40. Augusto CORRADETTI. — Particolari fenomeni immunitari nell’in-
fezione da Plasmodium berghei.

Riassunto. — Il Plasmodium berghei trasmesso al ratto mediante
inoculazione di sangue non producc recidive e 1’infezione negli animali
che svupravvivono, si estingue in un periodo che varia da meno di 28 giorni
a un massimo di 50 giorni dopo la cessazione dell’attacco primario. Spenta
spontancamente 1’infezione, permane uno stato immunitario in assenza
dv parassiti (distinto quindi dalla premunizione) che risulta sufficiente
a prevenire la reinfezione con ceppo omologo per un periodo di almenn
205 giorni dalla cessazione dell’attacco primario. Tale grado di immunita
acquisita ¢ mantenuto in gran parte dalla milza, come dimostra il fatto
che la splenectomia permette ’attecchimento di una successiva, reinocula-
zione con ceppo omologo. In assenza della milza la reinoculazione produee
lo stabilirsi di un’infezione cronica con positivitd del sangue periferico
della durata di fino a 220-255 giorni dalla reinoculazione : tuttavia, anche
dopo D’eliminazione della milza, 1’apparato reticolo endoteliale esistente
in altri organi riesce ancora a elaborare un’immuniti acquisita di grado
sufficiente talvolta a stroncare la remnfezione, e comunque a far si che la
reinfezione non risulti mortale.

Résumé. — Le Plasmodium berghei, transmis au rat par inocula-
tion de sang, ne produit pas de rechutes et I'infection, dans les animaux
survivants, s’éteint dans un laps de temps variant entre moins de 28 jours
et un maximum de 50 jours aprés la cessation cle I’attaque primaire. Apras
I'extinction spontanée de 1’infection, persiste un élat immunitaire en absence
de parasites (qui est pourtant A distinguer de la prémunition), qui se
révéle suffisant pour prévenir la réinfection par une souche homologue,
pendant une période de temps de 205 jours au moins i partir de la cessa-
tion de l’attaque primaire. Ce degré d’immunité acquise est maintenu en
grande partie par l’action de la rate, ainsi que le démontre le fait que la
splénectomie permet le développement d’une infection par ré-inoculation
successive d’un souche homologue. Dans 1’absence de la rate, la ré-inocu-
lation produit 1’établissement d’une infection chronique, avec manifesta-
tion positive du sang périphérique, d’une durée jusqu’a 220-225 jours
a partir de la ré-inoculation. Toutefois, méme aprés 1’ablation de la rate,
le systéme réticulo-endothélial existant en d’autres organes parvient encore
a élaborer une immunité acquise a un degré suffisant pour interrompre
la réinfection et en tout cas pour faire en sorte que la réinfection ne soit
pas mortelle.
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Summary. — Plasmodium berghei, trasmitted to the rat through
blood injection, does not produce relapses, and in surviving animals the
infection lasts for a period varying between iess than 28 days and a
maximum of 50 days, after the end of the primary attack. After the spon-
taneous extinetion of the infection a state of immunity without parasites
(distinet from premunition) persists. Such a state is sufficient to prevent
reinfection with the homologous strain for a period of at least 205 days
from the end of the primary attack. This degree of acquired immunity is
maintained mostly by the spleen, as demonstrated by the fact that sple-
nectomy allows a reinfection with a successive reinoculation of the homo-
logous strain. In absence of the spleen, the reinoculation produces a chronie
infection with positivities of the peripheral blood which last 220-225 days
from the reinoculation: even after the spleen elimination, however, the
reticulo-endothelial system, existing in other organs, still elaborates an
acquired immunity, sometimes sufficient to stop the reinfection and, in all
cases, to prevent death from reinfection.

Zusammenfassung. — Plasmodium berghei, durch Blutinjektion auf
Ratten iibertragen, verursacht keine Rezidiven unr erlischt in den iiber-
lebenden Tieren innerhalb weniger als 28 bis zu einem Maximum von 50
Tagen nach Beendigung des primdren Anfalls. Nach spontanem FErlo-
schen der Infektion verbleibt im Organismus ein immunitdren Zustand in
Abwesenheit von Parasiten (der somit verschieden vom premunitdaren
Zustand ist) der geniigend wirksam ist um eine erneute Infektion durch
homologe Plasmodien fiir eine Dauer von wenigstens 205 Tagen nach
Genesung nach dem primdrem Anfall zu verhindern. Diese erworbenc
Immunitit hat ihren Sitz in der Milz, was aus der Tatsache hervorgeht
dass nach Extirpation der Milz eine erneute Infektion mit homologen
Plasmodien moglich wird. In den Tieren in welchen die Milz extirpiert
wurde verursacht die erneute Injektion der Plasmodien eine chronische
Infektion, mit positivem peripherischen Blut, die bis 220-225 Tagen nach
der crneuten Inokulation andauert; doch mach der Entfernung der Mils
ist der in den anderen Organen bestehende endoteliale Apparat immer
noch fihig eine erworbene Immunitit zu bewerkstelligen, die manchmal-
sogar die crneute Infektion erfolgreich bekdmpfen kann, jedenfalls aber
einen letalen Ausgang der Reinfektion verhindert.

Nella presente nota si comunicano aleuni fatti relativi all’immuno-
logia mell’infezione da Plasmodium berghei. Tali fatti sono stati rilevati
nel corso di una serie di ricerche organiche sulla patologia e immunologia
dell’infezione da questo plasmodio, eseguite su oltre 250 ratti.



Numerose osservazioni e ricerche condotie su altre specie di plasmodi
dell’uomo e degli animali hanno dimostrato i seguenti fatti, oggi univer-
salmente accettati:

1) il decorso di un’infezione da plasmodi si effettua secondo il se-
guente schema: a un periodo di incubazione segue un periodo di infezione
parassitaria manifesta che comprende il tempo durante il quale il paras-
sita pud essere dimostrato nel sangue con la tecnica microscopica; si ha
successivamente un periodo di infezione parassitaria latente, durante il
quale gli ordinari metodi di laboratori possono rivelare la presenza dei
parassiti solo saltuariamente; a questo periodo di latenza, di durata pin o
meno lunga a seconda delle specie, puod seguire una o piu recidive;

2) fincheé il parassita ¢ presente nell’organismo ospite, sia pure in
forma latente, si ha una immunita alla superinfezione con lo stesso ceppo
di plasmodio. Tale immunita si attenua e scompare In genere poco tempo
dopo 1’estinzione dell’infezione;

3) la splenectomia effettuata durante il periodo di latenza produce
invariabilmente una moltiplicazione dei parassiti e quindi una recidiva.

L’infezione da P. berghet nel ratto non appare seguire in tutto que-
ste leggi generali, ed & per richiamare 1’attenzione sul particolare com-
portamento di questo plasmodio che vien comunicata la presente nota.

MATERIALE E TECNICA

11 ceppo di P. berghei usato nei presenti esperimenti e stato gentil-
mente fornito al mnostro laboratorio da uno dei suoi scopritori, il dott. L.
H. VinekE, che lo ha isolato da un roditere selvaggio dei dintorni di
Elisabethville (Congo belga). Tale ceppo viene mantenuto nel nostro labo-
ratorio in ratti albini con successivi passaggi da ratto a ratto mediante
inoculazione di sangue.

Tutti i ratti relativi ai presenti esperimenti sono i sopravvissuti dal-
I’attacco primario tra oltre 250 ratti infettati. Essi sono stati seguiti
con esami quotidiani di sangue per tutta la durata (talvolta superiore a
un anno) dell’esperimento stesso. Tutti gli animali sono stati seguiti fino
alla morte spontanea, tranne alcuni tuttora viventi, per i quali nelle tabelle
& stato specificato che 1’osservazione continua.

(G1i esperimenti relativi alla presente nota possono essere riuniti nei
tre seguenti gruppi:

1) ratti splenectomizzati a varia distanza di tempo dalla fine del-
1’attaceo primario e seguiti con esami quotidiani di sangue fino alla morte
spontanea (10 ratti);
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TABELLA I

RATTI SPLENECTOMIZZATI A DISTANZA DI TEMPO DALLA FINE
DELL’ATTACCO PRIMARIO E SEGUITI CON ESAMI QUOTIDIANI DI
SANGUE FINO ALLA MORTE

Durata del | Durata del
Numero| Durata periogo‘&i periodo di Periodo seguente
del dell’attacco ;:g :t:::l‘,m o‘i?r::;lg?;e alla splenectomia. o . i
y primario | primario e | dopo la Risultato degli bt
ratto | (in giorni) | Splemecto- | splenecto- esami di sangue
mia mia
(in giorni )| (in giorni)

15 11 103 245 negativo

17 18 122 213 (%) negativo (*) D’osservazione continua

21 9 111 (a)] 226 (%) negativo (a) un parassita nello stri-
scio fu osservato ai
giorni 22°, 48° ¢ 5(°
di questo periodo

(*) 1’osservazione continua

23 12 110(6) 168 nega.tivo (b) un parassita fu osser-
vato al 22° giorno i
questo periodo

27 17 98 6 negativo

38 18 62 (c) 27 negativo (¢) un parassita fu osser-
vato al 28° giorno i
questo periodo

39 14 59 7 negativo

40 17 56 8 negativo

45 9 45 | negativo

I
46 21 28 12 negativo
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2) ratti non splenectomizzati e reinoculati con lo stesso ceppo di
plasmodio a varia distanza di tempo dalla fine dell’attacco primario (11
ratti); '

3) ratti splenectomizzati a distanza di tempo dalla fine dell’attacco
primario e successivamente reinoculati con lo stesso ceppo di plasmodio
(3 ratti).

PRIMO GRUPPO DI ESPERIMENTI

Dieci ratti che avevano subito un attacco primario variato da 9 a 21
giorni sono stati tenuti in osservazione con quotidiani esami di sangue per
periodi variati da 28 a 122 giorni. Sette di questi ratti non presentarono
mal parassiti in questo periodo. Negli altri tre ratti si ebbero osservazioni
sporadiche di un parassita, in uno a! 22° giorno, in un altro al 28° giorno,
e nel terzo tre volte (al 22°, al 48° e al 50° giorno): 1’estremo limite in cui
un parassita ¢ stato osservato nel sangue ¢ stato, nei presenti esperimenti
50 giorni dopo la cessazione dell’attacco primario.

Dopo periodi variati, come si & detto, da 28 a 122 giorni si & eseguita
la splenectomia, e si ¢ quindi continuata 1’osservazione dei ratti con esami
di sangue quotidiani fino alla morte avvenuta in periodi variati da 6 a
245 giorni dopo la splenectomia.

I dati relativi a ciascun ratto e i risultati ottenuti sono espressi nella
tabella 1. Come risulta dalla tabella, tuiti i ratti splenectomizzati sono
rimasti costantemente negativi per tutto il periodo di osservazione succes-
sivo alla splenectomia.

SECONDO GRUPFG DI ESPERIMENTI

Undiei ratti che avevano subito un attacco primario variato da 8 a
21 giorni sono stati tenuti in osservazione con quotidiani esami di sangue
per periodi variati da 7 a 205 giorni. Dieci di questi ratti non presen-
tarono mai parassiti in questo periodo. Neli’undicesimo fu osservato una
volta un parassita al 49° giorno dalla fine dell’attacco primario.

Dopo questo periodo di osservazione si & proceduto a reinoculare i
ratti con lo stesso ceppo di plasmodio.

I dati relativi a ciascun ratto e i risultati ottenuti sono espressi nella
tabella 2. Dalla tabella risulta che sette degli undici ratti sono rimasti
negativi dopo la reinoculazione, e uno di essi & restato negativo anche dopo
una seconda reinoculazione; gli altri quattro ratti hanno dimostrato scar-
sissimi parassiti nel sangue per 3-5 giorni eon successiva loro scomparsa
definitiva; quattro ratti di controllo invece, inoculati con lo stesso sangue
dei ratti in esperimento, si sono tutti infettati dimostrando un tipico
decorso di infezione primaria da P. berghei.
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TABELLA 2

RATTI REINOCULATI CON SANGUE INFETTO DA P. BERGHEI
A DISTANZA DI TEMPO DALLA FINE DELL’ATTACCO PRIMARIO

(per tuiti © vatti di questa tabella 1'osservazione continua )

Durata del
Numero Durata periodo di l Esito
del dell’attacco ?Ega:"’iﬁ | i
ra attacco | i
e primario primalrigce : ella Osservazion
ratto (in giorni) | reinoculazione reincculazione
| (in giorni)
66 19 205 negativo
72. 8 170 negativo
4 1 166 negativo
103 13 152 debole positivita
transitoria
(5 giorni)
106 15 154 debole positivita
transitoria
(4 giorni)
107 16 153 debole positivita
transitoria
(3 giorni)
108 15 154 negativo
10 15 125 negativo (*) (*) Reinoculato ancora 14
giorni dopo con esito
ugualmente negativo
115 16 109 debole positivita
transitoria
(3 giorni)
4 21 69 (" iv
A2 { nogativo (*) fu riscontrata la pre-
senza di un parassita
nello striscio al 49°
giorno di questo pe-
| riodo
149 19 67 | negativo
Nota. — T ratti 202, 210, 211, 212, controlli inoculati con lo stesso sangue usato

per le reinoculazioni, si sono tutti infettati e hanno avuto un decorso tipieo di infezions
primaria da P. berghei.
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TABELLA 3

RATTI SPLENECTOMIZZATI A DISTANZA DI TEMPO DALLA FINE
DELL’ATTACCO PRIMARIO E SUCCESSIVAMENTE REINOCULATI CON
SANGUE INFETTO DELLO STESSO PLASMODIO
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negativo 220 |Positivo. Lunghi periodi di posi-
tivitd per tutto il decorso. Mor-
to positivo 220 giorni dopo la
reinoculazione.

8 11 111 22 negativo 106 |Positivo. La positivita & durata
per cirea 4 settimane dopo la
reinoculazione: 1’animale &
| ‘quindi sopravvisuto altre 10
settimane, rimanendo sempre
! negativo.

-

79 21 negativo 955 |Positivo. La positivitd & conti-
nuata quasi costante per i 255
giorni. I.’osservazione continua,

TERZO GRUPPO DI ESPERIMENTI

Tre ratti che avevano subito un attacco primario variato da 11 a 20
giorni sono stati tenuti in osservazione con quotidiani esami di sangue
per periodi variati da 79 a 111 giorni. Nessuno di essi presentd mai paras-
siti nel sangue in questo periodo.

Ciaseun ratto fu quindi splenectomizzato e tenuto successivamente in
osservazione con esami quotidiani di sangue per 21-23 giorni, durante 1
quali i parassiti non comparvero mai nel sangue in nessuno di essi.

I tre ratti furono quindi reinoculati con lo stesso ceppo di plasmodio.
T dati relativi a ciascun ratto e i risultati ottenuti sono espressi nella
tabella 3. Da essa si rileva che le tre reinoculazioni risultarono tutte posi-
tive e che in due ratti la positivita é risultata quasi costante per periodi
di osservazione di 220-255 giorni, mentre nel terzo la positivita & durata
circa 4 settimane, dopo di che 1’animale, sopravvisuto altre 10 settimane,
é risultato sempre negativo.
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IDISCUSSIONE DEI RISULTATI

Dal complesso degli esperimenti eseguiti risulta che mnei ratti che
sopravvivono all’attacco primario, e indipendentemente dalla sua durata,
si ha in genere una rapida scomparsa totale del P. berghei dal corpo del
ratto. Cid viene dimostrato dalla ncgativitd totale di 20 su 24 ratti stu-
diati: tale negativitd totale si & verificata in periodi di osservazione che
si sono estesi fino a 205 giorni dalla fine dell’attacco primario. Nei rima-
nenti quattro ratti si & avuta complessivamente l’osservazione di 6 paras-
siti nello striscio entro i primi 50 giorni dalla cessazione dell’attaceo
primario. Il 50° giorno dalla cessazione dell’attacco primario viene ad
essere quindi il limite estremo in cui, nei presenti esperimenti, ¢ stato
ancora possibile osservare la persistenza del parassita nel corpo dell’ospite.

Che la scomparsa dei parassiti sia rveale e non apparente ¢ dimo-
strato dai risultati delle splenectomie che in nessuno dei 13 ratti sple-
nectomizzati hanno dato origine a recidive, neppure nei casi in eul,
come mnei ratti 45 e 46 la splenectomia & stata eseguita prima che tra-
scorressero 50 giorni dalla cessazione dell’attacco primario. La mancata
insorgenza di recidive mnei ratti splenectomizzati & una prova che l’in-
fezione era totalmente spenta nell’ospite.

Lia reinoculazione eseguita, in ratti non splenectomizzati con lo
stesso ceppo di plasmodio, 67-205 giorni dopo la cessazione dell’attacco
primario, in un periodo cio¢ in cui, per quanto si & ora detto, 1’infezione
era presumibilmente spenta, ha dato esito negativo o una debole posi-
tivitd transitoria di 3-5 giorni. Ci0 dimostra la persistenza di uno stato
immunitario al ceppo omologo in assenza di parassiti, che nei casi estremi
dei ratti 66, 72, 74 si & esplicata dopo 166-205 giorni dalla cessazione
dell’attacco primario senza che in tutto questo periodo si fosse mai
riscontrato un parassita nel sanguc periferico, rivelandosi sufficiente a
impedire 1’attecchimento della reinfezione.

La reinoculazione in ratti splenectomizzati ha invece avuto esito
positivo, il che dimostra l'importanza della milza nella produzione e nel
mantenimento dello stato immunitario. E’ importante tuttavia notare
che, anche in assenza della milza, era presente uno stato immunitario
sufficiente a evitare che la reinfezione fosse mortale, e che, malgrado
’assenza della milza, un ratto (il n. 8) & stato in grado di vincere defi-
nitivamente anche la seconda infezione. Negli altri due ratti (n. 4 e 9)
si & istituito un particolare stato di equilibrio tra parassita e ospite
caratterizzato da una positivitd quasi costante del sangue per tutto il
decorso successivo.



_._.582_._.

CoONCLUSIONI

Concludendo, dal complesso delle ricerche possono dedursi i seguenti
risultati:

1) il P. berghei, trasmesso al ratto mediante mnoculazione di san-
gue infetto, negli animali che sopravvivono, non produce recidive, ma
Vinfezione si estingue subito dopo la cessazione dell’attacco primario.
In qualche raro ratto (4 su 24) 1 parassiti sono stati occasionalmente
osservati fino al 50° giorno dopo la cessazione dell’attacco primario, men-
tre d’altra parte la splenectomia eseguita in altri ratti anche prima del
00° giorno (precisamente al 28° e al 45° giorno) mon ha prodotto la
ricomparsa dei parassiti nel sangue periferico. L’estinzione dell’infezione
pud verificarsi quindi prima del 28° giorno, e, nei limiti del presente
esperiinento, non c¢’¢ aleun segno che perduri al di 13 del 50° giorno
dopo la cessazione dell’attacco primario Nl

2) spenta 1’infezione, permane uno stato immunitario sufficiente
a prevenire la reinfezione con ceppo omologo per un periodo variato nei
presenti esperimenti da 67 a 205 giorni; tale termine massimo di 205
giorni & relativo ai limiti degli esperimenti eseguiti, ¢ non si escluda
possa essere aumentato. Si tratta in questo caso di una immunity in
assenza di parassiti, distinta quindi da quella descritta in altri plasmodi
sotto il nome di premunizione, la quale presuppone la persistenza di sia
pur piccole quantitd di parassiti nel corpo dell’ospite ;

3) tal grado di immunita acquisita & mantenuto in gran parte
dalla milza, come dimostra il fatto che la splenectomia produce 1’attec-
chimento di una successiva reinoculazione con ceppo omologo. In assenza
della milza, la reinoculazione produce lo stabilirsi di un’infezione cro-
nica con positivitd del sangue periferico, le quali, secondo le presenti
osservazioni sono durate fino a 220-255 giorni dalla reinoculazione: la
reinfezione non & perd risultata mortale, e, in un caso su tre, D’ospite &
riuscito ad aver ragionme dei parassiti dopo la quarta settimana.

(¥) Mentre il presente lavoro era in bozze furono splenectomizzati altri 4 rathi.
Due di essi, splenectomizzati rispettivamente 16 e 12 giorni dopo la cessazione dell’attacco
primario, non hanno presentato pitt parassiti nel sangue. Gli altri due, splenectomizzati
unc 3 giorni dopo la cessazione dell’attacco primario, e 1’altro durante 1’attacco pri-
mario stesso, hanno invece presentato una immediata moltiplicazione dei parassiti che
é risultata in un attacco mortale. :

Infine due ratti sono stati subinceulati col sangue di un ralto in cui 1’attaces
primario cra terminato da 3 giorni: in essi l’infezione nen ha attecehito.

Di conseguenza il limite inferiore per 1l’estinzione dell’infezione che mnelle con-
clusioni del presente lavoro & indicato in « meno di 28 giorni» va modificato in « meno
di 12 giorni» dalla cessazione dell’attaceo primario.




Questi ultimi fatti dimostrano che anche dopo 1’eliminazione della
milza, 1’apparato reticolo endoteliale esistente negli altri organi riesce
ancora a elaborare un grado di immunitd acquisita sufficiente talvolta
a stroncare la reinfezione, e comunque a far si che la reinfezione non
risulti mortale;

4) i risultati ottenuti con il P. berghei nel ratto, confrontati con
queili noti per altre specie di plasmodi, dimostrano che le relazioni tra
parassita e ospite, anche per quanio si riferisce al comportamento im-
munitario, sono specifiche per ciascun plasmodio.

Roma - Tstituto Superiore di Sanitd - Laboratorio di Parassitologia.




