80 a 1 :40), mentre il riscal-
damento a 569 C per 30 min ed il trattamento con RDE, non lo modifica-
rono. Gli anticorpi emoagglutinoinibenti riscontrati in questi due sieri verso
il virus A2/Roma/68 coltivato in vitre, furono, invece, completamente di-
strutti dal trattamento con KIO, ¢ con KIO, ¢ tripsina. Anche il tratta-
mento con RDE ed il riscaldamento a 560C per 30 min ne abbassarono il
titolo,

[ sieri dei quattro conigli immunizzati con il virus A2/Roma/68 colti-
vato in vitre, presentavano, prima dell'immunizzazione, inibitori a basso
titolo (da 1 : 10 a 1 : 20) sia verso il virus coltivato in uovo, sia verso il virus
coltivato in vitre. Tali inibitori scomparivano completamente dopo il trat-
tamento con RDE. Dopo l'immunizzazione il titolo EAI aumento da due
a quattro volte in tutti i sieri,

I risultati ottenuti dopo i vari trattamenti furono comparabili ai pre-
cedenti, nel senso che gli anticorpi verso il virus usato per 'immunizzazione
non furono influenzati dal trattamento con RDE e con il calore, ¢ furono
solamente ahbassati dal trattamento con KIO, ¢ ¢on KIO, ¢ tripsina, men-
tre gli anticorpi verso il virus coltivato in uove vennero distrutti da tutti i
trattamenti.

Nelle prove eseguite dopo due settimane, il titolo degli anticorpi, nei
sieri conservati a

300 (i, apparve immutato o solo lievemente diminuito.

DISCUSSIONE

L'induzione di inibitori aspecifici dell’emoagglutinoibizione da virus
influenzali. in seguito a vari trattamenti dei sieri, non & un fatto nuovo,
Gia prima di risultati di Mascort., LEocus & HinLeEman (1965) e di BEArD-
MORE et al. (1968) sull’induzione di inibitori dell’emoagglutinazione da virus
influenzale di tipo B dopo trattamento con KI0,, era stata segnalata l'indu-
zione (i inibitori contro un virus di tipo A, dopo trattamento con KIO,
delle sostanze mucoidi presenti nel siero (Burnger, 1948 : 1949), e di inibi-
tori verso un virus di tipo (. mediante trattamento dei sieri con filtrato di
vibrione colerico (HiLLeman & WerNER, 1953).

e nostre ricerche hanno confermato I'induzione di inibitori o Faumento
di titolo degli inibitori gia.presenti verso il virus influenzale di tipo B, nei
sieri trattati con KIO,. Abbiamo inoltre constatato un effetto del tutto ana-
logo, dopo trattamento con KIO, ¢ tripsina, trattamento che. da alcuni
AAL (A~vantaa, Naravax & Javaram Paxiser, 1960). veniva considerato
come il pin idoneo alla rimozione degli inibitori stessi. KIO, ¢ KIO, e trip-
sina non ehhero lo stesso effetto sui sieri di coniglio e di cavia ; anche BurngT

tnn, Isl. Super. Sandd (106%) 5, 1i0-152,
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(1951) aveva osservato una diversita di effetio prodotto dal KIO, nei sieri
di diverse speeie animali.

E da notare che i titoli degli inibitori da noi riscontrati, sia verso il
virus A2, sia verso il virus B, furono costantemente di molto inferiori a quell
riportati da altri AAL Cio non el stupiser essendo noto che la microteenica
di Tagarsy (1965) da titoli EA ed EAI notevolmente pin bassi di quelli
che si ottengono con altre teeniche. T sieri di conighio ¢ di cavia che avevano,
secondo la teeniea da noi usata, un titelo EAI mnferiore a 1 : 10, avrebbero
forse potuto mostrare chiaramente la presenza degli inibitori con teeniche
diverse, Per i che rignarda linduzione di inibitori verso il virus, B. in se-
guito al trattamento con KIO,. non & da escludere che le diversith osser-
vate fra i nostri risultati ed i risultati di altri AA. (Mascout. Leocus & Hiw-
LEMAN. 1965 : Bearomonn of al.. 1908) possano anche esser dovate all'uso
di un diverso tipo di emazie (emazie di pollo nelle nostre ricerche, ed emazie
umane di gruppo O nelle ricerche eitate), o anche ad una diversita nel trat-
tamento con K10, (Gl Autori eitati usavano | volume di siero eontro 6
volumi di KIO,, mentre. nella teeniea da noi seguita, il rapporto tra siero ¢
KIO, era di 1 a 3).

I'induzione di inibitori verso il virus influenzale di tipo B, dopo tratta-
mento con K10, ¢ KI0, ¢ tripsina, & un dato da tenere presente nelle inda-
gini sierologiche sull'imfluenza. perché potrebbe essere motivo di errori dia-
gnostiei.

Come gia altri AA., anche noi ritentamo che non vi sia la possibilita di
indicare un metodo unieo di trattamento dei sieri. sempre valido per la rimo-
zione deghi inibitori. Infatti gli inibitori presenti nei siert variano qualitati-
vamente ¢ quantitativamente da specie a specie ¢ da individuo a individoo
nell'ambito della stessa specie, (Conen, NEwpann & Biobre, 1963). e varia
di conseguenza Deffetto dei diversi trattamenti (Burser, 1961). Anche la
sensibilita dei ceppi virali agh inibitori & estremamente diversa (la comparsa
dei ceppi A2 riveld, ad esempio. esistenza  dell’inibitore v, non inatti-
vabile con RDE. al quale questi soli ceppi sono sensibili). Inoltre la coltiva-
zione di un virus su ospiti differenti puo indurre un mutamento nella sua
sensibilita agli inibitori (Conen & Biopre, 1960), probabilmente perche
la maggioranza dei eeppi deve considerarsi composta da una popelazione
eterogeneca. [ ripetuti passaggi su di un ospite diverso dall’'uovo, come anche
passaggi in uovo in presenza di un inibitore o a diluizioni terminali (Croprin
& Tamm, 1961) possono portare alla selezione di una popolazione omogenea
con caratteristiche particolari.

Di assai difficile interpretazione ci sembrano i nostri dati riguardanti
gli anticorpi. Non ci stupisee il fatto che il titolo EAI dei sieri immuni abbia
subito delle variazioni in seguito ai trattamenti per la rimozione degl ini-
bitori. Infatti le ricerche di Sryx (1965) e di Styk & Hana (1961 : 1965)
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sul cofattore hanno ampiamente dimostrato la sensibilita degli anticorpi
(specie se anticorpi precoci) a tali trattamenti. Parrebbe perd che i vari
trattamenti agiscano piu fortemente sugli anticorpi quando il siero dell’ani-
male immunizzato venga fatto reagire con un ceppo che differisca da quello
usato per l'immunizzazione solamente per essere stato coltivato in un ospite
diverso. Gli anticorpi non vengono invece sostanzialmente influenzati dai
vari trattamenti, quando il ceppo virale usato per I'immunizzazione e quello
adoperato per le prove di EAI sono identiei; cosi, ad esempio, il siero dei co-
nigli immunizzati con virus A2/Roma/68 coltivato in uovo, dopo i vari
trattamenti, conservava una parte degli anticorpi verso il virus eoltivato
in uovo, mentre scomparivano quelli verso il virus coltivato in vitro).

I forse possibile che, nel processo di immunizzazione, agiscano due
fattori antigenici : un fattore virale vero e proprio ed un fattore legato alla
cellula ospite. Gli anticorpi indotti dal fattore virale potrebbero essere pin
sensibili all’azione dei vari trattamenti. Riguardo alla possibilita di otiliz-
zare sieri trattati a distanza di tempo, conservandoli a — 300 C, ci sembra
che, limitatamente ad un breve periodo. tale possibilita non possa venir
esclusa,

CONCLUSIONI

1) II trattamento con KIO, di sieri di coniglio o di cavia, puo indurre
inibitori verso il virus influenzale di tipo B, o aumentare il titolo degli inibi-
torl gid presenti.

2) La concentrazione di KIO, utilizzata per il trattamento dei sieri &
di per sé stessa sufficiente ad inattivare vari ceppi influenzali (FMI.B/Roma/
67, A2 Hong Kong).

3) I sieri trattati con vari metodi possono venir utilizzati anche dopo 2
settimane di conservazione a — 30° (.

4) Non si pud raccomandare un trattamento universalmente valido per
P'eliminazione degli inibitori.

Ringraziamo vivamente la Dott.ssa Liliana Kawaklova, dell'Istituto di mierobiologia

di Sofia, borsista presso I'Istituto Superiore di Sanita, che ha eseguito le prove di fraziona-
mento dei sieri.
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