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L’IMMUNITA ACQUISITA NELLE INFEZIONI
DA ULTRAVIRUS

LA sempre maggiore estcnsione che va assumendo il campo
delle malattie infettive conosciute da ultravirus, i grandi progressi
realizzati in questi ultimi anni anche negli studi riguardanti la
natura di questi agenti infettivi, e i problemi di profondo inferesse
anche speculativo che questi ultimi hanno aperto, hanno confribuito
ad accrescere il valore teorico e pratico delle ricerche dedicafe
all’immunita in queste infezioni.

Certamente legata alle particolari caratteristiche biologiche di
questi agenti infettivi, tra cui ¢ fondamentale lo stretto bioparas-
sitismo, & la diffusa tendenza a voler attribuire all’immunifa nelle
infezioni da ultravirus una fisionomia pii o meno unitaria, netta-
mente distinguibile dall’immunita acquisifa verso altri agenti d’in-
fezioni o tossine.

Contro questa tendenza Doerr [1] ha recentemente rivolto una lucida
argomentazione crifica: egli infatti ritiene che non esista nessuna
forma d’immunitad che possa considerarsi caratferistica per un
unico gruppo di agenti d’infezione (batteri, spirochete, protozoi,
ultravirus), in quanto le proprietd antigeniche ¢ patogene di questi
singoli gruppi di microbi, per quanto grandi differenze fra di loro
presentino, non sono sufficienti a condizionare un loro particolare
tipo di immunitd acquisita. Il processo immunitario deve essere
sempre considerato come una risultante delle carafteristiche del-
Iagente infettivo da un lato e dall’altro della reattivita dell’orga-
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nismo ospite, quest’ultima profondamente variabile, secondo laspecie
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animale, la razza o l'individualita, quando pure non si voglia tener
: conto anche delle altre due grandi categorie di possibili ospiti di
uléravirus, quali le piante ed i batteri.

Cosi, ad esempio, l’affermazione spesso ripetuta che 1'immunita
acquisita verso le infezioni da ultravirus si distingue per la soli-
dita e per la sua lunga durata, non pud essere in nessun modo
estesa a tufte le infezioni da virus: alcune tra le pit diffuse e
le pit studiate infezioni da virus, quali, ad esempio, l'influenza
e il raffreddore, non lasciano che una instabile, variabile e tran-
sitoria immunifa.

Pur non potendosi ritenere unico il tipo di immunita nelle infezioni
da ultravirus, risulta perd indubbio che lo studio dell’immunita
da virus e per le diverse metodiche di ricerca di cui si vale ¢ per
determinate proprieta degli ultravirus si dimostro particolarmente R
adatto alla risoluzione di problemi immunologici di grande impor-
tanza; ed appunto in funzione dell’ampio sviluppo che per queste
ragioni esso presentd, viene ad assumere nel suo insieme una com-

piutezza e una profondita, che forse non sono state ancora rag-
giunte per nessuno degli altri gruppi di agenti di infezione.

Nella rapida sintesi che mi accingo a svolgere, non mi sono pro-
posto di sviluppare, sia pure sommariamente, I'intero quadro dell’im- |
munitd da ultravirus (*); mi limiterd a sottolineare e a discutere

alcuni dei problemi che mi appaiono di maggiore interesse, sopra

tutto relativi al meccanismo con cui lo stato immunitario si deter-

mina: rappresenta infatti questo il punto centrale da cui si svolge e |

si chiarisce tutto il problema immunitario.
1l meccanismo dell’immunitd acquisita pud essere analizzato su tre
divettrici di studio: 1° la ricerca delle proprieta in vitre e in pivo

(*) Rinvio, per una trattazione del problema immunitario nelle infezioni da ultra-
virus il pill possibile completa anche dal punto di vista bibliografico (fino al 1939), al
capitolo di Hairaver e Macrassy, Die erworbene Immunildt gegen Virusinfektionen in
. « Doerr u. Hallauer — Handbuch der Virusforschung », vol. 1I, pag. 1147, ed. Sprin-
ger, 1939. Nel presente lavoro mi sono invece limitato solo a pochi accenni bibliografici,
<he hanno l'intento da un lato di completare in alcuni punti con i dati pits recenti la trat-
tazione sopracitata, dall’altro di inquadrare i contributi sperimentali apportati da me
e dai miei collaboratori (Ciancarelli, Cipollone, De Gregori, Galli, Muratori, Scalfi,
Verrotti) allo studio dei diversi problemi immunitari nel campo degli ultravirus.
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degli anticorpi antivirus; 2° lo studio del destino del virus nell’or-
ganismo divenuto o in via di divenire immune; 3° la ricerca del
mezzo o dei mezzi con cui pud essere provocata artificialmente 1'im-
munita.

Toccherd successivamente i diversi problemi, secondo lo schema
sopracitato, cercando di risalire dal fenomeno particolare e pil
appariscente — formazione e significato dell’anticorpo antivirus —
all’esame pitt intimo del fenomeno immunitario nei suoi pilt complessi

clementi determinanti.

1.

PROPRIETA DEGLI ANTICORPI VIRUS—NEUTRALIZZANTI.

In rapporto agli anticorpi virus-neutralizzanti presenti nel siero
immune, due problemi fondamentali furono agitati e ripetutamente
discussi con opposti orientamenti interprefativi: quello della reat-
tivith in vitro di questi anticorpi, e quello della loro attivita nel-
I’organismo animale o nelle culture di fessuti.

a) Reatlivitd «in vitro» degli anticorp pirus—neulralizzanli.

La possibilita di dissociare con tecniche diverse (adsorbimento,
cataforesi, ultracentrifugazione, iniezione della miscela in fessuti
diversamente recettivi) le miscele preparate in vitro di siero immune
e di virus, ed apparse neufralizzatc alle prove nell’organismo ani-
male, ha dimostrato la possibilita di ridare al virus in esse pre-
sente la sua primitiva azione patogena; questo fenomeno ha posto
di nuovo in discussione, impegnando in una complessa revisione, il
meccanismo d’azione in vitro degli anticorpi presenti nel siero im-
mune, ¢ chiamati con nomi diversi, che implicano anche diversi
concetti, virulicidi, neutralizzanti, protettivi.

A priori il fenomeno di dissociazione qui ricordato presentava due
possibilita interpretative: la dissociazione di una miscela virus—
siero immune & possibile, perché il legame stabilitosi in vilro tra
virus ed anticorpi & reversibile, o perché in vilre non interviene

tra virus cd anticorpi nessun legame.
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Un grandissimo numero di ricerche si rivolsero in questi ultimi
anni alla risoluzione di questo problema: 1’insieme dei risulfati offe-
nuti porta decisamente alla conclusione, che il virus e gli anficorpi
neutralizzanti presenfano in vitro un determinato legame, in base
al quale interviene una progressiva inattivazione del virus. I reperti
sperimentali, su cul riposa questa ammissione, riguardarono in un
primo fempo un ultravirus, il batteriofago, per il quale le difficolta
della tecnica sperimentale risultavano meno considerevoli; in seguito
essi furono estesi anche ai virus animali. Tali reperti si possono
cosi riassumere:

1° miscele subneutralizzate virus-immunsiero, che per un certo
tempo sono ancora infettanti per determinati tessuti, perdono, pro-
lungando la loro conservazione in vitro, la loro capacitd infettante;
29 miscele di virus-siero immune neutralizzate o superneutraliz-
zate, possono divenire di fronte alla diluizione o all’ultracentrifu-
gazione solo incompletamente dissociabili od anche indissociabili,
in funzione della concentrazione degli anticorpi nel siero immune e
della durata della conservazione in vitro della miscela;

3° I'inattivazione del virus in eifro segue nei rapporti quantita-
tivi la «legge percentuale » (Percentage Law) stabilita da An-
drewes e Elford [2] per il batteriofago e poi estesa da Merill [3]
al virus dell’encefalomielite equina (vedi avanti);

4° il contenuto in anticorpidi un siero immune pud essere in modo
sensibile diminuito dall’aggiunta di grandi quantitd di virus.

E qui da ricordare che per i virus animali alcuni di questi dati
poterono con precisione essere raccolti, solo quando Burnet [4] e col-
laboratori [5] estesero il loro metodo della dimostrazionc quanti-
tativa del virus sulla membrana corionallantoidea di wova di pollo
allo studio delle miscele virus-siero immune; bisogna riconoscere
che solo a mezzo di questa tecnica fu resa possibile una pit com-
pleta e soddisfacente analisi della reazione virus-anticorpo. Sulla
base dei risultati di Burnet ¢ dei suoi collaboratori & consentita
I"ammissione che determinati ultravirus si legano coi loro anti-
corpi neutralizzanti fondamentalmente secondo il tipo delle rea-
zioni chimiche reversibili. Il processo della inattivazione del virus
decorre apparentemente in due fasi: in una prima fase i compo-
nenti della reazione enfrano in uno stato di equilibrio, che viene




raggiunto in un tempo pitt o meno rapido a seconda della concentra-
zione degli anticorpi; questo stato di equilibrio & caratterizzato
dal fatto, che il rapporto percentuale tra le particelle di virus inat-
tivate e quelle non inattivate (Survivors) & per una determinata con-
centrazione di siero sempre lo stesso, indipendentemente dalla
concentrazione di virus presente nella miscela (Percentage Law);
invece il valore percentuale delle particelle di virus non inatti-
vate & inversamente proporzionale alla concentrazione del siero,
cosicché vale la regola: C 4- P == costante (C = concentrazione
degli anticorpi, P = percentuale delle particelle di virus non inat-
tivate). Questa inattivazione del virus ¢ nella prima fase della
reazione ancora reversibile, potendosi dissociare I'anticorpo dal
virus e quindi riattivare il virus. 11 fatto gia dicusso da Andrewes c
Elford [2] e da Merill 3], che una determinata quantita percentuale
di corpuscoli di virus sfugge all’azionc degli anticorpi, viene spie-
gata da Burnet, Keogh ¢ Lush [5] coll’ammissionc che non tutfi
i corpuscoli di virus appartenenti ad una popolazione di virus pre-
sentino la stessa sensibilitd verso I'immunsiero.

Questa prima fase reversibile dell’inatfivazione del virus vienc
considerata da Burnet e collaboratori [4], [8] come quella vera-
mente caratteristica.

La seconda fase, in cui non & pit possibile una dissociazione fra
virus ed anticorpi, rendendo quindi I'inattivazione del virus irre-
versibile, fu constatata dai diversi Autori, ma non fu meglio
analizzata e approfondita.

In conclusione, il destino del virus, che subisce in vitro Pazione
di un immunsiero, non si pud considerare unitario; nelle miscele
ncufre o superneutralizzate, mentre una parte relativamente pic-
cola di virus rimane completamente attiva, la maggior parte del
virus, corrispondente a circa il go—gg %, viene inattivata prima
in modo reversibile, poi irreversibile. Da quanfo & stato prima
detto, non ¢ invece ancora possibile precisare se il virus irreversi-
bilmente inattivato abbia perduto definitivamente la sua capacita
infettante, ¢ cioé se si debba considerare veramente come ucciso.
Il preciso significato della reazione in vilro tra virus e anticorpi
virus-neutralizzanti rimane percid sotto quest’ultimo punto di vista
ancora in gran parfe avvolta nel suo mistero.
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b) Meccaniomo e limiti dell’ attiviid prolettiva esercilala dagli  anti-
corpi virus—neutralizzanti sui tesouli viventi dolloposti a un’infezione da
virws; immunitd passiva locale e generale ; sieroprofilasei e dteroterapia.

Le conclusioni a cui sono giunto nei riguardi della reazione in vilro
tra virus ed anticorpi consenfono di interpretare 1’attivita protet-
tiva di tali anticorpi sui tessuti vivent; sottoposti a un’infezione da
virus, nell’organismo animale o in cultura? E questo un punto di
grande importanza, per la comprensione anche dell’infimo mecca-
nismo del fenomeno immunitario.

E indubbio che I'anticorpo antivirus esercita - anche senza un
preventive contatto col virus in vitro — un’azione antiinfettiva
in vivo; questa affermazione & provata dalle numerose ricerche
sull'immunitd passiva locale e sull'immuniti passiva generale e
dalle ricerche sulle culture in vitro dj tessuti.

Annotiamo rapidamente alcuni dej fatti pitt salienti risultanti
da queste ricerche.

Un'immunitd completa verso dosi anche grandissime di virus puo
essere conferita ad un tessuto, quando esso sia direttamente trat-
tato con una adatta quantita di immunsiero: questo « diretto trat-
tamento » pud essere ottenuto a mezzo della tecnica usata nell’im-
munita locale passiva o nelle culture di tessuti; in queste condizioni
sperimentali infatti il tessuto vivenfe viene a trovarsi artificiosa-
mente come immerso nel siero immune, cosiche intimo pud subito
divenire il contatfo tra I’anticorpo e la cellula vivente.

A mezzo di queste due modalita di tecnica pote anche essere preci-
sato il rapporto di tempo intercorrente fra il momento in cut il virus
arriva all’elemento cellulare e il momento in cui ancora 'anticorpo
riesce ad esercifare la sua azione protettiva; mentre tale azione
protettiva viene ad essere completa, quando I'immunsiero arriva
all’elemento cellulare contemporaneamente o prima del virus, essa
¢ invece scarsa o nulla quando I’anticorpo arrivi al tessuto da qual-
che minuto a qualche ora ('estensione di questo periodo di tempo
& variabile in funzione del tipo di virus, della sua dose, del tessuto
sul quale esso agisce) dopo che il virus & venufo con esso a con-
tatto. Su questo punto che fu fanto largamente e tanto a torto sfrut-
tato, come dimostrazione dell’inutilita della terapia serica ad infe-



zione avvenuta, ritornerd fra poco. Resta ad ogni modo provato
da numerosissimi dati tuftti concordanti il fatto sopracitato: la sua
interpretazione ha dato luogo in genere all’ipotesi, che il virus, una
volta localizzato nell’interno della cellula, sfugge all’influenza del-
I'anticorpo. Questa ammissione tutfavia non si pud considerare
sufficientemente dimostrata: gli stessi Rous, Mc Master e Hu-
dak [6], i cui risultati sono stati largamente citati in appoggio ad
essa, hanno interpretato i loro risultati con maggiore prudenza, nel
modo seguente: « Essi provano soltanto che la protezione del
virus (dall’anticorpo) & in qualche modo dipendente dalla vita della
cellula. I mantenimento di uno speciale stato alla superficie della
cellula o in vicinanza di essa pud esscre sufficiente per questa pro-
tezione ». In realtd questi risultati sulla limitazione nel tempo del-
I’azione dell’immunsicro provano soltanfo — in perfetta analogia
del resto con quelli ottenuti con le tossine — che interviene rapida-
mente un cosi stretto legame tra virus ed elemento cellulare vivente,
che un comune immunsiero non riesce pitt ad esercitare la sua in-
fluenza inattivante, mentre solo un siero iperimmune pud riu-
scire ancora, in determinate condizioni, ad interrompere tale legame
(I'importanza a questo riguardo della forza dell'immunsiero fu
dimostrata in culture in vilro da Magill e Francis [7] per il virus
influenzale). E sulla base di questo legame, ancora totalmente
oscuro nella sua intima cssenza, che il virus esercita sul protoplasma
cellulare la sua azione a tendenza lesjva e « denaturante », la quale
puo, attraverso la moltiplicazione del virus, profondamente turbare
Iequilibrio strutturale e funzionale del protoplasma vivente, cosi
da portare alla manifestazione di malattia. Nelle condizioni speri-
mentali, del tutto artificiose, che abbiamo sopra csaminato (inic-
zioni locali di virus in un tessufo, o aggiunta di virus a un fessuto
in cultura in vitro), U'arrivo del virus al tessuto avviene in modo
€ in quantitd tale da rompere bruscamente Pequilibrio protopla-
smatico: & solo in queste condizioni che valgono le sopracitate limi-
tazioni nel tempo dell’attivita degli anticorpi ncutralizzanti che
giungono nel tessuto dopo il virus, Seguendo altre modalita d’infe-
zione, che pil si avvicinano ai modi dell’infezione spontanea, si
riesce a dimostrare che il legame fra virus e cellula vivente si pud
instaurare in modo da mantenere per un periodo di tempo limitato
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o anche indeterminato un perfetto equilibrio tra elemento ospi-
tante ed infetfante, avendosi nell’un caso Vinfezione latente corri-
spondente ad una parte del periodo di incubazione della malattia,
nell’altro l'infezione latenfe vera e propria ad evoluzione ciclica
o cronica: in mie ricerche [8] sono riuscito a dimostrare che I’equi-
librio, il quale mantenendo il virus in uno stato quasi di simbiosi
col protoplasma cellulare, ne neutralizza la tendenza lesiva e « dena-
furante »," & sostenufo dall’evoluzione dell'immunita attiva, paral-
lela a quella dell’infezione. Con una tecnica sperimentale, che
sarebbe troppo lungo qui riferire in dettaglio, ho dimostrato la
possibility di interrompere a volonta tale equilibrio, mettendo
la cellula in condizioni di inferiorith funzionale: viene cosi
a riprodursi paradigmaticamente il passaggio dell’infezione dallo
stato di latenza a quello di malattia, quindi il passaggio dal-
I'equilibrio simbiotico endocellulare alla rapida moltiplicazione
del virus. Se in questa fase di transizione in cui il virus, trovan-
dosi gia legato alla cellula infettata da un tempo pitt 0 meno
lungo (fino a qualche giorno), sta per prendere il sopravvento
sul meccanismi attivi difensivi ed equilibratori messi in azione
dal ‘protoplasma cellulare, viene aggiunto in via passiva l'im-
munsiero, sl ottiene il mantenimento dello stato di equilibrio
tra cellula e virus, e cioé Uinibizione della moltiplicazione del virus,
e la conservazione indefinita dello stato di latenza infettiva: si
oftiene in altre parole lo scopo fondamentale di impedire ['instau-
rarsi dello stato di malattia. Il confronto frai risulfati precedente-
mente ottenuti da Autori diversi (vedi sopra) e quelli affiorati da que-
ste mie esperienze, mi sembra d’importanza sostanziale per la com-
prensione dei rapporti intercorrenti tra i tre elementi della reazione—
protoplasma cellulare, virus ed anticorpi. Attenendoci in parte a
quella che oggi ¢ l'interpretazione pit acceftata sulla natura del
virus, si possono considerare nel virus a costifuzione paucimole-
colare e ad « organizzazione intramolecolarc » (Stanley e Loring [o])
due funzioni distinte: una funzione inerte legata alla struttura chi-
mica del virus, di cui sono diverse espressiont il « citofropismo »
e l'attivity antigenica; una funzione attiva a tipo fermentativo di
cui & epressione la moltiplicazione del virus a spese del proto-
plasma cellulare, moltiplicazione a cui sono legate da una parte



Vattivitd lesiva del virus quando questo la possiede, e dall’altra la
sua capacita diffusiva nell’organismo. Si pud fondatamente sup-
porre, e ne dird piu avanti dettagliatamente le ragioni, che un tes-
sufo, qualsiasi esso sia, invaso dal virus reagisca immediata-
mente anche all’attivitd antigenica di quest’ultimo con la forma-
zione di anticorpi: si stabilirebbe fin dall’inizio dell’infezione una
specie di concorrenza fra i processi reattivi alla funzione chimico—
antigenica del virus, che portano alla formazionc dell’anticorpo, e
i processi a tipo fermentativo del virus, che portano alla sua molti-
plicazione, in funzione di una profonda modificazione « denatu-
rante » di certi sistemi proteici della cellula infettata. Quando per
particolari contingenze (dose del virus infettante e brusca e massiva
invasione della cellula recettiva, condizioni di inferiorita funzionale
della cellula stessa) si avvia il processo di denaturazione proto-
plasmatica, aftraverso il quale si svolge la funzione a tipo fermen-
tativo del virus, con neoformazione di nuovi « radicali » a funzione
di virus, tale processo non pud pill venire arrestato dall’aggiunta
passiva di anticorpi, che appunto su tale funzione prevalenfemente
dovrebbero interferire; in questo caso nella cellula invasa i feno-
meni immunifari attivi di reazione alla funzione anfigenica del
virus vengono ad essere travolti e soffocati dalla soverchiante rea-
zione a tipo fermenfativo del virus stesso, che profondamente lede
nelle sue funzioni vitali I’elemento cellulare. Invece ben diversa-
mente si svolge il processo, quando fin dall’inizio 1’ anticorpo o
preformato (passivo) o neoformafo (attivo) riesce a mantenere
quantitativamente la reazione di depaturazione protoplasmatica al
di sotto del cocfficiente lesivo per la cellula; solo in questo caso
I’aggiunta di nuovi anticorpi frova le condizioni adatte a che abbia
luogo 1'azione inibitrice dell’anticorpo sulla funzione a tipo fer-
mentativo del virus, impedendo cosi che questa a un determinato
momento possa prevalere.

Questo insieme di fenomeni pud ecsscre forse pilt semplicemente
tradotto in una rappresentazione schematica d'ordine chimico—
fisico. Immaginiamo che il complesso molecolare proteina proto-
plasmatica 4 virus venga a rappresentare un sistema colloidale
instabile, il cui equilibrio pud venir mantenuto solo in presenza di
un elemento protettore (anticorpo); se tale clemento protetfore
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viene aggiunfo al sistema colloidale, quando gia siano avviati, se
pur non ancora apprezzabili, 1 fenoment di flocculazione, esso risulta
inefhicace ad impedire l'ulteriore progressione della flocculazione,
che anche in presenza dell’elemento proteftore arriva sino alle sue
massime conseguenze; quando invece l’aggiunta dell’clemento pro-
tettore interviene prima dell’inizio della modificazione di fase nel
sistema colloidale (che potrebbe essere anche rifardato a mezzo di
artefici determinati) viene mantenuto stabilmente 1’equilibrio nel
sistema stesso. Riportandoci alla cellula invasa dal virus, il ritardo
nell’inizio della modificazione di fase nel sistema rappresentato dal
protoplasma e dal virus, & provocato dall’infervento dell’anti-
corpo anfivirus, espressione dclla diretta reazione della cellula di
fronte all’entita chimico-antigenica del virus: questo ritardo, che
pud proiettarsi pitt o meno a lungo nel tempo, consente ad ogni modo
I'ulteriore azione protettiva dell’anticorpo antivirus aggiunfo in
via passiva tardivamente, dopo 1'inizio dell’infezione.

Sulla base di questo schema si pud impostare anche il problema
dell’efficacia della sieroprofilassi e della sieroterapia ad infezione
avvenuta; dal punto di vista pratico non & naturalmente facile sta-
bilice se il momento dell’intervento terapeutico rienfra ancora in
quel periodo di equilibrio iniziale cellula—virus, che si pud rite-
nere presente in tutte lc infezioni spontaneamente intervenute, ¢
che ancora consente l'efficacia neutralizzante dcll’immunsiero pas-
sivamente aggiunto; futtavia mi pare che sarebbe errore grave assu-
mere una posizione aprioristica di scetticismo, poiché anche a sinto-
matologia morbosa iniziata, bisogna'sempre tener presente 1’evolu-
zione a fappe per diffusione progressiva nei singoli tessuti o anche
nello stesso tessuto dell’infezione da virus, cosi che & sempre pos-
sibile trovare un tessuto o una parte di tessuto in cui siano presenti
quelle condizioni ottimali per ’azione dell’immunsiero, che abbiamo
sopra enumerato; e in questo caso la riduzione, se non1’abolizione,
di una parte delle manifestazioni di malattia, ¢ da considerarsi un
risulfato pili che sufficiente per giustificare il tentativo terapeutico.
Naturalmente i risultati saranno tanto pitt manifesti, quanto pit
precoce & I'intervento del siero immune, e particolarmente quando
questo cade nel periodo di incubazione, prima che si manifestino i
sintomi prodromici della malattia.




E specialmente nelle infezioni da virus ad evoluzione essenzial-
mente setticemica che si riesce pitt chiaramente a dimostrare come
il fattore rapiditd, secondo il quale Tinfezione decorre, e quindi
anche la durata dell’incubazione, condizioni nettamente il momento
in cui, dopo l'inizio dell'infezione, una proteczione passiva pud an-
cora essere ottenuta. Cosi, ad esempio, nel morbillo, la cui incuba-
zione & di g—11 giorni, 'iniezione di siero di convalescente & ancora
efficace fino a 67 giorni dopo il contagio, cioé l'infezione mani-
festa viene — a seconda delle dosi di siero usate — o completa-
mente inibita o chiaramente mitigata; invece nella peste aviaria a
decorso travolgente (exitus del pollo dopo 24-36 ore dall’inic-
zione del virus) non si riesce pitt ad impedire 'esito letale gia dopo
15-30 minuti dopo l’inizio dell’infezione anche a mezzo dell’inie-
zione endovenosa di grandi quantita di immunsiero (Hallauer) [1:].
Ma anche nelle infezioni da virus strettamente neurotropi — come
la rabbia e la poliomielite — per le quali, nei riguardi della siero-
profilassi e della sieroterapia, pit diffusi appaiono lo scetticismo e la
rassegnazione, esistono risulfati, sia pure isolati, che testimoniano
come in determinate condizioni l’'iniezione di siero immune ad infe-
zionc avvenuta, riesca ad inibire lo svolgersi dell’infezione fino
alla malattia, o per lo meno a rendere quest’ultima pitt mite. (Hal-
lauer e Magrassi [12]).

Qualche altro dato Interessantc aggiungono le ricerche sull’im-
munith passiva generale; si pud affermare riassuntivamente che i
risultati qui ottenuti sono condizionati da due elementi agenti in
senso opposto: la distribuzione del virus tra sangue e tessuti, e la
distribuzione degli anticorpi tra sangue e tessuti.

E nelle infezioni a tipo sectticemico che si riesce ad ottenere con
maggiore facilita una soddisfacente immunitd passiva generale,
mentre nelle infezioni a pit definito e stretto citotropismo, e parti-
colarmente in quelle da virus neurotropi, meno intensa si dimostra
V'efficacia dell’immunsiero. Per la stessa ragione l'immunsiero
iniettato per via generale riesce ad influenzare scarsamente la
lesione da diretta inoculazione di virus nel tessuto recettivo, mentre
possono facilmente venire del tutto inibite e profondamente modi-
ficate le lesioni da diffusione secondaria del virus. Inoltre tufti i
mezzi traumatici o farmacologici che concorrono ad aumentare la
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permeabilitA della parete vascolare verso i tessuti, chiaramente
accentuano l'intensitd dell’immunita passiva; altrettanto si pud dire
dei mezzi che modificano la barriera emato—encefalica, nel caso di
infezioni da virus neurotropi, tenendo conto della difficoltk del pas-
saggio di anticorpi dal sangue al tessufo nervoso, difficolta che con-
feriscono nel campo immunitario al sistema nervoso centrale — in
modo simile a quello che avviene per il fessuto corneale — una posi-
zlone a s¢ stante in confronto a tutti gh altri tessuti dell’ organismo.
Un chiaro paradigma della limitazione a cui soggiace 1’azione
dell’immunsiero nell’immunitd passiva & fornito dai risultati ofte-
nuti da Smorodintseff e Shishkina [13] nell’infezione da -virus
influenzale, che frova solo nei tessuti dell’apparato respiratorio il
substrato tissurale ad esso squisifamente recettivo; da tali risul-
tati infatti viene messo in evidenza che una diretta fissazione
degli anticorpi serici da parte dei tessuti dell’albero respiratorio,
quale si raggiunge solo aftraverso la somministrazione per via
respiratoria dell’immunsiero finemente disperso, si rende neces-
saria per ottenere in tale sede un solido stato immunitario, che
invece pud mancare del futto anche in presenza di abbondanti
anticorpi nel sangue circolante, quando I'immunsiero sia stato iniet-
tato per altre vie.

L’importanza della presenza degli anticorpi a livello dei tessuti, in
intimo contatto coll’elemento cellulare, indipendentemente dal
contenuto in anticorpi del sangue, & dimostrato anche in modo
brillante dalle ricerche sull’immunitd congenifamente trasmessa.
Poté infatti essere dimostrata negli animali congenitamente immuni
una completa Insensibility, anche di fronte a quelle modalita di
infezione — come l'inlezione di dosi massive di virus, la dirctta
infezione dei tessuti recettivi al virus, ¢d anche del sistema nervoso
cenfrale ~ nelle quali gli organismi adulti immunizzati artificial-
mente in via passiva dimostrano sempre una relativa o completa
sensibilita al virus. Si raggiunge cosi un elevatissimo grado di immu-
nitd passiva; comparabile solfanfo per la sua infensitd all’immu-
nitd attiva; perfino il sistema nervoso centrale si riveld resistente
alla diretta inoculazione intraccrebrale di virus diversi, quali il
virus rabbico (Konradi [14}), il virus dell’encefalomielite equina
(Howitt {15]), il virus della peste aviaria (Hallauer [16]). Il
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carattere decisamente passivo di questa immunitad congenita &
tuttavia definito dal fatto che gli animali giad dopo alcune setti-
mane o al pitt alcuni mesi divengono di nuovo completamente sen-
sibili al virus: resta ad ogni modo accertato che anche la durata
dell’immunitd congenitamente trasmessa & assai maggiore di quella
che si osserva nella comune immunitd passiva. Si deve inoltre
sottolineare che nei neonati altamente immuni, il confenuto in an-
ticorpi antivirus del sangue & per lo pitt molto scarso e talora per-
fino indimostrabile: anche in questi casi perd la ricerca degli anti-
corpi nei tessuti risulta sempre abbondantemente positiva, e per
periodi di tempi assai pitt lunghi che nell’animale adulto passi-
vamente immunizzato (Hallauer [16]).

Non v’é quindi dubbio che durante la vita embrionale e fefale i
tessuti dell’organismo possano venire progressivamente impregnati
dagli anticorpi antivirus trasmessi dagli umori della madre: e
cid anche quando nel sangue materno essi siano contenuti in quan-
tita cosi piccole da non essere pitt dimostrabili coi nostri comuni
mezzi di ricerca. Quello della trasmissione ereditaria dell’immu-
nita pud percid cssere considerato come il pilt sensibile mefodo di
ricerca degli anticorpi antivirus materni: ed esso dimosfra che
anche nell’organismo materno tali anticorpi persistono, durante
I'evolvere dell’immunita attiva, per un periodo di tempo assal pill
prolungato di quello che la loro ricerca nel sangue circolante della
madre ce lo potrebbe far supporre.

Questo insieme di ricerche ci dimostra percid che quando anti-
corpo antivirus riesce, per particolari contingenze come quelle
fornite dalla trasmissione dell’immunitd dalla madre al feto, a
venire in intimo e prolungato contatfo coi tessuti dell’organismo,
esso ¢ capace di conferire a questi uno stato di resistenza verso il
virus altrettanto solido di queilo che si pud ottenerc atfraverso i
processi dell'immunitd attiva. Questo importante dato di fatto
dovra esserc da noi tenuto presenfe anche nell’interpretazione
del meccanismo di quest’ultima.

La necessita di questo intimo rapporto tra elemento cellulare ed
anticorpo antivirus, affinché quest’ultimo possa esercitare la sua
azione protettiva sul tessuto, ¢ stato da qualche Autore interpre-
tata come espressione di un diretto legame fra cellule ed anficorpo
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indipendentemente dalla presenza del virus nel fessuto: fra i piu
autorevoli, Sabin [17] facendo leva sul fatto ripetutamente consta-
¢ato che la stessa miscela di virus—siero immune pud essere mon
infettante se iniettata in un tessuto ‘recettivo al virus, ed infet-
tante se iniettata in altro tessuto (tra i tessuti pit adatti a mettere
in evidenza questo fenomeno di dissociazione sono da ricordare il
cervello e il testicolo), parla di un «bisogno di anticorpi» che
sarebbe diverso nei diversi tessufi; e cid nel senso che, mentre un
tessuto potrebbe essere protetto verso un’infezione da una deter-
minata quantita di anticorpi, un altro abbisognerebbe per difen-
dersi dalla stessa quantitd di virus di una quantith maggiore dello
stesso immunsiero. Deve tutfavia essere sottolineato che questa
concezione di Sabin [16] implica I’ammissione, che 1’azione del-
1’anticorpo si esplichi non sul virus, ma soltanto sul tessufo, e
ciod che il tessuto caricato di anticorpi si debba considerare gia
difeso prima dell’inizio dell’infezione.

Ora che il tessufo messo a contatto col siero immune sia capace
di fissare una certa quantitd di anticorpi, indipendentemente dalla
presenza in esso del virus, fu dimostrato da esperienze di Sabin [18],
che io [18] ho potuto confermare ed estendere, mettendo anche in
evidenza perd che nessuna differenza esiste tra tessuto e tessuto di
uno stesso organismo per cid che riguarda tale capacita di assorbi-
mento: questi dati di fatto non sono tuttavia sufficienti ad esclu-
dere, come Sabin [17] vorrebbe, il virus dal meccanismo d’azione
dell’anticorpo difensivo, riportando tufto in tale meccanismo al
diretto rapporto dell’anticorpo con la cellula.

Infatti, anche il diverso comportamento di tessuti diversi di fronte
ad una stessa miscela di virus—siero immune pud esserc equiparato
a quei fenomeni di dissociazione in vitro tra virus ed anticorpi,
sui quali gid abbiamo discusso. Ci potremmo cioé trovare anche
qui di fronte alla fase reversibile della reazione fra virus ed anti-
corpo; ed a deferminare la diversa possibilita di dissociazione tra
i due elementi della reazione, mei diversi tessuti, possono concor-
rere, da un lato la velocita di diffusione e di eliminazione dell’anti-
corpo dalla sede di iniezione, che evidentemente dipende dalla
struttura del tessuto, dall’altro 'intensita e la velocita del legame
che si stabilisce fra il virus invasore ed il protoplasma cellulare, e




che naturalmente & anch’esso soprattutto funzione di quest’ultimo.
D’altro lato nessuno dei dati di fatto che ho sin qui esposti si
oppone all’ammissione che la reazione in vivo fra virus ed anticorpi
sia dello stesso tipo di quella che abbiamo visto avvenire (n vitro.
Tuttavia, anche accettando quest’ultima interpretazione, che sulla
scorta dei fatti pare veramente la pin plausibile, non viene ugual-
mente risolfo il nucleo fondamentale del problema: come avviene
che il virus unito all’anticorpo, sia pure da un legame labile e rever-
sibile, perde la sua capacita lesiva sull’elemento cellulare ? Nume-
rose ipotesi furono a questo proposito emesse; tutto quanto &
stato detto sulla possibilita di riottenere virus attivo da miscele
dimostratesi non infettanti in vive, elimina a parer mio l'inferpre-
tazione di un’azione virulicida dell’anticorpo, azione virulicida che
tuttavia & ancora accettata anche da Aufori recenti (v- Goyal [19]);
successivamente fu ammesso, tra i primi da Andrewes [20], che
I'azione dell’immunsiero consistesse in un impedimento, sconosciuto
nella sua essenza, all’entrata del virus nelle cellule, Quest’ultima
interpretazione fu seguita in questi ultimi anni dalla grande mag-
gioranza degli Aufori: essa tuttavia non mi pare possa pill venire
oggi accettata. Infatti ricerche mie [21], condotte in collabora-
zione con Hallauer, e ricerche di Sabin [18] hanno dimostrato che
in culture in vitro il virus si fissa all’elemento cellulare in pre-
senza dell’immunsiero come in presenza del siero normale; &
questo un dato di grande importanza, poiche ci impone di ammet-
tere che il legame stabilitosi tra virus ed anticorpo non impedisce
al virus di «infettare » il protoplasma cellulare. Ho adoperato
qui il verbo «infettare » in un senso un po’ diverso dal consueto,
intendendo per esso lo stabilirsi di un legame tra elemento-virus
ed elemento—cellula. E certo che il rapporto tra virus e cellula, in
funzione di questo legame, viene ad essere diverso a seconda che
sia presente o non l’anticorpo, in quanto si pud andare per gradi
dalla rapida e facile moltiplicazione del virus, quale si ha in assenza
dell'anf:icorpo, alla scarsa o nulla moltiplicazione, fino alla pit
o meno rapida indimostrabilita del virus, quale si ha in presenza
dell’anticorpo,

Ma in che cosa consista in realti questa differenza, non & ancora
possibile precisare. E solo possibile affermare che nel determinismo
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di essa il protoplasma cellulare, invaso dal virus, non si comporta
come un substrato passivo bensi ad essa aftivamente concorre,
come é& dimostrato dal fatto che mantenendo costanti due ele-
menti della reazione, e cioé dose di virus e quantitd di immunsiero
e facendo variare il substrato fissurale in cultura in vifro, si otten-
gono risultati profondamente diversi (Magrassi e Hallauer[21}). Si
pud qui richiamare, quanto gia & stato accennato a proposito della
duplice funzione, di tipo chimico e di tipo fermentativo, esercitata dal
virus di fronte al protoplasma cellulare: & su questo ultimo che pro-
babilmente interferisce 1'anticorpo nella sua azione protettiva verso
I'elemento cellulare; e cié rende comprensibile come possa dall’anti-
corpo venir modificato in senso inibiforio il risultato di tale azione
fermentativa attraverso una modificazione dell’anello che pone di
fronte il virus, nella sua attivitd « denaturante » di alcuni sistemi
proteici protoplasmatici, e il substrato protoplasmatico, nella sua
vivente individualitad cellulare. In conclusione la neutralizzazione
del virus da parte dell’anticorpo si risolve, di fronte all’elemento
cellulare, in un’azione inibente sullo sviluppo e sulla molfiplicazione
del virus nella cellula stessa.

¢) Sede di produzione degli anticorpi virus—neutralizzanli.

Un ultimo punto, che nello studio delle caratteristiche dell’anti-
corpo antivirus, & necessario toccare, & quello della sede di produ-
zione di tali anticorpi. Ho gid accennato alle necessita di distin-
guere nel virus, nei suoi rapporti colla cellula, una funzione anti-
genica ed una funzione infettante: cid implica gid una netta presa
di posizione nei riguardi dell’origine cellulare degli anticorpi, ne
credo necessario di porre in discussione questa affermazione. Tut-
tavia dalle ricerche condofte in questo campo si possono trarre
alcune conclusioni di notevole interesse, che & opportuno sotto-
lineare: 1° i fessufi infettati dal virus possono reagire con mera-
vigliosa rapiditd (entro 24—48 h.) con la produzione di anticorpi
neufralizzanti; all’inizio dell’immunita, prima della comparsa
degli anticorpi nel sangue, il contenuto in anticorpi dei singoli organi
o tessuti pud essere diverso, in quanto la formazione degli anti-
corpi in tali tessuti segue chiaramente le tappe della diffusione del




virus (Vieuchange ¢ Galli [22]); 2° da cid consegue che alla pro-
duzione degli anticorpi sono deputati non soltanto i cenfri veri e
propri del S.R.I. (fegato, milza, midollo osseo), ma anche gli
altri tessuti dell’organismo che vengono invasi dal virus (ad esempio,
pelle, testicolo, cervello); 3° che anche il virus che ha perduto la

sua capacitd infettante, come si ottiene, ad esempio, a mezzo della
formolizzazione, mantiene infatfa la sua capacitd anfigenica, te-
stimoniata dalla possibility di oftenere con essa un’abbondante
produzione di anticorpi umorali. In cid che & stato detfo sopra
¢ implicita 1’affermazione che le cellule del S.R.I.si comportino
di fronte all’antigene—virus cosi come di fronte agli altri antigeni,
e cioé si debbano considerare come dotate elettivamente della
funzione formatrice degli anticorpi. Ma per i virus & da porre in
discussione se in questa funzione intervengano solo le cellule di
questa categoria che sappiamo presenti, sia pure in numero diverso
nei pit diversi tessuti, od anche le cellule specificamente recettive
al virus, da questo invase. Pur mancando degli argomenti diretfi,
esistono tuttavia numerose prove indirette, che risultano particolar-
mente dallo studio della dinamica del processo infettivo, sul quale
tra poco rifornerod, atte a venire in appoggio all'ipotesi che futte
le cellule, nel cui protoplama il virus in qualche modo si fissa,
siano capaci di reagirc alla funzione chimico-antigenica di questo
con la formazione di anticorpi specifici.

Si pud forse immaginare tufta una scala di cellule, a caratteristiche
intermedie tra i due estremi rappresentati da un lato dalle cellule
a massima differenziazione, a massima affinith clettiva specifica
per determinati virus e a scarsa capacifd reaftiva—immunitaria
~ tipo la cellula nervosa per i virus neurotropi -, e dall’altro dalle
cellule a minima differenziazione, a generica ¢ scarsa affinity per
tutti i virus, e ad elevata capacita reattiva — immunitaria — tipo le
cellule del S.R.I.; sarebbe quest’ultima categoria di cellule la
sola, che interverrcbbe nei processi immunitari, reatfivi a virus
che abbiano perduto la capacita infettante, conservando solo la fun-
zione antigenica, in quanto esse sono le sole che siano capaci di
fissare il virus attivamente attraverso la funzione fagocitaria. Si
arriverebbe cosi ad ammettere che quando il virus invade un tes-
suto o un organo, futte le ccllule che lo costifuiscono entrino in
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azione, a seconda delle loro diverse possibilita, e reciprocamente
si influenzino condizionando da un lato 1’evoluzione del processo
infettivo, e dall’altro lo sviluppo ad esso parallelo e contempo-
raneo dei fenomeni immunitari: risulterebbe in tal modo compren-
sibile, nei suoi diversi aspetti e nelle sue possibili combinazioni, la
dinamica dell’infezione e dell’immunitd attiva, parallelamente a
quella svolgentesi. E quest’ultima appunto che ora bisogna accin-
gersi ad analizzare.

I1.

L’IMMUNITA DA INFEZIONE: DESTINO DEL VIRUS NELL'ORGANISMO
IN VIA DI DIVENIRE O DIVENUTO IMMUNE.

E stata prima presa in considerazione una delle risultanti del feno-
meno immunitario, 1’anticorpo antivirus; ne sono state analizzate
le diverse caratteristiche, e si & cercato soprattutto di mettere in
evidenza il meccanismo della sua azione protettiva: gia da quanto &
stato detto risulta percid in parte documentata la grande importanza
di questo fattore nel determinismo dello stato immunifario. E ora
necessario percorrere il cammino in senso inverso, per poter ana-
lizzare il fenomeno immunitario nelle successive fasi della sua evo-
luzione, e poter cosi precisare la parte che in realth vi prende
I"anticorpo antivirus.

11 destino del virus nell’organismo in via di divenire o gid divenuto
immune rappresenta l'indice piti importante nello studio del mec-
canismo dell’immunita attiva: ed & appunto questa traccia che
ora seguiremo.

a) Dinamica del processo infeltivo nello wolgersi successivo delle sue fasi.

L’indissolubile rapporto tra 1’evoluzione del processo infettivo e
quello dei fenomeni immunitari ad esso legati ci obbliga innanzi
futto a prendere in esame la dinamica del processo infettivo nei
suoi diversi possibili sviluppi, e quindi il successivo evolvere del
rapporto tra cellula e virus.

Levaditi ¢ Nicolau [23] hanno per primi parlato della necessita
di distinguere altrettante immunitd parziali quanti sono i fessufi




sensibili, intendendo riportare il meccanismo di fali immunita

parziali, nelle quali I'immunita generale si decompone, ad un fat-
tore squisitamente ccllulare, del tutto indipendente dall’azione
microbicida degli umori. Ma questi Autori hanno trascurato, nello
studio di queste immunitd parziali, il comportamento del rapporto
tra il virus della prima infezione e il tessuto o la cellula che lo
ospita: invece & proprio quest’ultimo che condiziona l'insorgenza
dell’immunita ; quindi solo lo studio di esso permette la compren-
sione del meccanismo con cui l'immunitd stessa interviene.

Fu appunto questo l'orientamento che guidd gran parte delle ri-
cerche mie e dei miel collaboratori, orientamento basato essenzial-
mente sul concetfo che l'infezione dell’organismo si pud conside-
rare risolta in multiple infezioni distinte aventi sede nei diversi tes-
suti nei quali il virus si & fissato. I risultati ottenuti da queste
ricerche ( Magrassi [8], [24], [25], [26]; Magrassi e De Gregori[27];
Galli [28]), che non posso naturalmente qui esporre in dettaglio,
mi confermarono che la chiave del meccanismo dell’immunita nelle
infezioni da virus risiede appunto nel rapporto che si stabi-
lisce tra ’elemento cellulare e il virus, sia esso di prima infezione
o di successiva infezione di prova.

Sccondo questi risultati, che, se pur ricavati solo dallo studio di
due infezioni tipiche da virus quali la vaccinica e Derpetica, tro-
vano nelle integrazioni e nei completamenti forniti dalla lettera-
tura relativa ad alfre infezioni da diversi ultravirus, la possibilita
di una relativa generalizzazione, la dinamica del processo infettivo
pud essere cosi schematicamente ricostruita.

Quando un tessuto & invaso dal virus vi si stabilisce in una prima
fase un’infezione latente, rappresentata da un relativo equilibrio
tra cellula e virus, per cui viene limitata la moltiplicazione del
virus al di sotto dalla soglia patogena, e quindi vengono a mancare
in tale periodo i perturbamenti funzionali e anatomici del tessuto,
che si manifesteranno poi aftraverso la malattia.

A determinare e a mantenere tale infezione latente, che si potrebbe
chiamare «di incubazione » o « presintomatica », entra quale ele-
mento equilibratore, fin dalle primissime fasi del processo che
lega il virus alla cellula, V'anticorpo antivirus. Appunto la pre-
cocita con cui tale anticorpo compare nel tessuto invaso dal virus,
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in quanto a questo recettivo e indipendentemente dalla struttura
del tessuto stesso, costifuisce l’argomento fondamentale, sia pure
indiretto, per far ammettere la dirctta produzione dell’ anticorpo
antivirus da parte della cellula infettata.

Questa prima fase d’«infezione latente d’incubazione » pud pre-
sentarsi ed evolvere in modo diverso a seconda delle risultanti del
reciproco influenzarsi di vari elementi: virulenza del virus (che
risulta dalla velocitad di moltiplicazione e dall’atfivith tossico—
lesiva sul protoplasma cellulare), quantitya e dosc dello stesso,
capacita reattiva della cellula. Infatti tale infezione latente pud
essere di brevissima durata, fino a divenire praticamente nulla,
quando il virus & inoculato in dose elevata direttamente nel tessuto
recettivo; essa assume invece in genere una maggiore evidenza
quando il virus si diffonde nel tessuto per spontanea migrazione dal
primitivo focolaio d’infezione. In questa prima fase il legame tra
virus ed anticorpo & reversibile: si pud infatti passare da questa
prima fase d’'infezione latente d’incubazione alla fase dell’infe-
zione manifesta, e quindi della malattia, o per un prevalere spon-
taneo dell’attivitd moltiplicativa del virus sulla capacita difensiva
della cellula, e quindi sull’attivity equilibratrice dell’anticorpo
che ne & ’espressione, o artificialmente provocando una deficienza
funzionale della cellula, che permette, divenendo inefficace la sua
reazione immunitaria, il prevalere dell’attivita moltiplicativa del
virus. Questa seconda evenienza, da me [8] dimostrata nell’infe-
zione da virus vaccinico affraverso una particolare mefodica spe-
rimentale (frasporto in cultura in vitro di tessuti prelevati dal-
I’organismo in fasi diverse dell’infezione latente), ha una nofevole
importanza: infatti essa si rivela possibile solo quando le condi-
zioni d'inferioritd funzionale imposte alla cellula intervengono
nel periodo in cui il legame fra virus ed anticorpo & ancora nella
cellula stessa reversibile. Questa prima fase di infezione latente
pud passare nell’infezione manifesta, o pud permanere allo stato di
latenza: nel primo caso si raggiunge il massimo di concentrazione
del virus nel tessuto, nel secondo si trasformano le caratteristiche
del rapporto tra cellula e virus, in quanto il legame di quest’ul-
timo coll’anticorpo & divenuto, di fronte alla cellula che & sede
della reazione, irreversibile; in questo caso la cellula, in cui la




reazione tra virus ed anticorpo ha subito questa nuova evoluzione,
non consente pitt la moltiplicazione del virus, anche se¢ posta in
quelle stesse condizioni di inferioritd funzionale che, nella fase
precedente, tale moltiplicazione permettevano. Si ha qui un’altra
prova di quale essenziale importanza assuma la partecipazione
dell’elemento protoplasmatico cellulare al determinismo del risul-
tato della reazione fra virus ed anticorpo; infatti la irreversibilita
della reazione che si manifesta attraverso la stabile inibizione alla
moltiplicazione del virus nella cellula che della reazione ¢ sede, &
condizionata in questa fase dal mantenersi della reazione stessa
nella cellula in cul essa ha avuto inizio; ¢ sufficiente infatti il pas-
sagglo del virus qui presenfe nel tessuto recettivo di un organismo
nuovo per otfenere ancora un’evidente moltiplicazione del virus.
Cid porta evidentemente a distinguere nella reazione fra virus
ed anticorpo una irreversibilitd relativa alla sede endocecllulare
della rcazione stessa, dalla irreversibilitd assoluta quale abbiamo
gid visto avvenire nella reazione in vilro, ¢ quale si pud avere,
come vedremo tra poco, anche ¢n vivo in una fase piu tardiva. '

Una condizione opposta a quella sopracitata, in cui, come ho detto,
un’infezione latente, che lasciata a sé si sarebbe ulferiormente
svolta allo stato di latenza, fu, a mezzo di un artificio sperimen-
tale, trasformata in infezione manifesta, fu pure da me [26] realizzata
in altre esperienze condotfe col virus erpetico: un’infezione che la-
sclata a sé sarebbe passata dalla fase di «infezione latente d’incu-
bazione » alla fase di infezione manifesta, e cioé alla fase di ma-
lattia (rappresentata dalla gravissima encefalite erpetica del
coniglio), poté essere artificialmente influenzata dall’iniczione di
virus aftivo o formolizzato eseguita tempestivamente nel tessuto
(cervello) sede dell’infezione latente, cosi da ottenersi l'inibizione
del passaggio alla fase di attiva moltiplicazione di virus, a cui
consegue l’affiorare della sintomatologia clinica encefalitica. Si
ottenne cio& in quesfo caso, a mezzo di un arfificio sperimentale,
atto ad esaltare la reazione immunitaria cellulare, il diretto pas-
saggio dalla fase di «infezione latente d’incubazione » a uno stato
di pit durevole infezione latente sconfinante nella fase di cosiddetta
autosterilizzazione, senza passare attraverso lo stato di malattia,
che sarebbe stato inevitabile lasciando all'infezione il suo normale
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decorso. Questo fenomeno fu chiamato « fenomeno di Magrassi » da
Doerr e Seidenberg [29] che ne ripresero successivamente lo
studio confermandolo ed estendendolo, e trovd in esperienze di
Ciancarelli [30] la sua dimostrazione anche in alfra specie animale
(Mus musculus) oltre che nel coniglio, nel quale era stafo inizial-
mente messo in evidenza. L’influenzamento antagonistico eserci-
tato dalla reinoculazione di virus, eseguita in tempo e in sede oppor-
tuni, sul decorso e sugli esiti del processo infettivo gia in atto,
dimostra atfraverso una nuova via quale importanza abbia il fat-
tore immunitario cellulare, nel determinismo della particolare
fisionomia che vengono ad assumere le diverse fasi del processo
infettivo nel loro successivo evolvere.

Questo insieme di ricerche mette percid in chiara evidenza quali
sono i limiti, entro i quali pud svolgersi la seconda fase del pro-
cesso infettivo, sulla quale ci siamo qui soffermati; essa infatti
oscilla tra queste due possibilita: infezione manifesta, che risulta
dall’intensa moltiplicazione del virus fino a superare la soglia
patogena, e infezione latente, chein opposizione a quella « di incu-
bazione » si potrebbe chiamare di « stabilizzazione », e che & defi-
nita dal mantenersi dell’ equilibrio cellula~virus aftraverso la
progressione irreversibile della reazione endocellulare virus—anti-
corpo. Queste stesse ricerche dimostrano inoltre che fissati i
diversi fatfori che entrano nel processo infettivo, e cioé il virus, la
modalitd d’infezione e il substrato tissurale, I’affioramento di un'in-
fezione manifesta o di un’infezione latente dipende esclusivamente
dal gioco che nel processo infettivo sostiene il fattore immunitario
cellulare, di cui ¢ fondamentale espressione 1’anticorpo antivirus;
tale gioco pud essere influenzato con opportuni artifici sperimentali,
cosi da ottenersi da esso risulfati opposti. Deve essere perd sotto-
lineato che quando vengono invece a variare gli altri fattori che
partecipano al processo infeftivo, quali il virus o I’organismo
ospite, 1’evolvere dell’infezione allo sfato di latenza o di malattia
manifesta viene condizionato da diversi faftori variabili, di cui
soltanto pochi sono stati finorn precisati e chiariti nella loro
essenza: ricorderd, a fitolo di esempio, da un lato le possibili va-
riazioni che si hanno da ceppo a ceppo, nell’ambito di un tipo di
virus, in funzione delle infrinseche caratteristiche del ceppo di




virus usafo (come, ad esempio, per il virus erpetico il diverso com-
portamento dimosfrato in mie ricerche [25], [26] confermate suc-
cessivamente da Doerr e Hallauer [31], dei ceppi « encefalito-
geni » e « non encefalitogeni », nel loro sviluppo nel fessuto nervoso
di coniglio), e dall’altro le variazioni che si hanno per uno stesso
virus, in funzione della recettivitd dell’organismo ospite (risul-
tante da diversi fatfori variabili, quali la specie animale, 1’cta ecc.),
della via di infezione ¢ della quantita di virus iniettato.

Dalla seconda fase — sia essa rappresentata dall’infezione manife-
sta o dall’infezione latente di stabilizzazione — si passa alla terza
fase, che si pud chiamare di « infezione latente terminale ». E questa
identificabile con quella che fu impropriamente chiamata di « au-
tosterilizzazione »: il virus non solo si dimostra incapace di molti-
plicazione nella ccllula infettata, ma anche diviene in essa irricono-
scibile a mezzo dei comuni metodi di dimostrazione; solo ricorrendo
a quelle stesse fecniche, che abbiamo visto essere atte a determinare
il fenomeno di dissociazione delle miscele virus—siero immune -
in vitro o in vivo — si riesce in un primo tempo a dimostrare la
presenza del virus nella cellula. In una fase ulteriore anche queste
tecniche di dissociazione divengono incapaci di dimostrare il virus
nella cellula: corrisponde questa alla fase di inattivazione irrever-
sibile, che gia fu dimostrata in vitro nella reazione tra virus ed anti-
corpi, e per la quale difficile & precisare il reale destino del virus.
Resta cosi fissato da un lato che 'infezione evolve nei singoli fes-
suti con relativa indipendenza dalle reazioni dell’organismo in
loto o da quelle di altri tessuti pur recctfivi a quel determinato vi-
rus, e dall’altro che la dinamica del processo infettivo — dalla fase
di infezione latente d’incubazione a quclla di infezione latente
terminale — ¢ in gran parte dominata dall’azione dell’anticorpo
antivirus, che regola e definisce il rapporto ‘tra virus e protoplasma
cellulare. Naturalmente le diverse fasi, che sono state qui schemati-
camenfe l'una dall’altra distinte, rappresentano nella realti un
tutto continuo e progressivo nell’evoluzione del processo infettivo:
esse definiscono soltanfo dei momenti sucessivi, in cui le diverse
caratteristiche del rapporto tra i tre clementi della reazione
— virus, anticorpo e protoplasma cellulare — possono essere pre-
cisate e rese quindi distinguibili 1'una dall’altra. La velocita con
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cui le diverse fasi si succedono, e quindi la durata di ciascuna, pos-
sono essere le pitt diverse: & qui da ricordare la grandissima im-
portanza che ha nel condizionarle la natura del tessuto (ad esempio,
la recettivitd elettiva per il virus degli elementi cellulari che com-
pongono quel tessufo e In contrapposizione a questa, per gli effetti
opposti che ne derivano, la ricchezza in clementi del S.R. 1. che
il tessuto stesso presenta).

b) L'immunitd verso la superinfezione precoce ¢ ' immunita verso la rein-
Jezione tardiva.

La definizione di queste diverse fasi che caratterizzano 1’evoluzione
del processo infettivo ha un’importanza fondamentale per la com-
prensione del meccanismo con cui lo stato immunitario st stabilisce.
Infatti ho potuto dimostrare per il virus erpetico e per il virus vac-
cinico (Magrassi [24], [26]; Magrassi e De Gregori [27]), che 1'im-
munitd verso la superinfezione, altreftanto solida e completa del-
I'immunita che segue alla malattia, si instaura fin dai primissimi
momenti in cui « I'infezione latente d'incubazione » ha inizic in un
determinato tessuto: la sua caratteristica essenziale & percid so-
stenuta da cid, che essa & gid completamente sviluppata quando an-
cora la prima infezione sta svolgendosi nell’organismo, in un periodo
cosi precoce da precedere la stessa dimostrabilita del virus dell’in-
fezione primitiva nei tessuti recettivi. In questo periodo, all’infuori
della resistenza alla superinfezione, nessun alfro segno si nofa nel
tessufo, che attesti che il virus della prima infezione sia quivi gia
presente: da cid si arriva alla deduzione, che il mezzo pit squisito
per rivelare il virus al suo primo giungere in un tessufo non ci ¢ dato
dalla capacitd infettante del tessuto, ch’¢ funzione della recetti-
vita dell’animale nel quale il passaggio si pratica, ma dall’insorgenza
nel fessufo dell’immunita verso la superinfezione.

Tale immunita, del tutto indipendente dal comportamento degli
anticorpi umorali, ¢ percid strettamente legata nel suo inizio e nella
sua diffusione collo stabilirsi e coll’evolversi del processo infettivo.
Si puo affermare che I'immunita segue in questo caso come un’om-
bra il processo infettivo, o meglio che 'immunita si sovrappone
all'infezione come una positiva alla propria negativa fotografica:




percid 'estendersi dell'immunitd segue con assoluta esaftezza la
diffusione del virus nel tessuto. A questo proposito & particolar-
mente significativa 1'esperienza di Doerr e Hallauer [31], che a
completamento di miei precedenti risultati riuscirono a dimostrare,
valendosi di ceppi determinati di virus erpetico e di particolari vie
d’iniezione, che quando la diffusione del virus neurotropo ¢ limitata
ad una determinata parte del sistema nervoso centrale, unica-
mente in quella parte si stabilisce lo stato immunitario, menfre il
resto del tessuto nervoso presenta verso il virus della superinfe-
zione una normale recettivita.

Doerr [32], particolarmente partendo dalle osservazioni raccolte
nel campo dei virus neurotropi, ha dato risalto alla modalita d; dif-
fusione parallela dell’infezione e dell’immunita infroducendo una
denominazione molto descrittiva, anche se difficilmente traducibile
in un’espressione italiana altrettanto elegante: egli infatti parla di
« Schieneninfektion » ¢ di « Schienenimmunisierung » a significare
appunto la diffusione dell'una e dell’altra su preordinate « rotaie »
che sono quelle stesse che consentono la diffusione del virus. Man
mano che il virus scorre, per cosi dire, su tali rotaie, dalla torta
d’entrata periferica fino ai piu diversi tessuti, esso pud perdere in
capacitd infettante e patogena, cosi che talora pud accadere che
Iinfezione si esaurisca per via, in modo che il virus finisce col-
l'invadere una parte soltanto del tessuto recettivo. Questa pos-
sibilita & stata, ad esempio, dimostrata per i virus neurotropi
(virus erpetico) da Doerr e Kon [33]. Questa perdita di capacita
infettante e pafogena da parte del virus & facilmente compren-
sibile, se si pensa come evolve la dinamica del processo infettivo
in un tessuto: si tratta di un progressivo continuo modificarsi del
rapporto quantitativo tra virus ed anticorpi nel protoplasma cel-
lulare che della reazione & sede, man mano che il virus sponta-
neamente migra e si diffonde; quanto pitt lentamente tale migra-
zlonc si avvera, fanfo pit chiaramente interviene la progressiva
modificazione di questo rapporto, che ha come condizionanti fon-
damentali la recettivita e la possibilith reattiva immunitaria del
tessuto verso il virus, e che praticamente si esprime attraverso
le successive fasi del processo infettivo, che abbiamo gia definite.
In conclusione si pud ritenere dimostrato che mentre un’infe-
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zione da virus sta evolvendo in un tessufo, in esso la superinfezione
con virus omologo o strettamente affine & incapace di determinare
lesioni, e che questo stato di resistenza si instaura con straordi-
naria rapidita,

Il meccanismo di questa immunitad verso la superinfezione & pre-
cisato dal fatto dimostrato in vive (Magrassi e De Gregori [27])
e in vilro (Galli [281), che il tessuto, il quale, in seguito all’infezione
latente che in esso si svolge, presenta un’immunita solidissima verso
la superinfezione, & capace di fissare il virus aggiunto con la super-
infezione come un tessuto normale: non esiste cio¢ nessuna incompa-
¢ibilita nella cellula tra il virus presente in essa per I'infezione
latente primitiva e quello che viene aggiunto con la superinfezione.
Questa constatazione esclude senz’altro l'ipotesi di un’« immunita
da occupazione », che potrebbe essere prospettata per spiegare
l'immunita verso la superinfezione.

Eccoci ora al secondo punto del problema: se il virus reinoculato
in un tessuto gid infetto viene su di questo fissato come su un tes-
suto normale, per quale ragione & incapace di determinarvi quelle
lesioni che, nelle stesse condizioni di esperienza, si osservano costan-
temente in quest’ultimo ? La risposta ci vien data da esperienze mie
e dei miei collaboratori (Magrassi e De Gregori [27], Galli [28])
nelle quali fu constatato che un’identica sorte spetta nel fessuto
al virus dell’infezione primitiva, decorrente allo stato di latenza,
e al virus reinoculato con la superinfezione: lo stesso fattore
immunifario, che abbiamo identificato nell’anticorpo neutralizzante
a sede tissurale, inferviene quale elemento determinante essenziale
pella latenza .infettiva e nell’'immunita verso la superinfezione, ed
impedisce nell’'un caso e nell’altro la moltiplicazione del virus fino
alla soglia patogena, pur permettendone la riconoscibilitd per un
tempo pill o meno prolungato.

Atfraverso tale meccanismo la superinfezione si innesta su uno
stato di equilibrio gia in atto tra protoplasma cellulare e virus, e
questo equilibrio non statico, ma dinamico, mantenuto dall’anti-
corpo neutralizzante gia presente nel fessuto quale diretta con-
seguenza dell’infezione latente primitiva, successivamente progre-
disce fino alle fasi finali, in cui il virus diviene irriconoscibile nella
cellula infettata.




Dopo quanto ¢ stato detto, si capisce come 1'esito della superinfe-
zione portata in un organismo che abbia subito la prima infezione
in una sede determinata, possa essere diverso a seconda dei fessuti
nei quali essa si esercita: tale variabilita ¢ legata da un lato alla
presenza nel tessuto del virus dcll’infezione primitiva, dall’altro
alla variabilitd che nel tessuto viene a presentare il rapporto
infezione primitiva—immuniti, a scconda della virulenza ¢ della
quantitd del virus, della recettivita del tessuto al virus e delle sue
possibilita reattivo-immunitarie. Tutti questi fatfori uniti concor-
rono a dare ad alcuni tessuti e in particolar modo al sistema nervoso
centrale una relativa autonomia nel comportamento immunitario,
rispetto ad altri tessuti dell’organismo.

La diversita osservata nel destino del virus a seconda che esso
venga reinoculato nelle primissime fasi (qui finora considerate) in
cui I'immunita, durante l’evoluzione dell’infczione primitiva, si ¢
istituita, o venga reiniettato nelle fasi pit tardive dell’immunita
(dopo la malatfia o in seguito a un frattamento di iperimmuniz-
zazione), dipendono essenzialmente dal contenuto quantitativo in
anticorpi neutralizzanti degli umori o dei tessuti: nel primo caso
I’anticorpo neutralizzante a sede esclusivamente o prevalente-
mente tissurale agisce in quanto permette l'instaurarsi di un rap-
porto di cquilibrio cellula—virus, tale che porti l'infezione ¢ con
essa la superinfezione verso la fase latente piuttosto che verso quella
manifésta; ncl secondo caso I’anticorpo, presente in quantiti molto
superiore, sia negli umori che nei tessuti agisce (n eivo in modo ana-
logo a quello che nelle prove in vitro si osserva nelle miscele « su-
perncutralizzate », e porta alla rapida e completa neutralizzazione
irreversibile del virus come si ha nella fase di « autosterilizzazione ».
Deve percid ritenersi giustificato 1'identificare, nel loro meccanismo,
I'immunita precoce verso la superinfezione ¢ ’immunita pit tardiva
verso la reinfezione, quando questa coincida col periodo della
cosiddetta « autosterilizzazione «, od anche lo sopravanzi.

In questa interpretazione del meccanismo immunitario viene escluso
un aftivo intervento di quelle cellule, che per le loro specifiche fun-
zioni fagocitaric si considerano partecipanti alla normale difesa
_antiinfettiva dell’organismo, quali le cellule mobili e fisse con-
nettivali di tipo macrofagico (cellule del S. R. L. in senso lato)
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ed i leucociti polinucleati (microfagi). Infatti le osservazioni (Le-
vaditi e Nicolau [3], Nicolau e Kopciowska [56], Andrewes [6])
che testimoniano come in deferminate condizioni si possa avere nel
tessuto rivelatosi immune la mobilizzazione di cellule leucocitaric
e macrofagiche, perdono di valore di fronte alla dimostrazione della
possibile esistenza di una completa e solida immunita verso la
superinfezione, in cui tale mobilizzazione cellulare & del fuffo
assente (Magrassi e De Gregori [7]); d’altro lato le ricerche pit
recenti condotte in vivo e in vitro sui leucociti e sulle cellule del

>

S. R. I. hanno escluso che la fagocitosi intervenga in modo sensi-
bile nel determinare l'inattivazione del virus introdotto nell’orga-
nismo immune (Sabin [37], Hallauer [38], Smorodintseff e Shi-
shkina [39]). Per quanto riguarda le cellule del S. R. 1., le consi-
derazioni mnegativiste qui riferite si rivolgono solo alla loro fun-
zione fagocifaria come diretto meccanismo difensivo, ferma natu-
ralmente restando tutta la loro importanza, gid precedentemente
precisata, in rapporto colla produzione dell’anticorpo neufraliz-
zante e colla funzione difensiva che 1’anticorpo si trova a svolgere
verso il virus nella stessa sede tissurale d’origine.

¢} Rapporto tra durata dell’ immunila e persistenza del virna nell ‘orga-
nismo infettato.

Ho sopra affermato che si debbono ritenere identificabili nel loro
meccanismo I'immunitd precoce verso la superinfezione ¢ 1'immu-
nitd pit fardiva verso la reinfezione: implica cid una presa di
posizione nel tanto discusso problema del rapporto tra la durata
dell’immunitd e la persistenza del virus in seno ai tessufi infettati 7
Purtroppo il problema della persistenza del virus nell’organismo
infettato & inficiato in partenza dalla relativita dei nostri mezzi dj
riconoscimento del virus, che si possono ritenere fondamentalmente
basati solo sulla dimostrazione dell’attivita patogena o infeffanic
del virus stesso. A questo proposito una netfa distinzione si deve
porre tra le infezioni da virus che presentano un decorso ciclico,
in quanfo ferminano con un’apparcnte aufosterilizzazione dei
tessuti dell’ospite (e sono queste la maggior parte) e le infezioni da
virus, che sono caratterizzate da un decorso aciclico, cronico, in




quanto per mesi o per anni gli organismi infetti e divenuti immuni
si rivelano portatori di virus facilmente riconoscibile. Gii ho
discusso il significato che si deve attribuire al fenomeno della cosid-
detta autosterilizzazione, nel quale si devono distinguere almeno
due fasi: una prima fase in cui il virus ¢ ancora dimostrabile con
opportuni artifici di tecnica, che corrispondono essenzialmente a
quei mezzi capaci di dissociare il legame virus-anticorpo; ed una
seconda fase in cui il virus non & pit direttamente riconoscibile,
se non in casi eccezionali (Olitsky e Long [40]; Dresel [41]). E
appunto per l'interpretazione di quest’ultima fase, che la discus-
sione non pud dirsi risolta.

Per il virus vaccinico il problema fu direttamente affrontato di
recente da Galli e Scalfi [42]: essi poterono dimostrare che il paral-
lelismo tra immunitd e persistenza del virus nei tessufi che subi-
rono l'infezione pud essere documentato per un lungo periodo di
tempo (137 giorni), corrispondente a circa i 3/4 della durata fotale
dell’immunita (185 giorni); in una prima breve fase (31 giorni), il virus
¢ ancora dimostrabile facilmente col passaggio, in cui si rivela la
sua aftivitd patogena; in una seconda fase assai piu prolungata
(dal 319 al 1379 giorno) la presenza del virus & rivelata soltanto
dalla capacita immunizzante, talora trasmissibile in serie (e quindi
forzatamente attfiva), che conserva la sospensione del tessuto che
aveva subifo l'infezionc. Gia in precedenti ricerche di Scalfi [43]
¢ra stato messo in luce che la capacityd immunizzante dei tessufi,
in queste condizioni, & in rapporto con la persistenza in essi di
virus modificato dall’azione dell’anticorpo, cosi che, pur avendo il
virus perdufo ’attivitd patogena, conserva tuftavia la capacita di
provocare un'infezione latente, da cui dipende la comparsa del-
'immunitd descritta. Solo in una fase terminale, relativamente
breve di fronte alla durata totale dell’immunita (48 giorni su 185),
il virus non si riesce pilt a riconoscere nel tessuto né¢ atfraverso la
capacith patogena, né attraverso l’atfivith immunizzante, né sotfo-
ponendo il fessuto a trattamenti particolari, come la digestione
tripsica e la dialisi, dimostratisi in altre condizioni sperimentali
adatte a rivelare un virus inattivato. Si deve percid concludere, che
in quest’ultimo periodo il virus & veramente scomparso dai tes-
suti, e che I'immunita ¢ capace di sopravvivere per un tempo deter-
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minato alla sua scomparsa ? Io non credo che a questa conclusione
si possa per ora addivenire: la mia personale impressione, basata
e sulla convinzione che uguale sia il meccanismo dell’immu-
nita verso la reinfezione in quest’ultima fase e dell’immunita verso
la superinfezione nelle fasi pit precoci, & che il radicale virus rimanga
presente nel protoplasma cellulare, sia pure durevolmente e irrever-
sibilmente mascherato dall’anticorpo neutralizzante ad esso unito,
fino a che duri la solida immunita attiva; cid servirebbe pure a
chiarire la causa della lunga permanenza di anticorpi negli umori,
dopo la fine della malattia, quale, ad esempio, fu constatata (ta-
lora anche dopo decenni) nella febbre gialla.

Seguendo questa interpretazione, ci si pud rendere ragione anche
del perche in alcuni tipidi infezione da ultravirus (ad esempio nel-
I'influenza) I’immunita verso la reinfezione sia di cosi breve durata:
in tali casi, che corrispondono in genere alle infezioni delle mucose
dell’albero respiratorio, il rapporto tra virus e tessuto sarebbe tale,
da portare ad una rapida eliminazione dell’agente d’infezione.
Questa particolare posizione che verrebbe assegnata, di fronte
all’infezione da virus e all’immuniti che ne consegue, ai tessuti
frova una molfo convincente conferma

anch

dell’apparato respiratorio,
nelle recentissime ricerche di Grabar e Schoen [44] condotte col
virus linfogranulomatoso nel topo. In esse fu infatti dimostrafo che
all’infezione primitiva per via intracerebrale, traducentesi con
tipiche alterazioni istologiche, segue un’immunitd duratura verso
una reinfezione eseguifa per la stessa via, immunita che si accom-
pagna ad una prolungata persistenza degli anticorpi virus-neutra-
lizzanti in tale tessuto (in assenza di anticorpi umorali nel sangue
circolante); invece, se l'infezione primitiva ha luogo nel polmone,
ove, in seguito a inoculazione intranasale, provoca delle pneumo-
patie linfogranulomatose specifiche ma transiforie, si osserva che
parallelamente a una rapida progressiva diminuzione di virulenza
del tessuto polmonare accompagnantesi con un abbassamento
altrettanto rapido deghi anticorpi virus—neutralizzanti in esso conte-
nuti, si ha anche la scomparsa di quello stato immunitario verso
una reinoculazione di virus attraverso la stessa via nasale, che &
invece presente solo durante il periodo acuto dell’infezione. L’in-
dividualita e U'indipendenza dei diversi tessuti di fronte alla moda-




lith di evoluzione e alla durata dell’infezione ¢ dell’immunita, che
a questa & legata, trovano percid anche in queste ricerche una
nuova evidenfe riprova.

Una posizione a s¢ assumono invece quelle infezioni, che decorrendo
col tipo di un’infezione latente cronica aciclica, permettono per
hungo tempo (per mesi o per anni) un facile isolamento del virus dagli
umori e dai singoli tessuti dell’organismo infettato (quale si pud
avere, ad esempio, nell’anemia infeftiva dei cavalli, nell’encefalo-
mielife murina, nella coriomeningite linfocitaria del topo bianco,
nella psittocosi di diversi uccelli e del topo bianco, ecc.).

Si pud affermare che in questi casi il processo immunitario che s ac-
compagna all’infezione si arresta nei tessuf; alle prime fasi, corri-
spondenti a quelle ch’io ho denominato « infezione latente d’incu-
bazione » ¢ « infezione latente di stabilizzazione », in cui la molti-
plicazione del virus viene contenuta al di sotto della soglia pato-
gena, in funzione di una reazione endocellulare virus~anﬁicorpo
che si mantiene reversibile e labile. L’incapacita di tale reazione a
passare nella fase di irreversibilita che caratterizza il processo di
cosiddetta autosterilizzazione, & molto probabilmente legata ad un
debole risultato immunitario derivante dal rapporto fra virus ed
organismo ospite: ne sono causa da un lato la scarsa capacitd anti-
genica di questi tipi di virus, di cui & espressione la difficolta di
dimostrare anticorpi neutralizzanti verso di essi, ¢ dall’altro lato
la scarsa sensibilita dell’ospite verso I'azione lesiva di questi agenti
infetfanti, della quale & conseguenza la facilith con cuj questi
organismi sfuggono alla malattia manifesta. Con questa ammis-
sione sta in perfetfo accordo I'osservazione che tutti quesfi tipi
di virus persistono in genere pilt a lungo in quelle specie animali,
che meno reagiscono all’infezione, sia clinicamente, sia soprattutto
immunologicamente. (Un tipico esempio & fornito dai risultati
ottenuti da Traub [45], [46], [47] per il virus della coriomeningife
linfocitaria, nel topo scarsamente, sensibile e cronico portatore, e
nella cavia che reagisce con Pilt gravi segni di malattia e con pit
abbondante formazione di anticorpi). Naturalmente in questi casi
si pud parlare soltanto di un’immunifa verso la superinfezione
(secondo un’alra dizione «dmmunita legata all’infezione »): 1l mec-
canismo di essa si identifica con quello gia esposto a proposito del-
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Vimmunita verso la superinfezione nelle fasi precoci (corrispondenti
alla « infezione latente d’incubazione » e alla « infezione latente di
stabilizzazione ») del processo infettivo ad evoluzione ciclica.

II1.

L’IMMUNITA SENZA INFEZIONE ; RELATIVITA DEL CONCETTO
DI « INATTIVAZIONE » E DI « UCCISIONE » DEL VIRUS.

Esaurito cosi, sia pure succintamente, il problema della nafura e
del meccanismo dell’immunits da infezione, rimane ora da . discutere
una questione, che assume anche da un punto di vista pratico la
massima importanza: se cioé l'immuniti nelle malattie da virus si
possa ottenere anche al di fuori dell’infezione. Cj sj trova cosi
dinanzi ad uno dei punti piti controversi, e percid piti battuti, degli
studi immunologici sui virus.

Per lungo tempo ha prevalso I'opinione che fosse impossibile una
immunitd verso i virus a mezzo di una vaccinazione condotta con
virus «ucciso ». Questa opinione era in realty basata sopra una massa
imponente di dati, concordemente comprovanti come coll’iniezione
di virus « uceisi » nei modi pitt diversi, chimici (antisettici) o fisici
(calore) non si offenessero che degli insuccessi. Di fronte a questi
dati perd, sono andate via via moltiplicandosi le osservazioni che
testimoniano come sia possibile oftenere in determinate condizioni
un’immunitd pit o meno solida e pilt 0 meno durevole anche sotto-
ponendo i virus vaccinanti a trattamenti chimici (tipiche la formo-
lizzazione e la fenicatura) o sierologici (aggiunta di siero immune)
capaci di far perdere a questi la loro capacitd infeftante. Queste
osservazioni parvero demolire il dogma classico per le infezioni da
virus: nessuna immunita senza infezione. In realtad perd le ricerche
pitrrecenti hanno dimostrato la necessita di una revisione di tufto il
problema, soprattutto per cid che rigunarda i limiti della contrap-
posizione tra virus « vivente » e virus « ucciso «, sla pur prescin-
dendo dalla scarsa opportunithy di usare i termini impegnativi di
«vivente » e di « ucciso » per elementi che hanno per sé riportato
alla ribalta l'agitato problema del concetto stesso di « vita ».




Innanzitutto riassumiamo brevemente quali sono le condizioni essen-
ziali per cui un virus reso in vario modo inattivo sia ancora capace
di determinare un’immunita attiva.

Per quanto riguarda il trattamento con miscele apparentemente
neufre di virus-siero immune poté essere chiaramente documentato
(Magrassi e Muratori [48]), che una solida immunita pud essere
con esse ottenuta solo ed in quanto si stabilisce in seguito all’ino-
culazione della miscela un’infezione latente nei tessuti provati.
Rientra percid questa forma d’immunita enfro i limifi dell’immunita
verso la « superinfezione »: e di questa essa ha infatti tutfi i carat-
teri fondamentali. Naturalmente non si pud qui pit parlare di virus
inattivo, in quanto il processo di neutralizzazione del virus nella
miscela ¢ tale, da consentire ’instaurarsi nei tessuti di un’infezione,
sia pure decorrente allo stato di latenza. Con le miscele superneutra-
lizzate invece, in cui la dissociazione del virus dall’anticorpo non &
possibile, poté ancora essere ottenuta la produzione di anticorpi
neutralizzanti, dimostrabili nel sangue in quantita anche notevole, ma
I"immunitd da esse provocata si riveld scarsa o nulla: in queste con-
dizioni il virus, pur conservando evidenfemente la atfivita antige-
nica, perde colla capacitd infettante anche I’atfivitdh immunizzante.
Risultati del tutfo analoghi furono otfenuti da miei collaboratori
(Scalfi [43]; Galli e Scalfi [{2]) nei trattamenti con sospensioni di
tessuti usciti apparentemente autosterilizzati da un’infezione vacci-
nica. Anche in questo caso i tessuti possiedono un elevato potere
immunizzante, solo quando siano ancora capaci di determinare
un’infezione latente; in una fase successiva il virus in essi presente
dimostra ancora un’atfivita antigenica, testimoniata dalla capa-
citd alla produzione di anticorpi, ma & divenuto incapace di pro-
vocare uno stato immunifario apprezzabile (Scalfi [3]).

Il processo di svirulentazione dei tessuti infettati con virus vac-
cinico sl riassume percid in 3 fasi successive; 1° in cui i fessuti
sede dell’infezione sono virulenti e quindi immunizzanti; 2° in cut
i tessuti divenuti avirulenti conservano tuttavia la capacita immu-
nizzante (attraverso la provocazione di wun’infezione latente) ;
3°in cui i tessuti perdono olfre che la virulenza anche la capacita
immunizzante pur conservando la capacity di produrre anticorpi

antivirus (conservazione dell’attivita antigenica del virus).

L'IMMUNITA
ACQUISITA ECC,

283




L'IMHUNITA
ACQUISITA ECC.

Gia da questi risultati si profila nettamente la distinzione tra atti-
vith antigenica e aftivith immunizzante del virus: per quanto essi
possono deporre, quest’ultima si rivela legata esclusivamente alla
capacita infettante del virus, e pud apparire del tutfo indipendente
dalla presenza di anticorpi neutralizzanti nel sangue.

Questa distinzione appare anche piti evidente dalle ricerche con-
dotte con i virus formolizzati.

I processi di formolizzazione tolgono al virus la capacita infettante,
e quindi I'attivitd moltiplicativa e lesiva; il virus viene percid in
queste condizioni in genere definito «inattivato » od « ucciso ».
Tuttavia il virus conserva perfettamente 1’attivita hntigenica, cosi
che Viniezione di esso provoca nel sangue circolante la comparsa
di anticorpi in quantitd uguale o anche superiore a quella che si
pud avere in. seguifo all’infezione manifesta. Nonostante cio,
enormemente inferiore a quello che si potrebbe sospettare attra-
verso una tifolazione degli anticorpi umorali, si rivela 1'immuniti
a livello dei tessuti recettivi: si pud affermare che in queste condi-
zioni la capacitd protettiva dell’anticorpo presenta le stesse limi-
tazioni che abbiamo elencato per l'immunitd passiva generale
(Magrassi e Muratori [8]). Tale stato immunitario si dimostra
percid piu facilmente nelle infezioni a tipo setficemico, o nella
inibizione alla generalizzazione di lesioni quando il virus, partendo
da un primitivo focolaio d’infezione, si vale di una diffusione umo-
rale, o nei casi in cui si forzino artificiosamente i processi di per-
meabilita dal sangue ai tessuti. Da alcune mie ricerche inedite con-
dotte col virus vaccinico ho tratto anzi I'impressione che ancora piu
labile, in confronto all'immunita passiva generale, sia a livello dei tes-
suti recettivil’immunita ottenibile per via generale col virus formoliz-
zato. Si ha percid qui una prova estremamente chiara di quanto
grande possa essere la scissione tra D'aftivitdi antigenica e 1’afti-
vita immunizzante del virus; gli anticorpi neufralizzanti umorali,
che si producono a titoli molto elevati col virus formolizzato, ven-
gono ad essere in futfo o in gran parte inutilizzati, di fronte all’in-
fezione portata direttamente nel fessuto recettivo.

Ma anche per il virus formolizzato la distinzione tra attivita
antigenica e attivitd immunizzante non pud considerarsi assolufa:
poté infatti essere dimostrato da Magrassi e Muratori [48] ¢ suc-




cessivamente da Galli ¢ Verrotti [49] e da Galli e Cipollone [60]
che il direfto trattamento col virus inattivato di un fessuto alta-
mente recettivo (testicolo) al virus vaccinico, provoca in tale tes-
suto l'insorgenza di uno stato immunifario altrettanto solido di
quello che si pud ottenerc attraverso I'infezione, senza che di que-
sta si possa riconoscere alcuna traccia. Si tratta di un’immunita
strettamente locale, limitata al tessuto che ¢ stato direttamente e
ripetutamente pretrattato, per cosi dire imbibito, colla sospensione
di virus formolizzato; tale immunits s; rivela del tutto indipen-
dentemente dagli anticorpi neutralizzanti del .sangue. La natura di
questo tipo di immunita, che sembrava in un primo tempo per
alcune sue caratteristiche discostarsi anche dall'immunita da infe-
zione, & oggi suscetfibile di una suggestiva interpretazione sulla
base di successive ricerche di Galli e Vieuchange [61], [62].

Questi Autori dimostrarono che il virus che attraverso la formoliz-
zazione ha perduto inferamente la capacith infettante cosi da appa-
rire « ucciso », pud riacquistare tale capacita infettante in misura
quantitativa se non completa rispetfo a quella iniziale, sempre
perd notevole, a mezzo di un trattamento di dialisi o di digestione
tripsica del mestruo (sospensione di testicolo o di cervello), in
seno al quale la formolizzazione del virus & avvenuta; tale riatti-
vazione del virus si dimostra invece inattuabile quando la formo-
lizzazione abbia avuto luogo invece che sul mestruo tissurale com-
plesso contenente il virus, sulla stessa sospensione tissurale che
abbia perd precedentemente subito il processo di dialisi (Galli e
Vieuchange [52]), o sui corpuscoli elementari purificati dello stesso
virus (Levaditi e Reinié [43]), ed anche quando la formolizza-
zione sul mestruo tissurale abbia agito per un fempo pit prolun-
gato (Galli e Vieuchange [62]). In queste condizioni la formoliz-
zazione del virus toglie a questo la capacita di determinare 1'im-
munita locale, a cui ho sopra accennato (Galli [64]): ne consegue
che la provocazione di tale particolare stato immunitario & legata
ad un virus che sia in tal modo modificato dal formolo, da consen-
tire ancora una sua riattivazione. Si dimostra cosi di quante deli-
cate fasi intermedie consti il passaggio dal virus vivente ed aftivo
al virus artificialmente inattivato, o per usare una parola meno
propria ma pill espressiva « ucciso »: appunto una di queste fasi
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intermedia, in cui il virus si frova in uno stato di attivita latente,
come rivestifo o incapsulato nelle proteine formolizzate del me.-
struo tissurale (secondo linterpretazione di Galli e Vieuchange
[51], [62]), & rappresentato da quella modificazione del virus, per
cul questo & ancora capace di provocare, senza dimostrabile infe-
zione, un solido stato immunitario locale. E probabile che in que-
sto stato di modificazione intermedia il virus sia ancora capace
i fissarsi al protoplasma della cellula recettiva, menfre ¢é cerfa-
mente incapace di qualsiasi processo moltiplicativo: di qui la
necessita di imbevere, per cosi dire, del virus la cellula o 1l tessufo
per ottenere in essi quella reazione immunitaria, ch’e direfta conse-
guenza del legame cellula—virus; di qui il manfenersi strettamente
locale dello stato immunitario per la mancata diffusione del virus;
di qui infine la ‘mancata dimostrabilita diretta dell’infezione.
Anche per un altro esempio, fanto spesso usafo per sostenere
come anche con un virus ucciso sia possibile ottenere un buon
effetto immunizzante, si & oggi riaccesa la discussione: si ftratta
della vaccinazione antirabbica. Si era infatti per cssa dimostrato
che il virus riscaldato in modo da esserc certamente distrutto
presenta scarso o nullo valore vaccinante, menfre d’altro lato le
emulsioni eferizzate permangono attive fino a che esse conservano
ancora del virus vivente: invece per 1l virus fenicato, secondo Fermi,
sembrava ormai pacifico che ’elevata immunitd con esso oftenibile
fosse dovuta ad un virus assolutamente incapace di provocare
infezione, anche se inoculato per via infracerebrale. Ma di recente
Lepine e Sautter [55] hanno dimostrato che anche le emulsioni
fenicate contengono ancora virus capace di determinare nell’ani-
male sensibile delle lesioni specifiche tipiche nelle cellule recettive
del nevrasse (cellule ganglionari del corno d’Ammone). Anche in
questo caso percid non si avrebbe una vera uccisione del virus, ma
solo un’attenuazione sufficienfemente spinta da renderlo incapace
i determinare la malattia, pur lasciandogli quel tanto di vitalita
necessaria a determinare le lesioni specifiche cellulari: anche qui
percio lo stato immunitario si pud ricondurre a una dirctta fissa-
zione del virus sulla cellula recetfiva.
Si arriva cosi ad una conclusione di grande importanza: a mezzo di
processi chimici o di arfifici sperimentali & possibile conferire ai



virus delle caratteristiche intermedie tra il virus « vivente », cipé
capace di moltiplicarsi attivamente nell'organismo e di determi-
narvi l'infezione ed eventualmente la malattia, e il virus « ucciso »,
cio¢ incapace di attivamente fissarsi sull’elemento cellulare, ¢
quindi di determinarvi un processo infettivo. Si pud in tal modo
costruire tutta una scala di fasi infermedie tra i due estrem]
soprariferiti: virus infettante e virulento, capace di provocare
un’immunitd solida attraverso la malattia; virus infettanfe, ma
attenuato nella sua virulenza (o nella sua attivita mo]ﬁplicativa),
capace di provocare un’immunity solida attraverso !’infezione
decorrente allo stato di latenza; virus non infettante, ma ancora
suscettibile di fissarsi atfivamente sulle cellule recettive, senza
perd possibilita di moltiplicazione sia pur scarsa e quindi di dif-
fusione, capace percid di provocare un’immunita solida solo nelle cel-
lule con cui viene diretfamente a contatto; virus non infettante, ed
incapace di un’attiva fissazione sulle cellule recetfive, ma ancora
dotato di attivita antigenica, capace come fale d; provocare la
formazione di anticorpi neutralizzanti, e un’immunita incompleta e
labile, che essendo legata agli anticorpi umorali, possiede anche tutte
le limitazioni osservate nella capacitd difensiva di questi ultimi,

Iv.

Depuziont concrLusive,

Cid che siamo andati via via esponendo ci permette ora di arrivare
ad una visione comprensiva e riassuntiva del problema immuni-
tario nelle infezioni da ultravirus,

Pur riconoscendo Pimpossibilita a raccogliere in un unico tipo il
meccanismo dei fenomeni immunitari osservati, sl pud tutfavia
attribuire ad essi un unjco denominatore comune, il quale ne costi-
tuisce, per cosi dire, la chiave principale: I’esistenza ciod di un
anticorpo, la cui attivita protettiva si esplica non attraverso una
azione distruttrice sul virus, né inibendo la fissazione del virus
sulla cellula, ma modificando profondamente il rapporto tra il
protoplasma dell’organismo ospite e il virus, il quale in sede endo-
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cellulare viene ad essere inibito nella sua capacita moltiplicativa,
e quindi lesiva. Dal diverso associarsi dei tre fattori: virus, cel-
lula ospitante ed anticorpo neutralizzante nascono le possibili
combinazioni immunologiche, nella loro diversa espressione feno-
menologica. )

La decisiva importanza che assume 1’elemento cellulare nel condi-
zionare gli effetti della reazione tra virus ed anticorpo, rende
ragione delle discordanze osservate fra il comportamento degli
anticorpi umorali, e in particolare di quelli presenti nel sangue
circolante, e il comportamento dello stato immunitario vero e
proprio: benche quest’ultimo sia spesso accompagnato, nelle infe-
zioni da ulfravirus, dagli anticorpi dimostrabili nel sangue, né il
momento della loro comparsa, né il tasso a cui essi si rivelano,
né la durata della loro dimostrabilita, possono essere considerati
come indici espressivi dello stato di resistenza dell’organismo.
Si pu¢ affermare invece che la condizione essenziale a che !'anti-
corpo possa esplicare la sua azione difensiva & che esista un infimo
stretfo rapporto tra le cellule e I’anticorpo stesso.

Tale rapporto risulta ottimale nei tessuti nei quali il virus sia pre-
sente: ne consegue quindi la particolare posizione che assume
I'immunitd verso la superinfezione di fronte ad altre forme di
immunita. Ancora non definitivamente precisabile ¢ la causa che
permette all’anticorpo di esercitare una piu efficace azione difen-
siva sulla cellula, quando anche il virus sia in questa presente:
I'ipotesi per ora pit attendibile & che in tal caso Panticorpo rap-
presenti nella cellula recettiva una diretta risposta reattiva alla
presenza in essa dell’agente infettante, il quale verrebbe ad assumere
cosi il ruolo di stimolo alla formazione endocellulare dell’anti-
corpo, e di elemento fissatore nella cellula dell’anticorpo stessc.
Resta ad ogni modo dimostrato che 1’immunita in questa evenienza
si presenta assai solida ed a rapidissima insorgenza,

Da questa constatazione nasce 1’ opportunita, per ottenere 1’ optimum
di immunita, di determinarla atfraverso il meccanismo di un’infe-
zione latente: e questa & in realty la traccia che dovra essere
tentata e seguifa per raggiungere migliori successi nel campo
tanto importante della prevenzione delle malattie infettive da ultra-
virus. Tale infezione latente, con Ja solida immunity che ne conse-~



gue, puo esscre tra l'altro ottenuta a mezzo dell’iniezione di pic-
cole dosi «subcliniche » di virus (come poté dimostrare anche
Scalh [56] per il virus vaccinico); ma 1 risulfati tratti da questo
metodo presentano troppe irregolarifd, oscillanti tra le due possibilita
opposte, dell’affioramento cio¢ di un'infezione manifesta o della
mancanza di attecchimento del virus, per consentire una pratica
applicazione di esso a un trattamento vaccinante. Lo scopo ideale
dovrebbe essere quello di otfenere una modificazione del virus
tale che pur eliminando la capacith patogena e lesiva di esso ne
mantenga la capacitd infettante, cosi da riuscire a provocare
quell’infezione che pur decorrendo allo stato di latenza e quindi
senza nessuna ripercussione morbosa sull’organismo, porti perd
con s¢ una solida e duratura immunita, quale solo potrebbe essere
raggiunta dopo il superamento della malattia. Tentativi in questo
senso gia sono stati compiuti di recente, e tuttora si perseguono:
basti citare per il virus poliomielitico nell’'uvomo il tentativo di
Kolmer [57] con aggiunta al virus di ricinoleato sodico e quello di
Schmidt e collaboratori [58] per l'afta epizootica e per la peste
aviaria con gli adsorbati di virus su complessi di idrossido di al-
luminio.

Bisogna fuftavia riconoscere che siamo ancora ben lonfani da
una soluzione ideale, che tolga alla vaccinazione prevenfiva esc-
guita con questo mezzo ogni pericolo e che nel tempo stesso con-
ferisca in alta percentuale una solida immunita: rimane pur sempre
come profotipo dei risultati qui oftenibili il frattamento con virus
vaccinico nel campo dell’infezione vaiolosa.

Si spiega cosi linsistenza da parte degli studiosi nei numerosi
tentativi di immunizzazione con virus inattivato, con virus cioé
che ha perduto completamente la sua capacita infettante; tra i
mezzi pilt usati a questo scopo pud essere senz’altro considerata
la formolizzazione.

Gia ho insistito su quelle che sono le limitazioni e la relafivita
dello stato immunitario ottenibile con questo mezzo: né credo che
questa possa essere la strada da cui si possa molto sperare, se non
per le malattie da virus a caratfere piti squisitamente sefticemico.
Forse si potranno raggiungere risultati migliori solo prendendo
in particolare considerazione quegli stadi infermedi di vita del
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virus, che anche nei processi di formolizzazione o dj fenicatura
caratterizzano il virus prima ch’esso giunga alla completa inatti-
vazione: tali stadi intermedi devono essere contrassegnati da un
lato dalla ‘conservazione della capacifd infetfanfe del virus, in-
tesa come capacity ad una sua atfiva fissazione sull’” elemento
cellulare, anche se questa viene ad assumere attributi e caratteri-
stiche tutfe particolari, dall’alfro da una limitazione nell’attivita
moltiplicativa del virus o da una modificazione nella furzione « de-
naturante » di questo sul protoplasma cellulare, tali da mantenere
costantemente questa moltiplicazione al di softo della soglia lesiva
per l'elemento cellulare che ospita il virus sfesso.

Le recenti ricerche ad orientamento chimico-fisico sulla strutfura
delle virus-proteine potranno probabilmente aiutare a risolvere
anche questo aspetto del problema immunitario. Una pitt precisa
conoscenza della strutfura chimica e chimico-fisica dei virus
aprira infatti anche la possibilita di agire sul loro complesso mole-
colare imprimendo ad esso quelle modificazioni che, se pur lievi
e magari limitate ad incidere semplicemente sull’ orientamento
spaziale delle molecole che costituiscono il virus, siano perd suf-
ficienti a modificarne in senso inibitorio la funzione a tipo fermen-
tativo di cui ¢ espressione I'attivith « denaturante » sul protoplasma
cellulare. .

Tutte le ricerche intese a chiarire il meccanismo che sta alla base
dell'immunity da virus acquistano un’importanza fondamentale
nel segnare la strada ai futuri orientamenti sperimentali e alle
possibili realizzazioni pratiche nel campo preventivo ¢ terapeu-
tico delle infezioni da ultravirus: & percid questo il punto centrale
ed essenziale inftorno a cui deve agitarsi e muoversi il problema
dell’immunita nelle infezioni da virus. Dalla rapida sintesi che di
tale aspetto del problema immunitario io ho cercato qui di frac-
ciare. risulta demolita una contrapposizione divenuta ormai clas-
sica negli studi immunitari; quella dell’immunita umorale di fronte
all’immunitd cellulare e tissurale.

I valore essenziale che viene ad assumere nel meccanismo immu-
nitario ’anticorpo antivirus, che pur potendo trovarsi megli wmori,
riesce a svolgere la sua utile funzione difensiva solo a livello del
protoplasma cellulare, ove tutto jl processo immunifario si svolge



e si risolve, toglie infatti a tale contrapposizione di concetti e di L IHHMUNITA
ACQUISITAECC.

termini il suo significato originario; questa constatazione rappre-
senfa la conquista essenziale risultante da questo insieme di ricer-
che, capace di costituire un preciso punto di riferimento in mezzo
alle molte oscuritad che ancora avvolgono il problema immunitario
nel campo degli ultravirus.
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RIASSUNTO

Vengono esposti e discussi alcuni dej problemi di maggiore - interesse relativi al mec-
canismo con cui si determina lo stato immunitario verso le infezioni da ultravirus.
Sono prese anzitutto in esame le proprietd degli anticorpi virus-neufralizzanti, sia per
cid che riguarda la reattivita in witro tra virus ed anticorpi, sia nell’infento di preci~
sare il meccanismo e i limiti dell'atfivity’ protettiva esercitata dagli anticorpi virus—
neutralizzanti sui tessuti viventi sottcposti ad un'infezione da virus, sia infine per cid
che riguarda la sede di produzione degli anticorpi stessi.

L’immunita da infezione viene studiafa atfraverso il destino del virus nell’organismo
in via di divenire o divenufo immune, prendendo in esame successivamente la dina-
mica del processo infeftivo nello svolgersi delle sue diverse fasi, |'immunita verso la




superinfezione precoce e 'immunita verso la reinfezione tardiva, il rapporfo tra durata
dell'immunita e persistenza del virus nell’organismo infettato.

Viene poi presa in considerazione l'immuni{a senza infezione apparenfe, quale pud
essere oftenuta coi virus detfi inattivati: e viene posta in rilievo la relativity del
concetto di «inattivazione » e di «uccisione » del virus, che impone un’ampia revisione
di futto questo problema.

Vengono infine esposte le deduzioni conclusive, da cui risulta il valore essenziale che
viene ad assumere nel meccanismo immunifario 1'anticorpo antivirus che, pur potendo
trovarsi negli umori, riesce a svolgere la sua utile funzione difensiva solo a lvello

del protoplasma cellulare, ove tutto il processo immunitario si svolge e si risolve.
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