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Secondo il concetto classico, germe spe-
cifico della tubercolosi & ritenuto un bacillo,
il bacillo di Koch; esso ha la forma di un
sottile bastoncino, immobile, la cui lun-
ghezza di solito varia da 1,5 a 3,5 micron,
talvolta da 0,5 a 8 micron (Eastwood) (1)
mentre lo spessore & di circa 3 micron; il
bacillo pud trovarsi isolato oppure in grup-
pi di due o tre, talvolta in piccoli ammassi
irregolari; la maggioranza dei bacilli & li-
bera, la loro forma & ben visibile solo
quando sono colorati e si mostrano allora,
spesso, ricurvi e granulosi.

La colorazione li fa apparire pit volumi-
nosi, perche il loro protoplasma fissa i co-
lori con molia intensita, benche in modo
ineguale, di modo che certe parti del ba-
cillo restano trasparenti, mentre altre Ti-
mangono opache; le parti trasparenti ras-
somigliano a granuli che sono stati in pas-
sato considerati come spore (Spengler) (2),
Koch (83).

La membrana che avvolge il bacillo & in
parte costituita da materie grasse e da una
specie di cera, a cui il bacillo deve la dop-
pia proprieta di non essere che difficilmente
impregnabile a freddo, da parte di alcuni
colori di anilina, e di non lasciarsi decolo-
rare, quando, fissato un colore, lo si sotto-
mette alle azioni di reattivi decoloranti.

Ehrlich (4-5) il quale, come & noto, rese
popolare la colorazione di questo micror-
ganismo, spiega tale speciale comporta-

mento del bacillo della tubercolosi ammet-
tendo la presenza di una capsula che per-
metta il passaggio agli alcali e non agli
acidi. La resistenza della capsula veniva
dedotta da lui dal fatto che, se si esegue
una colorazione con fuxina basica disciolta
in acqua di anilina e si differenzia il pre-
parato immergendolo in una soluzione di
acido nitroso, il bacillo mostra uno spes-
sore maggiore che se non colorato con al-
tri metodi.

FORME RAMIFICATE E CLAVATE. — Il germe
della tubercolosi, sia nelle colture che nei
tessuti, oltre che il tipico aspetto del bacillo
di Koch, pud assumere forme diverse, da
alcuni considerate come regressive, da al-
tri come forme di sviluppo. La prima osser-
vazione in proposito & dovuta a Petrone (0,
il quale trovo in un caso di meningite tu-
bercolare, mnell’« essudato », forme del ba-
cillo di Koch allungate e con rigonfiamenti
terminali, nonché forme ramificate ed
avanzo lipotesi che il bacillo della tuber-
colosi non appartenesse in senso stretto ai
batteri, ma che dovesse essere invece col-
locato fra gli schizomiceti ed i micomiceti.

Nocard e Roux (7) confermarono la pre-
senza, nelle vecchie colture di bacilli della
tubercolosi su agar glicerinato, di forme
provviste di appendici laterali distaccan-
tesi ad angolo retto e terminanti a bacchetta
di tamburo.




2 MARIO RCARZELLA

Metschnikoff (8) fu il primo a riprendere
di proposito lo studio della morfologia del
germe della tubercolosi aviaria, coltivato
in agar glicerinato e siero di sangue, a 49
gradi, e del germe della tubercolosi dei
mammiferi, coltivato in siero di sangue di
cane. L’autore riferisce di aver osservato
in esse, come anche nelle vecchie culture
(un anno e sette mesi) in brodo glicerinato,
forme di bacilli tubercolari rassomiglianti
a bacchette di tamburo, aventi alle estre-
mita corpicioli rotondi, chiaro splendenti,
che ricordano le spore del carbonchio.

I1 modo di comportarsi di queste forme
verso le sostanze coloranti ed il presentarsi
di esse, sia in colture vecchie, che in col-
ture relativamente giovani, per effetto di
una sostanza stimolante contenuta nel ter-
reno nutritivo, gli fecero supporre che tali
forme fossero in rapporto con la fruttifica-
zione del germe e che potessero avere il si-
gnificato di conidi; egli conchiude che il
germe della tubercolosi ¢ un germe sapro-
fita. polimorfo, che, nell’organismo animale,
per la costanza delle condizioni di nutri-
zione, prende sempre una stessa forma. Sul
posto che gli spetta in sistematica, 1’Au-
tore dice che esso, a ragion di termini, non
& un bacillo, non un cladotrix, & invece un
organismo simile all’Actinomyces.

Maffucci (9) in un importante lavoro, nel
quale, per primo, stabili una netta distin-
zione fra tubercolosi umana ed aviaria, ri-
levo queste forme ramificate e formulo Iipo-
tesi che il germe della tubercolosi non sia
un bacillo, nel senso stretto della parola,
ma un microrganismo piu complesso, vicino
all’actinomyces, che, nello stadio di vita pa-
rassitaria, assume la forma bacillare e, in
speciali condizioni, pit vicine a quelle della
vita saprofitica, ripresenta la forma origi-
naria della specie. Dopo il Maffucci, altri
autori: Fischel (10), Coppen Jones (11),
Hajo Bruns (12), Babes (13), Klein (14),
Semmer (15), Dixon (16), Marpmann (17),
Otto Schultze (18), Arloing (19), Pehu e Ra-
jot (20), D. Pane (21), D’Arrigo (38), hanno
compiute ricerche su questo argomento:
dall’insieme dei loro lavori risulta che il
bacillo della tubercolosi pud presentare
forme di lunghezza superiore alla norma
(sino a 10 volte), forme allungate con in-
grossamento terminale a forma di bacchetta
di tamburo ed a clava, e forme con una,

due, tre ramificazioni iaterali «d angolo
retto, constatabili con sicurezza in condi-
zioni nelle quali si pio escludere la confu-
sione con eventuali sovrapposizioni. ad an-
golo, di germi distinti (Sander) (1().

Friederich (23) estendendo l'esperienze, di
cui sopra, agli animali, pot¢ csservare,
come Petrone aveva gia illustrato nella me-
ningite tubercolare, che il germe della tu-
bercolosi puo dar luogo, nei tessuti, a fo-
colai molto simili, nell’aspetto d’insieme, a
quelli dell’actinomyces, costituiti da una
massa centrale di bacilli addossati gli uni
aghi altri, con note degenerative, e di una
zona, periferica formata da elementi allun-
gati, spesso ramificati, con le estremita di-
stali ingrossate a clava, disposti regolar-
mente come una raggiera. Questo reperto
fu confermato negli esperimenti su animali,
con diverse modalita, da Babes e Leva-
diti (24), Schultze (25), Lubarsch (265, Moel-
ler (27), D. Pane (21), D’Arrigo (38). Dai la-
vori di questi Autori, si apprende che i fo-
colai su descritti, spesso, sono in parte in-
globati dentro il corpo di cellule giganti o
circondati da gruppi di cellule epitelioidi;
piu di rado si trovano in rapporto con ele-
menti di infiltrazione: linfociti o plasma-
zellen.

Le forme ramificate e clavate sono am-
messe da tutti quelli che si sono occupati
della morfologia del bacillo tubercolare, ma
non vige pero laccordo sulla natura di
esse. Metschnikoff (8), come gia vedemmo,
crede, in base alle sue ricerche, che il germe
della tubercolosi sia da considerarsi come
affine all’actinomyces e con Iui concordano
Fischel (10), Coppen Jones (11) e Babes (13);
Bruns (12), crede che sia una cladotrix; al-
tri autori ritengono che le forme clavate
siano manifestazioni degenerative del ger-
me, e pongono questo fra le batteriacee; vi
¢ infine chi lo colloca addirittura fra gli
ifomiceti (Neumann e Lehmann (29). Bo-
stroem (30), invece, basandosi sui risuliati
negativi delle sue esperienze, mette in dub-
bio la esistenza di tali forme ed avanza la
ipotesi che dette produzioni non abbiano al-
cuna relazione col bacillo della tubercolosi;
Sander (66) ritiene le forme ramificate do-
vute alla sovraposizione di diversi individui.

Pin recentemente Sanfelice (31) isolava, a
temperatura ambiente, dalla milza di cavie
morte per tubercolosi, in seguito all’inocu-
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lazione di bacilli tubercolari virulenti, cul-
ture, che, esaminate al microscopio, con
preparati a striscio colorati con lo Ziehl-
Gabbet, si mostrarono costituiti da fila-
menti, con rare ramificazioni, in parte aci-
do-resistenti, in parte non acido-resistenti;
alcuni dei filamenti terminali erano legger-
mente rigonfiati a clava. Da queste colonie,
trapiantate in agar, si sviluppavano, in se-
guito, colonie tipiche di streptotrix con orlo
costituito da un fitto intreccio di filamenti;
queste streptotrix inoculate ad animali da
esperimenio non dimostrarono pero poteri
patogeni. Maggiora ed Ilvento (32) in ceppi
di bacilli della tubercolosi umana, conser-
vati per otto mesi, di trapianto in trapianto,
in terreno di Lubenau, hanno osservato
forme bacillari lunghe, acido resistenti, con
accenno alla ramificazione, che essi consi-
derano come involutive.

CORPI FUXINOFILL. — Negli strisci di espet-
torati allestiti con i soliti metodi di Ziehl-
Nielsen, Ziehl Gabbet, per la ricerca del ba-
cillo di Koch, compaiono spesso dei corpu-
scoli speciali, i quali assumono intensa-
mente la fuxina basica e resistono allo sco-
loramento con gli acidi. Questi corpi prece-
derebbero la comparsa del bacillo di Koch,
si accompagnerebbero talvolta ad esso ed
apparirebbero spesso in espettorati che in
seguito riveleranno la presenza del bacillo.

In un lavoro del 1914, Mircoli (39) accenna
a forme frammentarie, pit o meno colora-
bili con lo Ziehl, ma molto scarse, senza
alcun bacillo tipico della tubercolosi, rin-
tracciate in un caso di tubercolosi ossea;
Lopresti-Seminerio (35), in un caso di lin-
fogranuloma maligno, nota la presenza di
inclusioni che si riscontrano per lo piu nelle
cellule tipo Sternberg e raramente in cel-
tule endoteliali vasali; tali inclusioni sono
rappresentate o da nuclei assunti per fa-
gocitosi in varia fase degenerativa, o da
speciali corpuscoli i quali si rendono par-
ticolarmente evidenti col metodo di Ziehl
Nielsen e col metodo di Gram e Much, men-
tre con i comuni metodi non sono apprez-
zabili.

La grandezza e la distribuzione di queste
forme escludono la possibilita che possa
trattarsi di granuli di Much. Pit recente-
mente, in un reperto di biopsia, in un caso
di linfogranuloma maligno descritto da
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Brusa (36), il mio compianto Maestro Prof.
Francioni, ha notato speciali formazioni ex-
tra ed intracellulari, talora numerosissime,
rotondeggianti od ovali, del diametro da 2
a 5 micron, che Franchini giudico con ogni
probabilita di natura protozoaria.

Pietro Maria Franco (33) che si e occu-
pato a lungo dei corpi fuxinofili, su 607
espettorati diversi, di cui alcuni anche dello
stesso infermo, in varia evoluzione del male,
ha potuto, soltanto in 103 casi, cioé nel
16,20 9% metterli in evidenza, talvolta in nu-
mero assai esiguo e soltanto con pazienti e
prolungate ricerche. Dei 103 casi, in 65, i
corpuscoli si accompagnavano con bacilli
di Koch, per lo piu di piccola forma, lisci,
di rado grosso granulari, in altri 38 non vi
era accenno di bacilli. Di queste 38 osserva-
zioni 23 presentarono granuli fuxinofili vari
mesi 0 qualche anno prima che apparissero
bacilli; 15 presentarono granuli fuxinofili
dopo che i bacilli erano completamente
scomparsi anche all’osservazione di prepa-
rati omogeneizzati con antiformina.

Secondo P. M. Franco (33-37) i corpi fu-
xinofili avrebbero i seguenti caratteri:
1° forma quasi sempre rotonda, o solo lie-
vemente ovoide; 2° grandezza variabile da
quella di un gonococco a quella di una pic-
colissima emazia; questa grandezza li di-
stingue, a parte le reazioni cromatiche, dai
granuli di Schron-Mircoli Much, i quali
sono molto piu piccoli; 3° si presentano quasi
sempre isolati, raramente possono anche ri-
trovarsi intatti o in via di disfacimento nel-
Tinterno di grossi macrofagi; 4° non pre-
sentano mai fenomeni di gemmazione ne
assumono le speciali colorazioni per i bla-
stomiceti; non devono quindi essere confusi
con questi; 5° non rispondono alle reazioni
per i grassi neutri (acido osmico, Sudan 111)
e probabilmente nulla hanno di comune con
questi. Sembra che reagiscano con l'acido
osmico e rosso mogano con il Sudan III,
dopo cromizzazione, al pari dei granuli li-
poidei; 6° non assumono i colori acidi di
anilina, il rosso delle soluzioni alla Roma-
nowsky e non devono venir confusi con re-
sidui granulari di emazie, che, in seguito
a speciali modificazioni, sogliono resistere
anche allo scoloramento con gli acidi; 7° ol-
tre ad essere acido-resistenti, sono alcool-
resistenti. Si vedono sempre nei preparati
scolorati con alcool (Ziehl-Tleuhner-Nielsen;
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Ziehl-Nielsen, ecc.); 8° resistono all’antifor-
mina, sebbene molto meno dei bacilli di
Koch. Per le altre note di alcool ed acido-
resistenza, devono considerarsi, se non af-
fatto simili, almeno analoghi ai bacilli di
Koch, almeno in quanto concerne le reazioni
fisico-chimiche; 9° perche spesso precedono e
seguono i bacilli di Koch, di cui non si
riesce a trovare traccia neppure nei prepa-
rati sottoposti ad arricchimento antiformico,
acquisterebbero un grande valore diagno-
stico e prognostico.

I GRANULI DI SCHRON, MIRcoLl, MUCH. —
Nel 1886, al Congresso dei Naturalisti e me-
dici di Berlino, von Schrin annunciava che
il bacillo della tubercolosi, oltre che con la
forma nota di bacillo acido-resistente, pud
presentarsi sotto forma di granuli o di ca-
tene di granuli colorabili con il metodo di
Gram, partecipanti attivamente ai fenomeni
di riproduzione del bacillo.

Un suo allievo, il D’Arrigo (38), nel 1900,
estendendo le ricerche dello Schron a quasi
tutti gli organi e tessuti umani, nelle di-
verse etd e nelle piu svariate forme morbose
tubercolari, metteva in evidenza, oltre alla
diversita di forma del bacillo di Koch, an-
che il diverso comportamento della colora-
zione, a seconda dell'eta dell’infezione, del
decorso della malattia e della sede anato-
mica.

Contemporaneamente a queste ricerche
della scuola mnapolitana, Mircoli (39) nel
1900 descriveva, in un suo lavoro «le mo-

dificazioni morfologiche streptococciformi
del bacillo di Koch ed il loro significato pro-
gnostico ».

Ma queste ricerche, per la prevalenza del
concetto Kochiano della unicita e semplicita
di forma del bacillo tbe., rimasero quasi del
tutto sterili e dimenticate.

Nel 1907 Much (40-41) illustrava una spe-
ciale forma di virus tbe., costituita da gra-
nuli Gram-positivi, non colorabili con lo
Ziehl-Nielsen che poteva da sola rappresen-
fare 'agente della tubercolosi in tessuti ed
organi affetti da tbc. perlacea, e che, attra-
verso fasi di passaggio, riusciva a riacqui-
stare la forma bacillare acido-resistente.
Tali forme poté in seguito constatare anche
in tre casi di tbe. umana.

Basto la voce di Much per incitare a tali
ricerche, e numerosi autori Italiani e stra-

nieri si occuparono di studiare « i granuli
di Much», denominazione con cui non si
esito ad accogliere le forme descritte dall’A.
Tedesco, senza por mente che esse erano gia
state descritte anni prima da autori Italiani.

Mentre dalla maggioranza degli AA. si
ammette ora la presenza, in particolari con-
dizioni, di granulazioni nel corpo del ba-
cillo tubercolare, la discussione rimane
aperta sulla natura e sul significato dei
granuli stessi. Secondo Much la forma gra-
nulare rappresenterebbe una varieta parti-
colare del virus tbc., tale forma sarebbe
inoltre assai virulenta. Questa opinione che
ha ottenuto il favore di Wirths (42), Schot-
tmuller (43) e di altri AA., fu invece con-
traddetta dal Mircoli (39) che, giustamente
rivendicando a sé la paternitad della sco-
perta dei granuli, sostenne che il virus gra-
nulare deve essere considerato come una
forma di bacillo attenuato.

Secondo alcuni AA. i granuli di S. M. M.
non devono essere considerati come forme
bacillari a sé, ma bensi come uno stadio di
degenerazione del bacillo tbe. che, attaccato
dagli elementi di difesa dell'organismo e
specialmente da un fermento lipolitico
(Neumann e Matson (44), De Martini (45),
Weil-Dufourt-Arloing (46) elaborato da lin-
fociti, perderebbe la forma acido-resistente
per assumere quella di granulazione (Ber-
gel (47), Krylow (48), Peter (49), Matozzi e
Scafa, Tallo (50). Per altri AA. i granuli
non sono altro che forme evolutive del ba-
cillo tbc. In favore di questa ipotesi sta-
rebbero le esperienze di Montanari (51},
Hauduroy e Vaudremer (52-53) e quelle re-
centi di Periti (54) i quali riuscirono a met-
tere in evidenza nella milza e nelle ghian-
dole di cavie inoculate con filtrati tbe., e
nelle culture, ottenute con la semina di detti
filtrati, forme tipicamente granulari.

Bezancon e Philibert (55), Trimarchi (56),
Knoll (57), Spengler (58), credettero di iden-
tificare i granuli di S. M. M. con le spore.
Knoll cita in favore di questa ipotesi il fatto
che, mediante la doppia colorazione, e pos-
sibile riconoscere delle forme costituite da
un solo nucleo colorato in bleu, il quale
mostra delle piccole porzioni di protopla-
sma, sia da uno che da entrambi i lati, in-
tensamente colorate in rosa.

Babes (59) considera i granuli di S. M. M.
come forme di resistenza aventi proprieta
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metacromatiche e sostiene inoltre che esse
cono proprie non solo del bacillo tuberco-
lare, ma anche di altri bacilli acido-resi-
stenti, ad es., del bacillo della lebbra.

Meyer identifica i granuli con la cosi-
detta volutina, di cui sono costituite le sfe-
rule dello « spirillum volutans» e le chia-
ma « granuli di volutina» e 1i ritiene so-
stanza di riserva di natura probabilmente
proteica.

Deycke (61) sostiene che la forma granu-
Jare trovata da Much & la primitiva fonda-
mentale del bacillo tbe.; Weil (46), pur am-
mettendo una forma granulare del bacillo
tbe., nega che tali forme esistano in vivo.

Bittoorf e Momose (62) considerano i gra-
nuli come corti bacilli ed escludono ogni
differenza tra i due tipi, quello bacillare e
quello granulare.

Borghese (63), in uno studio sui rapporti
tra la tbe. umana e gquella aviaria, trovo che
in quest’ultima si mettono in evidenza, nei
tessuti colpiti, prevalentemente forme gra-
nulari e spesso solo queste ultime; basan-
dosi sul fatto che il granulo, quale forma
attenuata, & capace di originare il tuber-
colo, ne trae la conclusione che l'agente
della tubercolosi aviaria deve essere consi-
derata non come una forma a sé, ma come
il tratto di unione tra la forma descritta da
Much ed i bacilli acido-resistenti.

Durante lo scorso anno (64-65), studiando
le variazioni delle forme bacillari tuberco-
lari acido-resistenti in rapporto a quelle
granulari di Schron-Mircoli-Much, in vari
prodotti patologici contenenti bacilli tuber-
colari, nei vari stadi della infezione tuber-
colare, potei osservare: 1° che nella quasi
totalita, dei bacilli tubercolari si possono
mettere in evidenza dei granuli aventi netti
i caratteri di quelli di Schrion-Mircoli-Much,
i quali scompaiono solo quando il bacillo
vada incontro a processi degenerativi; 2° che
esiste uno stretto rapporto fra granuli e ba-
cilli, rapporto che si rivela nella indissolu-
bilita, dei granuli dal restante corpo bacil-
lare, per cui questi non possono vivere se-
parati da quello; 3° che i granuli non sono
acido resistenti. Basandomi sul comporta-

mento del bacillo tubercolare di fronte alla
colorazione col May-Grunwald-Giemsa, col
semplice Ziehl Neelsen e col Neisser-Gins e
sul reperto di granuli di cromatina, aventi
le stesse proprieta di quelle di Schron-Mir-
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coli-Much, in altri bacilli, acido o non acido
resistenti, stimai logica la deduzione che
detti granuli potessero essere considerati
quali normali componenti del bacillo tu-
hercolare, partecipanti attivamente ai suoi
fenomeni di moltiplicazione.

IL BACILLO ALFA ED IL CICLO DI F'ERRAN 1897.
— J. Ferran (66-67-68-69) coltivando in par-
ticolari matracci, in brodo a mano a mano
piu povero di glicerina, di peptone e di glu-
cosio, il bacillo di Koch, che egli chiama
« gamma », ed agitando quotidianamente le
culture, osservd che qualcuna di esse (cosa
che non accade mai con le comuni cul-
ture di bacilli tubercolari) si intorbidava.
I’intorbidamento era dovuto ad un partico-
lare tipo di bacillo che, secondo I'A., pur
conservando immutata 1’'acido-resistenza e
le altre proprietd, si differenzia dal tipico
bacillo di Koch, per la proprieta appunto
di emulsionare il brodo in cui & coltivato;
egli chiamo questo bacillo « delta ». Colti-
vandolo negli stessi mezzi culturali del ba-
cillo di Koch osservo che esso poteva per-
dere la sua acido-resistenza acquistando
proprietd morfologiche analoghe a quelle
dei bacilli del gruppo tifo-coli. A questi
diede il nome di « Epsilon».

Inoculando i bacilli « Epsilon » a cavie,
poteva vedere che essi acquistavano pro-
prieta analoghe a quelle del bacillo di Koch
e producevano il quadro di una tipica tu-
bercolosi; egli chiamo questo « ciclo evolu-
tivo discendente del bacillo di Koch ».

Accanto alle forme discendenti Ferran ha
descritto nei germi, del tipo tifo-coli, che
egli chiama « alfa », una fase ascendente.
Questi bacilli « alfa» sono privi di acido-
resistenza, pero quando sono virulenti, pro-
ducono tossine che determinano infiamma-
zioni viscerali spesso mortali; detti bacilli
producono questi disturbi, sempre secondo
Ferran, assumendo sostanze lipoidi tossiche
che li trasformano in tipici bacilli di Koch.
Dopo un lungo soggiorno nell’intestino del-
Tospite, i bacilli alfa modificano alquanto i
loro caratteri morfologici primitivi; non si
impregnano piu con facilita con i vari co-
lori, e si sviluppano difficilmente nelle cul-
ture; a questi bacilli, che non sono piu aci-
do-resistenti ed occupano un posto interme-
dio fra i primitivi bacilli alfa ed il bacillo
di Koch, I'A. diede il nome di bacilli Beta
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ed al bacillo acido-resistente di Koch, che
gli corrisponde, il nome di gamma. La tra-
sformazione del bacillo alfa in bacillo
gamma avverrebbe solo in vivo,

Quando il bacillo gamma invade il nostro
organismo, lo rende sensibile all’azione tu-
bercolina, senza pero produrre, di necessita,
una infezione tubercolare; questo spieghe-
rebbe, secondo il Ferran, il numero rilevante
di cuti-reazioni positive che si hanno negli
adulti.

I bacilli del gruppo alfa, non acido-resi-
stenti, producono nel nostro organismo tos-
sine e danno luogo alla formazione di an-
ticorpi e di sostanze immunizzanti; i bacilli
acido-resistenti, gamma, invece producono
il tubercolo, ma non danno luogo alla pro-
duzione di sostanze immunizzanti; questo
spiegherebbe, secondo I'A., I'insuccesso della
tubercolina e di tutti gli agenti che sono
stati messi in opera contro il bacillo di
Koch,

Auclair (72), nel 1903 in una sua memo-
ria, confermo, in parte, le ricerche di Fer-
ran: egli ottenne, partendo da una cul-
tura di comuni bacilli di Koch, un bacillo
che si sviluppava in culture omogenee, cre-
sceva rapidamente sui comuni terreni di
cultura, specie alla temperatura di 37°, e
rassomigliava al bacterium coli. Secondo le
esperienze dell’A. queste varieta saprofite
non erano virulente per la cavia e per il
coniglio: dopo inoculazioni ripetute, pero,
gli animali finivano col soccombere, dopo
parecchi mesi, per cachessia, senza presen-
tare lesioni nodulari degli organi.

Auclair non riusci a trasformare il suo
bacillo saprofita in bacillo di Koch: egli
spiegd cid con il fatto che il suo bacillo
aveva acquistato caratteri fissi di saprofi-
tismo.

Vaudremer (73-74), piu recentemente, ha
ottenuto modificazioni analoghe coltivando
il bacillo tubercolare in profondita, in brodo
di patata, senza glicerina; quest’A. ottenne
forme ramificate simili ai bacteri delle le-
guminose, che prendevano il Gram e si co-
loravano colla pit grande facilita; riportati
su patata glicerinata questi microbi ripren-
devano, nello spazio di dieci giorni, I'aspetto
e la virulenza del bacillo di Koch.

Leo Monias (75) ha descritto nel 1921, ben
75 varietd di coli di cui alcune appunto
trasformabili in bacilli di Koch.

Il bacillo della tubercolosi secondo le ve-
dute di Ravetllat-Pla (1924). — Secondo Joa-
cquin Ravetllat e R. Pla J Armengol (76) il
bacillo della tubercolosi si presenta, nell’or-
ganismo, sotto tre forme differenti le quali
avrebbero una particolare importanza nella
evoluzione del processo; queste forme sono:

1° La forma di attacco.

2° La forma intermedia o di trasizione.

3° La forma di resistenza o bacillo di
Koch; queste tre forme, tra loro reversibili,
si trovano constantemente nella lesione tbe.
e costituiscono, secondo gli Autori, forme
differenti di una stessa specie bacterica.

ForMma b1 aTTACCO (fig. 1). — E rappresen-
tata da un cocco che, sui terreni liquidi,
pud presentarsi sia isolato sia sotto forma
di diplococco, di streptococco o di tetradi;
la forma piu comune & quella del diplococco;
su terreni solidi si presenta quasi sempre
con l'aspetto di diplococco e di diplostrepto-
cocco, poco mobile, si colora bene con tutti
i colori basici di anilina, non & acido-resi-
stente; quando proviene direttamente dal ba-
cillo di Koch & gram positivo, talora puo
essere gram negativo. Quando proviene di-
rettamente da un organismo tubercoloso
cresce lentamente e richiede terreni partico-
lari e temperature di termostato; quando in-
vece & «adattaton si sviluppa rapidamente
anche su terreni poveri, alla temperatura
ambiente ed intorbida le culture, e, talvolta,
produce alla superficie di esse un velo. La
migliore temperatura di germinazione ¢ a
36°-38°, perd il bacillo si sviluppa, meno
bene, anche a temperatura di 2-3 gradi e di
40-41 gradi; la sua resistenza agli agenti
esterni & tanto maggiore quanto piu grande
e la sua virulenza; ha inoltre il potere di
attraversare le candele di Chamberland e
di Berkefeld. La sua virulenza non & uguale
per tutti gli animali da esperimento, ma @
maggiore per I'animale da cui & stato iso-
lato; la sua virulenza diminuisce se lo si
conserva in terreni artificiali. Negli ani-
mali le dosi mortali di culture di « forme
di attacco » determinano processi infiamma-
tori multipli ed una rapida cachessia che
si fa ancora piu apprezzabile se I'animale
tarda parecchio tempo a morire.

Le dosi inferiori a quella mortale produ-
cono effetti differenti; cosi la cavia passa
qualche settimana senza presentare appa-




rentemente alcun disturbo; sacrificata non
presenta allora lesioni macroscopiche. Dopo
parecchi mesi pero gli animali vanno in-
contro ad una progressiva cachessia, pre-
sentando le stesse lesioni delle dosi mor-
tali; in queste condizioni si possono tro-
vare dei tubercoli ma @& difficile che si pro-
ducano con una sola iniezione di materiali
contenenti forme di attacco.

FORMA INTERMEDIA O DI TRANSIZIONE. — Sotto
il nome di forma intermedia gli AA. com-
prendono:

1° La fase germinativa del bacillo di
Koch nelle culture, corrispondenti alle for-
me non acido-resistenti (forme giovani o ba-
cilli primitivi) descritte da Marmorek, Bor-
ghesi, Krjlow, Bacigaluppo, e recentemente
da Bezangon e Philibert sotto il nome di
sostanza cianofila.

20 1 granuli di Much, che gli AA. con-
siderano come forma a se.

3° Le granulazioni intracellulari del pus,
rappresentanti le forme di attacco, che, tro-
vandosi in condizioni di vita sfavorevoli, per
I’azione delle sostanze difensive esistenti ne-
gli accumuli cellulari, si trasformano in
forme di resistenza.

11, paCILLO DI KocH rappresenta, per questi
AA., la forma che il virus tubercolare as-
sume quando si trova in condizioni di vita
sfavorevoli.

Concludendo secondo questa concezione la
forma di attacco & una forma dotata di po-
tere « aggressivo», si trova nei processi
acuti e si pud isolare da tutte le lesioni at-
tive; la forma intermedia ¢ la forma in cui
il virus tubercolare passa in condizioni di
vita sfavorevole, e la si trova di preferenza
nel pus; il bacillo di Koch rappresenta la
forma di resistenza del virus tubercolare.

Per facilitare la comprensione di questa
e delle seguenti teorie, riporto il grafico di-
segnato da Velez (84) (fig. 2); nella parte
centrale un triangolo schematizza la teoria
evoluzionistica di Ferran; al di fuori di essa,
un quadrato sintetizza il polimorfismo re-
versibile delle forme di Ravetllat-Pla. Cir-
coscrivendo queste due figure si ha il cir-
colo di Velez come rappresentazione schema-
tica della sua teoria sul metavirus (v. in
seguito).
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CIrcoLo pi VELEZ. — La parte inferiore di
questo circolo rappresenta il proto virus o
proto bacterio, comprendente la forma fil-
trante e le forine di attacco; il secondo arco
o formato dal mesovirus, comprendente le
forme intermedie della precedente classifi-
cazione; verrebbe in seguito il virus nor-
male o normovirus, che comprende la for-
ma classica di Koch o bacillo gamma di
Ferran o forma di resistenza di Ravetllat-
Pla: da uliimo 1 metabacteri o metavirus
comiprendenii le forme ramificate di Met-
chnikolf (8, Schultze (£5), le forme raggiate
di Babes e Levaditi (24}, ecc.

Secondo De Almeida Magalhaes (85-86), il
virus tubercolare si puo presentare nelle le-
sioni attive, sotto forme diverse, di cui il
bacillo acido-resistente, il micrococco di Ra-
vetllat-Pla e 'ultra virus di Fontes, rappre-
sentano le varie fasi evolutive; le forme fil-
tranti sarebbero responsabili della settice-
mia tubercolare, il micrococco delle forme
infiammatorie, ed il bacillo di quelle distrut-
tive; dalla prima si puo passare, attraverso
il micrococco, a l'ultima (ciclo progressivo)
o viceversa (ciclo regressivo) (fig. 3).

ULIRA VIRUS TUBERCOLARE. — L'esistenza di
una forma filtrabile del virus tubercolare,
nonostante la mole non indifferente di la-
vori sperimentali che su questo argomento
sono comparsi in questi ultimissimi anni,
non & ammessa pacificamente da tutti gli
Autori che hanno trattato questo argomento.

La scuola francese, con a capo Calmette,
e quella spagnola di Ravetllat-Pla, sono
unanimi nell'ammeitere l'esistenza di una
stadio filtrabile del bacillo tubercolare, tanto
che Calmette ha potuto stabilire che i fil-
trati di cultura, di sputi, di pus, di essu-
dati pleurici, di urine tubercolari ecc. con-
tengono elementi invisibili, non coltivabili
con i mezzi attuali, virulenti e tubercoli-
geni, quando sono iniettati negli animali,
in cui producono delle lesioni, piu 0 meno
specifiche, talvolta con la presenza di bacilli
tubercolari acido-resistenti.

In Germania, in America, ed anche in
Italia, studi di controllo di numerosi autori,
di indiscutibile valore, quali ad esempio tra
noi il Petragnani, portarono a risultati del
tutto contradditori i quali vennero ad infir-
mare l'esistenza dell'nltra virus.

Da alcuni Autori é stato obiettato che il
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reperto di bacilli acido-resistenti negli stri-
sci di ghiandole di cavie inoculate con virus
filtrabile non ha un valore assoluto, perche
forme acido-resistenti si possono riscontrare
anche nelle ghiandole perfettamente sane
(nella proporzione del 33 % secondo Petroff
(87). A questa affermazione si ¢ opposta la
Rabinovitsch dimostrando che la tuberco-
losi spontanea delle cavie, se Pigiene delle
stalle ¢ ben mantenuta, & rarissima e da
un quadro del tutto diverso da quello del-
T'inoculazione del virus tubercolare filtra-
bile. De Santis Monaldi (89), su 92 cavie
esaminate, comunque venute a morte, non
ha mali trovato bacilli acido-resistenti, ti-
pici od atipici, nel sistema ghiandolare lin-
fatico, e reperto negativo hanno avuto pure
Zlatogoroff (90), Mellon e Jost (91), Selter-
Blumemberg (92), Keller e Werthmar (93),
Jan Van Der Cee (94), Lange e Klauberg
(95), Selter e Blumemberg (92) hanno in-
terpretato i reperti positivi come dipendenti
dal passaggio, attraverso le candele, di
qualche bacillo di resistenza attenuata e
forse anche di scheggie bacillari (Bazillen-
Splittern); Valtis (101-102-143-104) fa pero no-
tare come la tubercolosi da virus filtrabile
non sia affatto paragonabile alla tbe. speri-
mentale delle cavie, quale si dovrebbe avere
per il passaggio del bacillo o di minime par-
ticelle di esso, attraverso le candele porose;
manca inoltre, particolarmente, la lesione
di tipo ulcerativo, in corrispondenza del
punto di inoculazione, e I’adenopatia.

La dimostrazione sperimentale di una tra-
sformazione, in vivo, dell'ultra virus mon
tubercoligeno, in bacilli tubercoligeni, &
stata data dagli Autori francesi (Negre-Bou-
quet e Certonciny (96), Arloing e Dufourt
(97), Saenz (98-99), Durand-Kourilski-Benda
(167), ecc.) mediante successivi passaggi negli
animali; tuttavia quando gli animali SOp-
pravvivono piu di due mesi, alle iniezioni di
filtrati, scompaiono dagli organi i bacilli tu-
bercolari tipici (Saenz); si pud allora avere
la guarigione, se non si provvede, mediante
successivi passaggi in altri animali, al ri-
stabilirsi della virulenza iniziale. Una do-
cumentazione sperimentale, che parla in fa-
vore della stretta parentela tra bacillo di
Koch e virus filtrabile, & data dall’esistenza
di un vero fenomeno di Koch, con escare, in
cavie inoculate con filtrati di culture e di
prodotti the. (Debré-Lelong e Bonnet) (100),

Valtis, Saenz e De Sanctis Monaldi (101) e
la dimostrazione di anticorpi tbe. nei filtrati
di organi di feti di nati da madre the. (Val-
tis e Lacomme) (104).

Le culture del virus filtrabile, nella
grande maggioranza dei casi, diedero risul-
tati negativi: Vaudremer in collaborazione
con Hauduroy (105-106) descrisse in substrati
molto poveri di sostanze proteiche e senza
glicerina, lo sviluppo di forme filamentose
con i caratteri che abbiamo piu sopra de-
scritti; queste esperienze furono confermate
solo dalla Toguonoff e da Kirchner.,

Per Mudd e Fessner (109-110) le forme os-
servate da Vaudremer non devono essere
considerate come micro organismi ma come
precipitati; anche Calmette non & convinto
della realta dei fatti esposti da questi Au-
tori. Alla Societa di Biologia di Parigi, nel
gennaio scorso, Valtis e Saenz (111), comu-
nicavano di essere riusciti a coltivare il vi-
rus tbe. filtrabile in terreni all'uovo, tipo
Besredka, preparati con speciali e delicati
accorgimenti, con laggiunta di siero fre-
sco di coniglio, di glicerina, di estratii di
globuli rossi di bue. Seminando su questo
terreno filtrati di culture di tubercolosi
umana, dopo una diecina di giorni di in-
cubazione, si vedrebbero apparire nume-
rosi bacilli acido-resistenti, lunghi e gra-
nulosi misti a bacilli non acido-resistenti
che, secondo gli AA., sarebbero derivati dal-
I’evoluzione, in vitro, delle forme invisibili
esistenti mel filtrato.

Queste culture, sebben cosi ricche di germi
che, nel campo di un preparato, con esse al-
lestito, se ne possono contare talvolta pin
di cento, presentano la singolare proprieta
di non essere trapiantabili e di essere af-
fatto prive di virulenza per la cavia, men-
tre, nel coniglio, talvolta restano innocue,
altre volte invece, in poche ore, provocano
la morte con un imponente sindrome ner-
vosa. Queste culture lasciate a se, dopo
una ventina di giorni, perdono la loro vi-
rulenza anche sul coniglio.

In un recentissimo lavoro, Seppilli e Ra-
vasini (112), seminando filtrati di culture di
bacilli tubercolari o di essudati patologici
tubercolari, su culture di linfoghiandole di
cavia adulta e di leucociti di pollo, avreb-
bero osservato lo sviluppo di forme bacillari
acido-resistenti, con i caratteri del bhacillo
di Koch. I risultati positivi sono stati otte-
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nuti soltanto con i filtrati di culture in
brodo di patata non glicerinata di non piu
di venti giorni.

Secondo le ricerche di Bouquet-Négre e
Valtis (113), Valtis e Saenz (115), Arloing-
Thevenot-Dufourt e Malartre (114), il virus
filtrabile esplicherebbe inoltre un’azione, se
non immunizzante, per lo meno di attenua-
zione e di protezione nel corso dell'infezione
tubercolare sperimentale delle cavie; la re-
sistenza conferita dal virus filtrabile all'or-
ganismo the. & tanto pil marcata quanto
piu frequente e di lunga durata sono le inie-
zioni di virus filtrabile. Queste proprieta
vaccinanti non hanno pero ricevuto la con-
ferma di tutti gli Autori; ad esempio Cleve-
land Flojd e Margaret Chase Heerik (116),
Rabinowitsch (117), Selter e Blumemberg
(118), hanno avuto risultati negativi; contro
le proprietd vaccinanti del virus si schiera
anche Petragnani (168-169).

Il virus filtrabile sarebbe poi dotato di
proprieta allergiche sia per via cutanea (fil-
tro cutireazione) che per via intradermica
(filtro intradermoreazione).

Secondo Arloing e Dufourt (97), in pro-
cessi tbe. attenuati, la filtrocutireazione da-
rebbe una reazione forte, mentre nelle for-
me molto gravi riuscirebbe negativa; in tal
modo la filtrocutireazione verrebbe a pre-
sentare un valore prognostico di molto su-
periore a quello delle comuni prove tuber-
coliniche; riguardo a queste ultime, sempre
secondo i predetti Autori, gli animali ino-
culati con virus filtrabili possono essere sen-
sibili alla intradermoreazione colla tuber-
colina anche quando non presentano al-
cuna lesione anatomica visibile, né tume-
fazioni ghiandolari, n& reperto di bacilli
acido-resistenti.

La filtro intradermoreazione, alla dilui-
szione di uno in cento, mentre riesce nega-
tiva nei soggetti sani, sarebbe positiva nei
tubercolotici (Sterling e Okumiewski (119)
ed anche nei bambini (Nelis) nati da parenti
the., anche quando la cutireazione tuberco-
linica & negativa, anzi sarebbe molto pia
spiccata di questa. Secondo le ricerche di
questi ultimi anni l'ultravirus tubercolare
sarebbe presente anche nel sangue di indi-
vidui tbe., nelle urine, in caso di thc. renale,
nel liquido cerebro-spinale, in caso di me-
nengite the., esso esplicherebbe la sua azione
infettante non solo attraverso la cute ed il

peritoneo, ma anche per via gastrica e per
via intracardiaca ed endovenosa; su questo
ultimo punto pero, come quello che riguarda
la permeabilita placentare dell’ultravirus
the., i pareri sono quanto mai discordi ed
ancora nulla di positivo e certo & stato
detto. Pare che i filtrati di materiale tbe.,
in rapporto all’origine, alla dose, ed all’eta,
posseggano grande varieta di poteri pato-
gzeni quando siano iniettati nelle cavie; in-
fatti per Arloing-Dufourt e Malartre (170)
si possono ammettere tre forme anatomiche
diverse prodotte dal virus filtrabile, nelle
quali un carattere comune ¢ dato dalla as-
senza di una localizzazione tbc. al punto
dell'inoculazione e dalla mancanza del ri-
sentimento ghiandolare satellite (anche su
questo punto, fra i vari sperimentatori, non
esiste accordo).

Prima forma o nodulare: tubercolosi pro-
gressiva, mortale in due o quattro mesi, con
lesioni caseose nei gangli o nei visceri; tali
lesioni sono in genere piu esiese a carico
delle ghiandole linfatiche, i polmoni sono
invece raramente colpiti; in tali lesioni si
possono mettere in evidenza bacilli acido-
resistenti.

Seconda forma o cachettizzante: caratte-
rizzata da dimagramento progressivo degli
animali fino alla cachessia, accompagnata
alle volte ad ipertrofia, senza caseificazione,
dei gangli linfatici, piu costantemente di
quelli del gruppo tracheo-bronchiale e dei
mesenterici, nel succo dei quali, come an-
che nei vari organi, si possono dimostrare
bacilli tbe. Secondo le esperienze di alcuni
AA. tale iperplasia ghiandolare linfatica
procederebbe a catena, dai gangli viciniori
al punto di inoculazione, fino a quelli piu
lontani.

Terza forma o effimera: ¢ svelabile solo
con la tubercolina; non esistono lesioni spe-
cifiche e non si incontrano bacilli the. nei
vari organi; in essa il periodo preallergico
& molto pit lungo che negli animali con-
trollo e nelle due prime forme; l'intrader-
mica, per essere positiva, ha bisogno di con-
centrazioni di tubercolina molto forti. Gli
Autori ammettono che questa ultima forma
sia dovuta ad una infezione passeggera da
parte di un virus filtrabile attenuato, che
essi chiamano virus labile, infezione che
cessa colla distruzione, nell'organismo, del
virus stesso.
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La prova della tubercolina, negli animali
che reagiscono colla iperplasia del sistema
linfatico, senza lesioni tbe. tipiche, puo riu-
scire positiva, ma di rado, e soltanto se si
impiegano dosi molto alte (soluzione 1 su 50
per iniezioni intradermiche); con queste so-
luzioni concentrate si osserva una reazione
progressivamente crescente, per circa otto
giorni, a partire dall'iniezione del filtrato,
poi per un’altra settimana la reazione si
mantiene costante, sotto forma di una pa-
pula arrossata, ed infine diminuisce, per
scomparire del tutto 45 giorni circa dopo
I'inoculazione. Secondo gli Autori francesi,
lo stato allergico compare dopo l'introdu-
zione dei filtrati anche quando non vi & al-
cuna alterazione anatomica e scompare
sotto l'influenza dei raggi ultravioletti.

Secondo Durand (120) esisterebbero ceppi
diversi di virus filtrabile, dotati di proprieta
patogene diverse, con quadri anatomi pato-
logici propri, alcuni a tendenza sclerosante
o caseificante, altri a potere principalmente
tisiogeno.

Recentemente Sanarelli ed Alessandrini
(164), introducendo mnel peritoneo di cavie,
sacchi di collodio contenenti bacilli tbc.
hanno notato un quadro clinico molto si-
mile a quello che si osserva nelle forme ca-
chettizzanti del virus tbe.

All’autopsia il sacco di collodio appariva
intatto fra le anse intestinali; si notava pero
un’intensa reazione infiammatoria dell’epi-
ploon e della sierosa addominale; i gangli
addominali retro sternali erano ipertrofici,
gli altri organi apparivano invece normali
senza tracce di lesioni tbe.

Nei gangli linfatici e nello epiploon essi
hanno trovato delle granulazioni molto pic-
cole. acido-resistenti, rappresentanti, secon-
do gli AA., forme granulari elementari del
bacillo tbe. originatesi degli elementi filtra-
bili che avevano attraversato la membrana
di collodio. Essi hanno pure notato, immer-
gendo, in terreni di cultura, per parecchi
giorni, un tubo di collodio chiuso, conte-
nente bacilli tbe.; lo sviluppo di forme de-
bolmente acido-resistenti, che, iniettate in
cavia, provocarono ingorgo delle ghiandole
dell’inguine; in esse fu possibile, all’autop-
sia, dopo quaranta giorni dall’inoculazione,
mettere in evidenza forme acido-resistenti.

Tuttora noi ignoriamo sotto quale forma il
virus filtrabile possa attraversare le candele

filtranti, cioé se esso sia l'espressione ultra
microscopica di uno stadio particolare del
ciclo di sviluppo del bacillo tbe. oppure sia
dato da frammenti di germi o dei tanto di-
scussi granuli di Schron-Mircoli-Much, 1
quali si siano risolti in elementi ancor pin
piccoli, filtrabili, sia perche cosi riprodu-
cono uno stadio proprio al circolo vitale del
parassita, sia per azioni e reazioni organi-
che ed extra organiche che facilitano il di-
sgregamento del corpo bacillare mettendo
in liberta elementi filtrabili che, su di un
appropriato terreno organico possono, attra-
verso un ciclo di sviluppo a noi completa-
mente sconosciuto, riprodurre la forma ba-
cillare classica acido-resistente. Per Fon-
tes (121), Bezangon e Philibert (83), il vi-
rus filtrabile sarebbe rappresentato dai gra-
nuli di Schron-Mircoli-Much o corpi gramo-
fili, come essi li chiamano; Ravetllat-Pla
(76) lo individuano nel microcco o forma di
attacco; Morton Kahn (122-123) pensa che
esso sia rappresentato da quegli ammassi
di granuli, simili a polvere, tanto minuti
da non poter essere misurati con il micro-
metro, in cui si frammentano i bacilli the.
agglutinati; questa ipotesi accetta anche
Calmette. Avverrebbe in guesto caso qual-
cosa di simile a quello che Hauduroy (124)
ha descritto per la forma filtrabile del ba-
cillo del tifo e paratifo; infatti Kahn ha vi-
sto generarsi alla periferia degli ammassi
di bacilli agglutinati e risolti in granuli,
esilissimi filamenti, i quali crescono rapida-
mente sino a dar luozo a forme adulte.
In base alle ricerche, cui abbiamo teste
accennato, Calmette (125) distingue le infe-
zioni tbe. in due grandi gruppi: un primo
gruppo di malattie per lo piu acute, deter-
minate dall’'ultra virus, caratterizzate dal-
T'assenza o dalla scarsitd di forme normali,
acido-resistenti, del bacillo di Koch. In que-
sto primo gruppo di malattie, che va sotto
il nome di « granulémie prébacillaire » Cal-
mette comprende un gran numero di mani-
festazioni patologiche, fra di esse la pleu-
rite, la pericardite, la peritonite tbe. la me-
ningite, l'eritema nodoso o polimorfo, di-
verse malattie della cute (sarcoidi, tuber-
culidi papulo squammosi), le tifo-hacillosi
di Landouzy, infine la tubercolosi miliare,
in cui spesso non ¢ possibile mettere in evi-
denza veri bacilli di Koch, colorabili con lo
Ziehl. Un secondo gruppo abbraccia malat-
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tie, ad andamento cronico, che egli indica
con il termine di vers «bacilloses» e che
rappresentano sia il quadro ultimo di una
infezione causata, allo inizio, dall'ultra vi-
rus, ed in seguito, dai bacilli acido-resistenti
che ne derivano, sia infezioni realizzate, fin
dallinizio, dalla penetrazione diretta del
vero bacillo di Koch. A ben considerare, si
riscontrano numerosi punti di contatto fra
quanto scrive Calmette e quello c¢he prima
di lui Ravetllat-Pla (76) e Velez (8i), e piu
recentemente, Almeida-De Magalhaes (R)-
£6), hanno sostenuto; uno sguardo allo sche-
ma piu sopra riportato (fig. 3) verra a since-
rarcene.

Sergent-Durand-Kourilski e Benda (126}
pur ammettendo uno stadio prebacillare, af-
fermano che & impossibile isolare in un qua-
dro anatomo patologico e clinico lo stadio
prebacillare, dovuto all’ultra virus; si do-
vrebbe in questo caso ammettere Tesistenza
indipendente del virus stesso dall’'organismo,
cosa che non @ stata ancora dimostrata, per-
cheé la presenza del virus, ad es., in un es-
sudato, non esclude la presenza di forme
bacillari; neanche si puo isolare il quadro
della granulia come uno stadio di passag-
gio fra le bacillosi e la granulemia preba-
cillare, perché vi si trovano contemporanea-
mente e l'ultra virus ed i bacilli.

Anche Jousset (127) crede prematura una
classificazione del genere di quella propo-
sta da Calmette.

Rimando il lettore che volesse approfon-
dire 'argomento della filtrabilita del virus
tbe. al magnifico recente lavoro del prof.
Emilio Veratti (128) ed a quello di Sega e
Brustolon (129).

FORME NON ACIDO-RESISTENTI DEL BACILLO DI
KocH. — Nel 1921 Vaudremer (130) colti-
vando sui terreni all’agar, glucosato al 2 %
un ceppo di bacilli della tbc. bovina, os-
cervo che questi, dopo sei settimane perde-
vano la loro acido-resistenza e si colora-
vano con il violetto di genziana, in pochi
secondi, «come un bacillo che prende il
aram »; inoculati in cavia, dopo due mesi
di soggiorno in termostato, determinavano,
nel giro di tre settimane, un’ascesso che si
apriva lasciando sfuggire un pus caseoso ti-
pico in cui si trovavano bacilli acido-resi-
stenti; gli animali inoculati con questo pus
«i comportavano come quelli cui fossero

stati iniettati ordinari bacilli di Koch. Vau-
dremer riferisce pure che i bacilli della tu-
bercolosi umana, seminati su agar ordina-
rio, dopo otto settimane, danno luogo &
culture bianche, simili «a grumi di Kefir »
costituite da bacilli, pia grossi dei comuni
bacilli acido-resistenti, omogenei, senza gra-
nuli, colorantisi col violetto di genziana,
aram positivi. Inoculati nelle cavie, produs-
sero un lipico ascesso tbc.; se si seminavano
in acqua peptonata al 2 9% questi bacilli
cosi modificati, si ottenevano, dopo otto
giorni, culture in cui si vedevano elementi
di tipo wmiceliale con rigonfiamenti termi-
nali, aventi I'aspetto dell’actinomyeces, colo-
-antesi con la fuxina diluita; aggiungendo
una goccia di sangue di cavallo, i bacilli
ridiventavano acido-resistenti, Vaudremer, de-
scrivendo queste forme, cosisi esprime: «Leur
forme générale, leur longeur plus grande,
leurs granulations, en nombre toujours su-
périeur a deux en font ressembler d’avan-
tage au b. tbe. tipique. Nous devons signa-
ler, en effet, que le bacille tbe. cultivé sur
gélose ordinaire, ne rappelle, en rien, la
forme considérée, jusqu’a maintenant, com-
me caractéristique de ce microbe. Ressem-
blant a des diplocoques depourvus d’acido-
resistence, ils gardent le gram et sont irre-
conaissables; pourtant il s’agit bien de ba-
cilles the. ».

Vaudremer, ancora in unione ad Haudu-
roy (131) filtrando culture di bacilli tbe. in
acqua peptonizzata e glicerinata, attraverso
candele Chamberland L 3, ha ottenuto, nel
filtrato, conservato in termostato 38° per
48 h, lo sviluppo di un fine micelio nelle cui
maglie erano contenuti piccoli ammassi
giallastri, microscopicamente costituiti da
sottili filamenti, delicati, anastomizzati fra
loro, contenenti granuli fortemente colo-
rati, inegualmente distanti tra di loro; spar-
si fra le maglie del micelio, si osservano
elementi bacillari corti o lunghi, granulari,
incurvati o rettilinei. Questi elementi si co-
lorano male con il bleu di metile, forte-
mente con il violetto di genziana; i granuli
sono gram-positivi, i filamenti invece non
lo sono; rare fra essi le forme acido-resi-
stenti. La semina del filtrato, in bhrodo co-
mune, ha dato luogo a colonje presentanti
lo stesso quadro microscopico. Ninni (132),
inoculando direttamente nelle ghiandole di
cavia culture tbe., filtrate attraverso can-
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dela, ha notato, in un caso, negli strisci di
queste ghiandole, ammassi di bacilli colo-
rati in bleu, con granuli acido-resistenti,
con struttura identica a quella del bacillo
di Koch; Valtis e Saenz (111) hanno otte-
nuto lo stesso risultato con I'inoculazione
diretta del filtrato nel peritoneo di cavia.
Ninni perd non considera queste forme
come tipicamente tbc.; con il passaggio di
ghiandola in ghiandola, ha ottenuto tutta-
via, da esse, forme acido-resistenti tipiche.
Valtis e Saenz, nel lavoro piu sopra citato,
dimostrano che gli elementi originali dal-
T'ultra virus, nelle culture, sono in un pri-
mo tempo non acido-resistenti e che sol-
tanto nella ulteriore evoluzione compaiono
le forme acido-resistenti; risultati analoghi
hanno ottenuto, come dicemmo, Seppilli e
Ravasini (112).

Sfogliando la bibliografia si trovano, an-
che in passato, accenni alla esistenza di
forme non acido-resistenti del bacillo di
Koch, Cosi noi sappiamo che Marmorek (77-
78-79) si serviva, per la preparazione del
suo siero, di culture tbhc. giovani in cui la
maggioranza dei bacilli, che egli chiama
primitivi, non era acido-resistente.

Krilow (133), seguendo lo sviluppo delle
culture di bacilli tbe., noto che i giovanis-
simi bacilli di Koch sono gram-negativi ed,
in uno stadio ulteriore, gram-positivi e solo
in seguito acido-resistenti; la sostanza gram-
positiva compare per lo piu nei bacilli gio-
vani, sotto forma di granuli, 1’acido-resi-
stenza per contro & diffusa. Zironi (134),
usando culture di bacilli della tbc. umana,
bovina ed aviaria e colorando con il Gram
e lo Ziehl, confermo le ricerche di Krilow.
Scrive lo Zironi che, se nelle culture giova-
nissime « 'osservazione cade non sui fram-
menti di patina insemenzata, ma sui germi
moltiplicantisi, prevalgono i bacilli gram-
negativi colorabili con i colori di contrasto e
non acido resistenti. Essi presentano un no-
tevole poliformismo perche vanno da piccole
forme bacillari diritte, a grosse forme cla-
vate, e non sono rari i bacilli che, a forte
ingrandimento, si presentano come una
rete, nelle parti piu voluminose delle quali,
si trovano uno o pit vacuoli».

Recentemente Dessy (158), mettendo a con-
tatto estratti di fegato, cervello, milza, mu-
scoli e ghiandole linfatiche, con emulsione
di bacilli tbe. notd, a carico di questi ul-

timi, alcune modificazioni, che vanno dalla
frammentazione intensa, per cui il bacillo
si spezzetta in granuli acido-resistenti, alla
trasformazione streptococciforme, per cui
nel corpo bacterico, appaiono zone sporisi-
mili, colorate intensamente in bleu rossa-
stro, alla perdita totale dell'acido-resistenza
ed alla trasformazione in elementi esili, lun-
ghi, pallidamente colorati in rosso. Aggiun-
ge poi ancora che gli elementi sporisimili,
fortemente colorabili in azzurro rossastro,
differenziabili per 1'aspetto e le proprieta
tintoriali dei granuli di Much potrebbero
forse essere interpretati come forme pia re-
sistenti del bacillo tbc. stesso. Borghesi (135),
coltivando il bacillo di Koch in terreni al-
T'uovo, ottenne il rapido sviluppo di culture
ricche di forme granulose, sia isolate che
unite in catenelle, non acido-resistenti; ri-
sultati analoghi riporta Bacigalupo (136);
Courmont e Panisset (137) pubblicano una
figura di culture giovani di bacilli di Koch,
in cui questi appaiono come molto corti,
sotto forma di streptobacilli, non acido-re-
sistenfi. Ravetllat-Pla (76) misero in evi-
denza in terreni, in cui era stata aggiunta
soluzione jodo-jodurata, « una bacteria muj
larga como un filamento de actinomyeces,
gram negativa, no acido-resistente, que en
las siembras se convierte en bacteria de ata-
que ». Recentemente Sweanj (138) ha osser-
vato, in un ascesso tubercolare dell’orec-
chio, granulazioni di un aspetto particolare
che in certi stadi possono trasformarsi in
bacilli nettamente mobili, che non sono pero
acido-resistenti; piccole dosi di questi gra-
nuli, iniettate, hanno provocato una tbe.
cronica ed atipica, mentre I'inoculazione di
dosi massive provocd un’iniezione tipica e
grave. Anche Mayer (171), Knol (173), Kir-
chenstein (172), ecc. hanno accennato a va-
riazioni dell’acido-resistenza del bacillo di
Koch.

LA SOSTANZA CIANOFILA. Legroux e Magroux
(139) hanno studiato nel 1920 la struttura
delle colonie di bacilli di Koch, ed hanno
constatato che esse sono costituite da una
trama filamentosa colorantesi in bleu, su cui
si sviluppano numerosi bacilli; essi inter-
pretano questa sostanza come un prodotto
della elaborazione dei bacilli, che avrebhe
grande importanza nella coesione e nella
struttura delle colonie stesse. Bezangon e
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Philibert (83) nel 1926, facendo uno studio
morfologico dei veli di culture tbe., in mezzi
liquidi, hanno potuto osservare che i veli
stessi sono composti d’'una materia amorfa,
la sostanza cianofila, in mezzo alla quale si
originano i bacilli acido-resistenti e i corpi
gramofili (granuli di Schron-Mircoli-Much).
Riferisco la descrizione che di questa so-
stanza danno i due Autori.

« Elle se dispose en bandes dessinant des
colonnes, des travées qui se recourbent et
se rejoignent, déliminant des aréoles clai-
res, plus ou moins circulaires sur la coupe.
Elle présente une structure membraniforme
et fibrillaire et donne limpression d’étre
formée, soit d’une membrane striée longi-
tudinalement, soit plutot de fibrilles dispo-
sées parallélement et toujours suivant le
grand axe des colonnes. De fait, on voit
nettement des filaments isolés aberrants, de
I'epaisseur d’un bacille, mais beaucoup plus
longs, qui s’échappent des través; ils se
terminent quelque fois librement, quelque
fois, par une véritable anastomose, ils re-
joignent, & travers une aréole, la travée voi-
sine.

Ils ne présentent pas de double contour,
ne paraissent pas étre ramifiés, mais deux
filaments paralléles peuvent diverger et si-
muler une ramification.

Dans les point ou les bacilles acido-rési-
stants sont apparents, ils sont disposés dans
les travées de la substance cjanophile le
long de leur grand axe, paralléles entre eux
et paralléles a la striation fibrillaire des
travées bleuses. Ils semblent comme juxta-
posés aux filaments, appliqués sur eux, peut
8tre substitués & une partie du filament. On
a ainsi I'aspect de véritables nervures cja-
nophiles sur lesquelles sont plaqués les ba-
cilles, perfois trés rares».

Tssi concludono che la forma tipica del
virus tbe. non & « esclusivement le bdlonnet
acido-résistant  considéré  habituellement,
mais un parassite beaucoup plus complexe
comportant trois sortes d’éléments; des fila-
ments, formant une charpante sur la quelle
se dévoloppent les éléments bacillaires ren-
fermant eux-mémes des corpuscules chromo-
philes ».

Partendo poi dalla osservazione che le
culture di actinomyces hanno una struttura
analoga a quella delle culture di bacilli di
Koch (presenza di sostanza cianofila fila-

mentosa formante eleganti arabeschi, che
costituiscono 1’armatura delle colonie) so-
stengono che il bacillo di Koch deve essere
classificato in un genere speciale, il genere
« Mycobacterium » (Lehman e Neuman)
nella famiglia degli actinomiceti.

Dalla rassegna bibliografica (che, per
quanto minuta, ¢ ben lungi dall’essere
completa) che abbiamo ora fatto, appren-
diamo che il germe della tubercolosi, ol-
tre che con il tipico aspetto di bacillo di
Koch, si pud presentare sotto altre forme,
considerate via via come stadi degenera-
tivi o come forme di passaggio.

Allo scopo di seguire, nelle sue varie
fasi, il ciclo riproduttivo del bacillo tu-
bercolare e di stabilire ’importanza che
in esso hanno le forme descritte dai vari
AA. sopra citati, mi sono proposto una
metodica serie di ricerche che formano
oggetto del presente lavoro.

ESPERIENZE PERSONALI SULLA FILTRABILITA DEL
VIRUS TUBERCOLARE. — Mentre come si & visto
da molti Autori si ammette I’esistenza di
un virus filtrabile in quasi tutti i mate-
riali che contengono bacilli tbe., non vige
fra essi l'accordo sulla natura del virus
e sulla sua virulenza. Dufourt e Arloing (97)
per spiegare le discrepanze che si hanno nei
reperti, giaccheé mentre in taluni casi si tro-
va una tubercolosi disseminata rapidamente
mortale, in altri questa manca, ammettono
l'esistenza di un «virus labile» dotato di
scarsa virulenza, il quale, clinicamente ed
anatomicamente poco offensivo, rapidamente
verrebbe distrutto ed eliminato dall’organi-
smo; la sua presenza sarebbe svelabile so-
lamente con la intradermoreazione in solu-
zioni molto concentrate.

Per Calmette gli elementi filtrabili, inocu-
lati negli animali sensibili, si mostrano do-
tati di debole virulenza (che si puo accre-
scere con successivi passaggi di animale in
animale) ed ordinariamente sono incapaci
di produrre lesioni caseose; nell’organismo
umano pero questo stesso virus é la causa
di un gruppo di malattie generalmente
acute, caratterizzate dall'assenza o dalla

scarsitd di forme normali, acido-resistenti,
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dei bacilli di Koch, che egli indica, come gia
dicemmo, sotto il nome di « granulémie pre-
bacillaire »; anche per Ravetllat-Pla (76) il
virus filtrabile sarebbe dotato di scarsa re-
sistenza e, quando le condizioni di vita non
sono favorevoli al suo sviluppo, trapassa al-
lora mella forma intermedia.

Secondo quanto riferisce Valtis (140), il
virus sarebbe invece molto virulento e do-
tato inoltre di una certa resistenza; risulta
infatti, dalle sue esperienze, che cavie, ino-
culate con filtrati, nel peritoneo, vennero a
morte a distanza di 12, 13 giorni dall’ino-
culazione; inolire apprendiamo che «les
elements filtrables du bacille de Koch, con-
servent pendant 8 jous & la glaciére, leur
pouvoir pathogéne ». Questo virus, cosi vi-
rulento e resistente, genererebbe bacilli
acido-resistenti che non sono in grado di
deferminare lesioni tbe. tipiche e che, nep-
pure dopo cinque passaggi in vivo, possono
riacquistare i caratteri patogeni del ceppo
originario. Per Durand (120) esistono diversi
ceppi di virus tbe. filtrabile dotati di pro-
prieta patogene diverse, con singoli quadri
anatomo-patologici loro proprii, alcuni a
scarsa attivita, altri iperattivi.

Secondo Seppilli e Ravasini (112) gli ele-
menti filtrabili « non accompagnano neces-
sariamente e costantemente la forma clas-
sica del bacillo di Koch o per lo meno non
lo accompagnano in quantita ed in condi-
zioni tali da essere rilevabili con l'unico
mezzo di cui, fino ad oggi, disponiamo, vale
a dire con la prova biologica ».

Alcuni Autori sostengono che il virus fil-
trabile si trova con maggiore frequenza in
particolari terreni di cultura; soprattutto se-
condo Casagrandi (142) nelle culture « sce-
rate », cio¢ in quelle in cui si trovano nu-
merose le forme granulose, bacillari e fila-
mentose, non resistenti al metodo di Ziehl-
Neelsen. Vaudremer avrebbe fatto la stessa
constatazione nelle culture in terreni liquidi
scarsamente azotati.

Sergent e Kourilskj (143), partendo da os-
servazioni cliniche, pensano, contrariamente
agli altri Autori, che il bacillo di Koch «re-
sté inclus, comme emmuré vivant dans les
foyers latents des lesions paraissant étein-
tes, perde sa forme classique, acido-resi-
stente, pour prendre celle du virus f., du-
rant la periode de sommeil, et la reprend
en suite & la phase de reveil ou d'éclosion ».

Come si vede i pareri dei vari Autori sono
quanto mai discordi.

Allo scopo di sincerarmi: 1° se il V. f.
possa esistere come forma a sé o se la sua
esistenza sia legata a quella del bacillo
the ; 20 se detto virus sia veramente labile
oppure sia dotato di una certa resistenza,
Lo sottoposto alla filtrazione alcuni escrea-
ti the. sia emessi da poco che essiceati,
per pavecchi giorni, all’aria od in termo-
stato. Se il v. filtrabile fosse veramente
labile, esso dovrebbe, in conseguenza del-
Vessiccamento del materiale che lo con-
tiene, scomparire e la filtrazione dare ri-
sultato negativo, mentre all'incontro do-
vrebbe essere positiva con l'escreato ap-
pena emesso; se invece il virus ¢ legato
al bacillo tbe., dato che questo si man-
tiene vivo e virulento anche con 1'essicca-
mento del materiale che lo contiene (65).
si dovrebbe, colla filtrazione, in tutte e
due le prove, avere risultato positivo.
Ricerche sperimentali in questo senso sono
gia state fatte dal Tagliabue (144), il
quale ha filtrato, con esito negativo, li-
quido di versamento pleurico, lasciato per
tre-cinque giorni a temperatura ambiente,
liquido sicro emorragico estratto dal pe-
ritoneo di cavie morte per tbe., diluito
in acqua peptonizzata e lasciato a tempe-
ratura ambiente per quattro giorni e pap-
pe di fegato e di milza di cavie morte
per the. conservate nello stesso modo.
Dalle sue esperienze non risunlta perd che
egli abbia fatto subire ai materiali il trat-
tamento da me usato, e con gli stessi in-
tendimenti.

Trexica, — Ho usato per queste Ti-
cerche, come gia dissi, escreato tbe. in cui
I’esame microscopico dimostro sempre una
(quantita notevole di bacilli di Koch j parte
dell’escreato. raccolto in gquantitd note-
vole poche ore dopo 'emissione, veniva
messo in scatole di Petri ¢ lasciato in ter-
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mostato a 37°, per quattro-otto giorni, op-
pure per un tempo uguale in ambiente
aereato ed illuminato. Per 1’omogeneizza-
zione dell’escreato, sia fresco che essic-
cato, mi servii del metodo consigliato dal
Petragnani (168-169) : addizione con due
volumi di idrato di sodio al 4 9, S0g-
giorno per un’ora in termostato, succes-
siva neutralizzazione con acido cloridrico
al 10 9%. Dell’escreato cosi trattato ino-
culavo due cc., come controllo, in una
cavia, il resto, in dosi di 15-20 cc., fil-
travo, per aspirazione, attraverso candele
di Chamberland L2, aggiungendovi, con-
temporaneamente, per controllare il filtro,
2 ansate di Micrococus Melitensis. Le
prove di sterilitd del liquido ottenuto,
dopo filtrazione attraverso candela, veni-
vano fatte in brodo comune, lasciando il
materiale in termostato, per circa quaran-
totto ore; non ebbi mai a notare inqui-
namento. Le candele non venivano usate
per piu di tre filtrazioni, erano di volta
in volta lavate e sterilizzate in pentola
di Koch, per un’ora; la durata della fil-
trazione non fu mai superiore a trenta
minuti.

Seminavo il materiale filtrato parte su
terreni di Petragnani e di Petroff, per
vedere se in esso fossero eventualmente
contenuti bacilli tbe. coltivabili, il resto,
in dosi di 5-8 cc., veniva inoculato nel
sottocutaneo inguinale di cavie sane, si-
curamente indenni da infezione tuberco-
lare; le intradermiche, all’uno in 100, pra-
ticate avanti 1inoculazione del filtrato,
furono sempre negative. Separai, dopo la
inoculazione, gli animali a due a due, in
gabbie vicine, procurando di metterli in
condizioni uguali di luce, temperatura ad
aerazione, e li alimentai giornalmente con
foraggio fresco. Tanto mnelle cavie inocu-
late con materiale tbe. non filtrato che
in quelle inoculate con filtrato, eseguii di
20 in 20 giorni I’intradermoreazione (pre-

via depilazione) con tubercoling diluita al-
I'1 9% ; essa risultd positiva soltanto nelle
prime, cioé in quelle trattate con mate-
riale non filtrato, le quali vennero a mo-
rire, dopo 30-40 giorni, con tubercolosi
generalizzata. Il materiale filtrato risulto
quasi sempre limpido e, per quanto lun-
gamente centrifugato, non ho mai trovare
in esso forme batteriche di nessuna spe-
cie. Le prove culturali del filtrato, s
terreno di Petroff e di Petragnani, turono
costantemente negative. Alcune delle cavie
inoculate con materiale filtrato si dimo-
strarono, nei primi tre giorni, sofferenti,
col pelo arruffato, e rifiutarono, nelle
prime venti ore, il cibo, ma si rimisero
perd facilmente; il peso & andato aumen-
tando da quello iniziale.

Qualcuno fra gli animali, a distanza di
tre-quattro mesi dalla inoculazione, dopo
un primo periodo di benessere, andd in-
contro ad un progressivo decadimento,
caratterizzato da diminuzione dell’appe-
tito e della vivacita, calo ponderale, im-
mobilitd ; il decadimento non fu perd mai
tale da condurre Panimale a morte. In
tre degli animali (in cui praticai I’inie-
zione di filtrato nella profonditd dei mu-
scoli della coscia), ebbi la formazione di
un’ascesso che li condusse in breve alla
morte. L’autopsia non fece rilevare lesioni
imputabili alla tbe.; i controlli biologici
e batterioscopici furono al riguardo ne-
gativi, ’esame istologico mise in evidenza
una degenerazione grassa del fegato ed
una iperplasia dei follicoli della milza, per
cui si pud pensare che la loro morte sia
senz’altro da imputare alla sopravvenuta
infezione piogenica.

Come dissi separai le cavie, inoculate
con lo stesso filtrato, a due a due, in
una stessa gabbia; di questi animali ne
sacrificai uno dopo 40-60 giorni, l’altro
dopo 5-T mesi; alla autopsia, che prati-
cavo con la maggiore asepsi possibile,
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(Da Ravetllat - Pla), (Da Velez).
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cedente secondo De Almeida de Magalhaes. coltivato in terreno paraplassigeno, partendo

da una forma a nucleazione bipolare e uni-

(Da De Almeida Magalhaes). polare. (Da N. Mori).
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Figura V. — Bacilli tubercolari
tendenti ad agglutinarsi ed a
fondersi in una unica massa.
(Colorazione : Acido Cromico
Ziehl - Nielsen. Immersione
3m/  Koristka. Culture di 65
giorni),

Figura VII. — Sezione di cultura di bacilli tubercolari di
38 giorni. Inclusione in parafina. In A) si vedono
forme filamentose isolate; in B) riunite a formare
eleganti arabeschi. (Colorazione: Saffranina, Violetto
Genziana, Immersione 3‘“/m Koristka).

Figura VI. — Forme bacillari in
via di degenerazione. (Colora-
zione : Acido cromico e Ziehl-
Nielsen. Immersione 1.5“‘/m
Koristka, Culture di 50 giorni).

Figura VIII. — Sezione di cultura di bacilli tubercolari di
75 giorni. Inclusione in parafina. Si vedono bacilli di
Koch, granulosi, allungati, fra loro intrecciantesi (A).
Frammezzo ad essi, poco visibili, filamenti di sostanza
cionofila (B). (Colorazione: Saffranina, Violetto Gen-
ziena. Immersione 3 m/m Koristka).
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usando ferri sterilizzati, che cambiavo
dopo aver scuoiato I’animale, prelevavo i
polmoni, il fegato, la milza e le ghian-
dole. Con parte di questi organi praticavo
degli strisci su vetrini nuovi previamente
sterilizzati nella pentola di Koch, rico-
prendoli, dopo la colorazione, con copri-
oggetti pure sterili; un’altra parte, tri-
turata in mortaio, veniva inoculata in
cavia; 1l resto veniva fissato in formalina
per Vesame istologico.

L’iniezione del filtrato non si accom-
pagnd mai ad adenopatia satellite, il li-
quido iniettato fu sempre assorbito rapi-
damente senza dar luogo a reazioni lo-
cali fatta eccezione dei tre casi suaccen-
nati in cui si ebbe, in seguito alla inie-
zione nei muscoli, la formazione di un
ascesso da piogeni.

RisuntaTi. — L’autopsia degli animali
uceisi a distanza varia dalla iniezione di
filtrato non rilevo mai lesioni imputabili
alla tbe. : in quasi tutti gli animali trovai
le ghiandole dell’ilo polmonare fortemente
aumentato di volume, alcune di esse sino
ad un pisello. I1 fegato, la milza, il rene,
i polmoni, apparivano integri; non trovai
mai polmoniti, focolai necrotici, quali
hanno descritto aleuni Autori; mai ebbi
a rilevare aumento delle ghiandole me-
senteriche o dell’ilo epatico. Non fu mai
notata ipertrofia del ganglio satellite nel
punto di inoculazione del filtrato.

EsaMp 1sToLoGIcO. — Per la fissazione
dei pezzi, come dissi, mi servii della for-
malina; le sezioni venivano colorate con
la ematossilina e eosina, con il Van Gie-
son. L’esame istologico delle linfo-ghian-
dole del mediastino mise in evidenza una
notevole vaso-dilatazione; in quasi tutti i
follicoli il cosidetto centro germinativo di
Flemming era molto pit voluminoso di
quello che generalmente appare; non si
vedevano formazioni specifiche per il gra-

nuloma tubercolare; fenomeni del tutto
analoghi incontrai talvolta nella milza.
Negativi per la tubercolosi erano pure i
preparati istologici del fegato e dei pol-
moni.

EsaME parrerioscopico, — Per Pesame
batterioscopico degli strisci di linfoghian-
dola e delle sezioni istologiche, mi sono
servito del metodo gia da me consigliato
che permette di mettere in evidenza, con-
temporaneamente, i granuli di Schrén-
Mircoli-Much e i bacilli tubercolari; esso
consiste nel mordenzamento degli striseci,
per cinque minuti, a freddo, con acido
cromico al 5-10 9%, in soluzione acquosa,
cui faccio seguire, dopo lavaggio in acqua
corrente, la comune colorazione di Ziehl.
I’esame fu sempre negativo, eccezion
fatta per quattro animali (V. tavola al nu-
mero 5, 8, 12, 19); in questi, negli strisci
fatti con la polpa delle ghiandole del-
T’ilo polmonare, ho potuto mettere in evi-
denza rare forme bacillari, affusate, al-
lungate, riunite tra di loro a forma di
catenelle, composte di tre-quattro elemen-
ti, contenenti granuli acido-resistenti;
queste forme non erano resistenti agli
acidi e si coloravano in bleu; nel 4° caso
trovai elementi analoghi solo invece che
di colore bleu, essi apparivano rosso-bruni,
erano di lunghezza inferiore, e nou erano
riuniti in catenelle. L’aspetto di queste
forme bacillari corrispondeva alla descri-
zione delle forme non acido-resistenti, ri-
scontrate da Valtis e Saenz e da Ninni,
rispettivamente nelle culture di v. filtra-
bile e nelle ghiandole di cavie inoculate
con detto virus. Ma mentre Ninni, che
le considera come forme tbe., riusci, con
consecutivi passaggi, di cavia in cavia, a
trasformarle in bacilli di Koch tipici, nel
caso nostro abbiamo avunto risultato ne-
gativo.

Nella milza, nel fegato, nei polmoni,
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la ricerca batterioscopica del bacillo di
Koch fu sempre negativa; negativi pure,
«ia dal punto istologico che batteriosco-
pico, i controlli biologici in ‘avia, pra-
ticati coll’inoculazione di pezzi di visceri
{ghiandole, milza e fegato) triturati ste-
rilmente in mortaio con soluzione fisiolo-
cica.

Dovendo dare una interpretazioune alle
forme bacillari pit sopra descritte, per
la loro forma e per le loro qualita tinto-
riali, naturalmente escludendo che si
tratti di precipitati, sono alquanto in
dubbio se si debbano realmente ascrivere
alle forme tubercolari. A convalidare il
dubbio insorgono due elementi: il non
aver potuto trasformare queste forme at-
traverso successivi passaggi in cavia (gid
al secondo passaggio non era possibile ri-
scontrarle nelle ghiandole degli animali
di controllo) come avviene per le forme
generate dal v. f. (Calmette); in secondo
luogo l'assenza di lesioni o di alterazioni
istologiche, quali sogliono accompagnare
il bacillo di Koch. Bisogna pero ricordare
che gli elementi generati dal v. f. secondo
le affermazioni di numerosi Autori, pos-
sono trovarsi nelle ghiandole pur senza
dal luogo in esse ad alcuna alterazione
specifica.

Due ipotesi si possono quindi avanzare:
o si tratta di forme bacillari, di origine
non tbe. ed in favore di cid ricorderd che
Petroff (87), Selter e Blumenberg (92),
nelle cavie sane trovarono, nelle ghiandole
dell’ilo, bacilli acido-resistenti non tu-
bercolari: oppure si tratta di forme ati-
piche del bacillo di Koch del tipo di quelle
descritte da numerosi Autori (vedi avanti
nella bibliografia). Delle due ipotesi allo
stato attuale della questione la prima mi
sembra la pit probabile; resta pero sem-
pre da spiegare come solo in questi ani-
mali inoculati si sia avuto un simiie re-
perto, mentre questo sia mancato negli

animali usati per controllo, ed anche in
altri animali sani sacrificati contempora-
neamente.

Riferendomi al reperto istologico delle
linfoghiandole, dal momento che la quasi
totalitd degli istologi ammette che il cen-
tre germinativo sia il centro reattivo del
follicolo linfatico, sarei tentato a dedurre
che in tutte le ghiandole vi & uno stato
reattivo di cui appunto il documento & la
moltiplicazione delle cellule centro-germi-
nali; non ¢ perd possibile, dal tipo della
lesione, risalire, con sicurezza, alla causa
determinante, perché fenomeni reattivi si
possono avere come esponenti di tossie-
mie le piut varie. Mi pare perd si possa
avanzare un’ipotesi: e cio¢ che questa
iperplasin non sia che D'espressione di
un fatto reattivo di fronte alla iniezione
del filtrato. Conforterebbe questa ipotesi
il fatto che con iniezioni di B. C. G., in
cavie inoculate con filtrato, sono riuseito
a produrre in esse un quadro analogo a
quello ora descritto, ma molto pit im-
ponente; pure una notevole importanza
avrebbe il fatto che nelle cavie di con-
trollo non abbiamo mai notato nulla di
simile, e DPosservazione che l’adenopatia
delle ghiandole dell’ilo polmonare ¢ un
reperto frequente nelle esperienze dei ri-
cercatori che si sono occupati dell’argo-
mento, adenopatia che si pud presentare
con il quadro da noi descritto, pur essendo
presenti nelle ghiandole bacilli tbe.

Alcuni Autori, fra cui Arloing, riferi-
scono questa lesione al V. f. stesso, altri in-
vece ad infezioni spontanee da germi di va-
ria natura, frequenti negli animali degenti
negli stabulari (Keller e Werthamr) (93).
Dessy (174), Galli (176), Montemartini (175)
invocano l’azione di tossine provenienti dal
bacillo tbe., o di prodotti di disintegrazione
del bacillo stesso; altri infine incolpano la
flora cospicua, di origine varia, contenuta
nei materiali usati per la filtrazione.

Hababou Sala (151) ottenne lesioni isto-



logiche del tipo di quelle da noi riscontrate,
nelle ghiandole di cavie inoculate sia con
filtrati di prodotti tbe., riscaldati a 80° per
20/, sia con tubercolina bruta. Mellon e Jost
1152), che nelle loro esperienze ottennero ri-
sultati positivi solo in due animali su 37,
riferiscono di aver riscontrato nelle cavie
lesioni istologiche, con formazioni simili al
tubercolo, per azione di un microrganismo
di tipo paratifoide Gram negativo.

Recentemente Sega e Brustolon (120)
hanno inoculato con filtrati di vari espetto-
rati, the. e non tbe. numerose cavie, otte-
nendo sempre un’identico reperto, caratte-
rizzato (eccezion fatta di un unico caso in
cui si trovarono lesioni tbe.) da emorragie,
pitt 0 meno cospicue, accompagnate da una
prolificazione delle cellule del reticolo endo-
telio, con presenza di cellule globulifere e
pigmentifere, in numero pii o meno note-
vole; questi Autori riscontrarono lesioni
identiche, oltre che nelle ghiandole, anche
nel fegato, nella milza e nel polmone.

Allo scopo di sincerarmi se il quadro
istologico da me riscontrato fosse dovuto,
anziché al materiale tbe. filtrato, alle so-
stanze chimiche usate per la sua omoge-
neizzazione (acido solforico e idrato di
sodio) mi sono proposto di vedere se la
iniezione di dette sostanze, sia da sole,
che mescolate, con le modalita seguite per
la omogeneizzazione dell’escreato, a fram-
menti di organi di animali sicuramente
indenni da tbe., potesse dare un reperto
analogo. Scelte 12 cavie, presentanti ri-
petute intradermoreazioni negative alla
tubercolina, alla diluizione dell’uno in
mille, iniettai a quattro di esse, nel sot-
tocutaneo dell’inguine, 10 cc. di idrato di
sodio al 4 9, e di acido cloridrico al 10 %,
mescolati in modo da avere, alla tintura
di lacca muffa, una reazione neutra; ad
altre quattro inoculai frammenti di fe-
gato e di milza, triturati in mortaio ste-
rile ed omogeneizzati come pin sopra ho
descritto; le rimanenti tenni come con-
trollo.

Dopo otto giorni dalla prima iniezione,
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uecisi una cavia di ogni gruppo: mentre
in quelle inoculate si notava un'aumento
delle ghiandole dell’ilo polmonare, questo
aumento mancava in quelle di controllo.
Reinoculai allora le rimanenti con le
stesse modalita; dopo ofto giorni sacri-
ficai nuovamente un animale per ogni
eruppo ottenendo lo stesso reperto, ma
pit evidente del precedente ; ripetei U'espe-
rienza per altre due volte, osservando, di
volta in volta, un aumento sempre piu
evidente delle ghiandole, le quali pero
non superarono mai il volame di un chicco
di grano.

Mentre esame istologico delle ghian-
dole delle cavie di controllo non rilevava
nulla di particolare, quello delle cavie
inoculate metteva in evidenza una note-
vole vaso-dilatazione ed un ingrandimen-
to del centro germinativo di Flemming;
meno evidente appariva questo quadro
nella milza ; qua e la per quanto di rado,
si osservavano focolai circoseritti di ne-
crosi e i piccole emorragie. Il reperto
richiamava, per il suo aspetto, quello os-
servato nelle ghiandole degli animali ino-
culati col filtrato, ma da questo se ne sco-
stava per la minore intensita ed evidenza
delle lesioni.

Dobbiamo allora riferire il quadro isto-
logico, da noi riscontrato, ad un fattore
tossico, dato dal materiale adoperato, op-
pure al virus tbe. stesso od anche ad una
infezione spontanea, (del tipo di quella
sucitata) delle cavie?

Quest’ultima ipotesi, senz’altro si puo
scartare, perché¢ non trovammo nei con-
trolli nulla di simile; anche l'azione del
V. f. appare poco probabile perché non
abbiamo mai trovato forme riferibili, con
sicurezza, al bacillo di Koch, e perche i
controlli Dbiologici furono negativi. Ri-
mane Dipotesi avanzata per prima che
vorrebbe riferire il tutto ad un fattore
tossico, questa ipotesi mi appare, sulla




20 MARIO SCARZELLA

base di questi miei controlli, la piu accet-
tabile ; nen poso pero escludere che anche
il V. f. possa essere in causa, per quanto
per i motivi suesposti, questa ipotesi mi
appaia meno probabile.

RICERCHE SULLA MORFOLOGIA DELLE CUL-
TURE DI BACILLI DELLA TUBERCOLOSI.

Lo scorso anno studiando i fenomeni ri-
produttivi del bacillo della tubercolosi
negli escreati e nel materiale caseoso
proveniente da caverne tbe. ho potuto os-
servare accanto ai tipici bacilli di Koch,
forme esili, allungate, provviste di un
solo granulo, talora di due o tre, riuniti
tra loro da esili filamenti.

Queste forme, mentre erano ben colo-
rabili con il May Grunwald-Giemsa (il
loro protoplasma appariva azzurro scuro,
i granuli rosso bruni) non si mettevano
invece in evidenza con lo Ziehl. Notai
pure forme bacillari tozze, pin grosse di
un comune bacillo di Koch, morfologica-
mente a lui simili, granulose, coloranti in
bleu scuro con il Giemsa, i comuni bacilli
di Koch si coloravano invece in rosso
rosa.

In queste forme, specie in quelle del
secondo tipo, a carico dei granuli si os-
servavano processi moltiplicativi del ge-
nere di quelli che il Mori ha descritto in
alcune specie batteriche coltivate in ter-
reno paraplassigeno; non vidi perd mai
P’ultimo quadro del ciclo da Iui descritto
cioé¢ la frammentazione in elementi bacil-
lari forniti di granuli uni o bipolari (fi-
gura 4).

Erano queste forme da attribuirsi al
germe della tbe. oppure ad altre forme

bacillari? Le ricerche bacterioscopiche

eseguite negli escreati di pneumonici e di
bronchiettasici e nei polmoni di indivi-
dui morti in seguito a lesioni polmonari
non tbe. (polmoniti, ascessi) diedero sem-

pre risultati negativi, che perd non basta-
vano, da soli, a confermare la natura tbe.
di queste forme. Una risposta sicura al
riguardo non poteva essere data che da
ricerche sistematiche eseguite sulle cul-
ture di bacilli tbe., dai primi tempi del
loro sviluppo sino alla loro morte.

A questo scopo da tre culture di bacilli
tbe. su patata glicerinata, provenienti
dall’Istituto di Igiene della R. Universitd
di Bologna, prelevai, di sei in sei giorni,
dei frammenti di patina. che inclusi in
paraffina ; le colture al momento della os-
servazione avevano poco piu di dieci gior-
ni (17-3-1930), e vennero seguite per
quasi tre mesi (30-5-1930).

TecNica. — Per l’inclusione seguivo la
tecnica indicata da Bezancon e Philibert :
asportavo con una spatola rasente la su-
perficie di impianto, un frammento di
coltura della grandezza di 1/2 centime-
tro e lo fissavo, cercando di scoprirlo il
meno possibile, in alcool assoluto, per
una diecina di minuti; successivamente
lo passavo in parafina molle e poi nella
dura, mantenendovelo, in tutto, non piu
di mezz’ora, quindi includevo. Le sezioni
erano di tre quattro millesimi di millime-
tro e venivano montate e trattate come
le comuni sezioni istologiche. Per la colo-
razione mi sono servito di numerosi me-
todi: Ziehl-Neelsen, con colorazione di
contrasto con bleu di metile (metodo que-
sto che permette una ricerca rigorosa del-
I’acido-resistenza, per potere fare la di-
scriminazione tra parte acido-resistente
e non acido-resistente delle colonie) ; Kir-
chenstein, Maj-Grumwald-Giemsa, ema-
tossilina ed eosina, Bielskowskj-Maresch,
colorazione con il bleu lattico, con la del-
ta-purpurina e la benzo purpurina, il me-
todo di Babes per P’actinomyces, il vio-
letto di genziana.

I metpdi che mi risultarono meglio cor-
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rispondere furono il Maj-Grumwal-Giem-
sa, lo Ziehl-Neelsen ed il violetto di gen-
ziana. Una colorazione che mi ¢ sembrata
mettere bene in evidenza la sostanza cia-
nofila & la seguente: colorazione con una
soluzione satura di safranina in acqua di
anilina, per tre minuti, decolorazione con
alcool assoluto: violetto di genziana di
Nicolle per tre minuti; decolorazione con
alcool assoluto.

ASPETTO DELLE CULTURE. — A piccolo
ingrandimento le colonie hanno un aspetto
areolare: la sostanza che le compone &
divisa in tanti alveoli le cui travate di
separazione si fondono le une con le al-
tre; la parte superficiale ha aspetto on-
dulato e presenta delle profonde incisure
dovute all’accrescimento in altezza delle
singole pliche. Si notano talvolta due ca-
vitd areolari comunicanti fra di loro per
mezzo di una specie di canale, piti 0 meno
stretto, limitate da un bordo piu chiaro;
spesso i canali di riunione sono virtuali
per l’accollamento delle pareti dell’al-
veolo. Facendo delle sezioni in serie, si
pud riconoscere il meccanismo di forma-
zione delle cavita di aspetto vacuolare, si
vedono cosi due pliche superficiali, poste
vicine l'una all’altra, riunirsi, poi, ve-
nute a contatto in un dato punto, fon-
dersi.

Usando il metodo di Ziehl, le travate
hanno un colore azzurro (sostanza ciano-
fila di Bezancon e Philibert) e sono dis-
seminate di piccoli punti violetti; a pin
forte ingrandimento (immersione) si vede
che questi punti, di reazione colorante ba-
sica, sono formati dall’accollamento di
20,30 bastoncini pitt o meno flessuosi, tra
loro paralleli, aventi Paspetto e le dimen-
sioni del comune bacillo di Koch. Nelle
sezioni frontali, cio¢ verticali al piano di
impianto delle culture, la parte azzurra
occupa la porzione esterna, la parte rossa,
bacillare, la parte interna; ma non in

tutte le sezioni: in alcune, ad es., in
quelle condotte obliquamente, 1’ordine
puod essere invertito e la sostanza ciano-
fila pud prevalere sulla parte bacillare
esistente e viceversa.

Non osservai, anche in stadi avanzati
di sviluppo delle culture, una prevalenza
assoluta della parte acido-resistente sulla
cianofila ; ¢ da notare perd che in tal mo-
mento le colture non presentano piu la
struttura alveolare, simile ad un favo di
api, che si ha nei primi tempi dello svi-
luppo, ma sembra che le singole travate
si siano fuse tra loro a formare dei grossi
sepimenti, fortemente colorati, che im-
partiscono, a medio ingrandimento, alle
colture una struttura ancora alveolare,
ma. molto piu grossolana.

Esaminando a forte ingrandimento e
facendo oggetto di osservazione la so-
stanza cianofila, questa da l’impressione
di essere formata, in alcuni punti, da
una membrana striata longitudinalmente,
in altri da fibrille disposte parallelamente
al grande asse delle travate pia sopra de-
scritte. Queste fibrille o filamenti, sono
di molto inferiori allo spessore di un ba-
cillo; alcune terminano liberamente, altre
invece, per mezzo di una vera e propria
anastomosi, si uniscono con un fram-
mento di sostanza cianofila vicino; esse
costituiscono come un intreccio, una tra-
ma, su cui sono appoggiati i bacilli acido-
resistenti. Non osservai mai come riferi-
scono DBezancon e Philibert (83) bacilli
acido-resistenti « juxtaposes aux filements
apliqués sur eux, peut étre substitués &
une partie du filement » in modo da co-
stituire « des véritables nervures cjano-
philes sur lesquelles sont plaqués les ba-
cilles, parfois trés raves » ; ma trovai sem-
pre, limitatamente alle possibilitd che of-
fre il metodo di colorazione usato (Ziehl-
Neelsen), una interdipendenza tra le due
forme.
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Se si osservano i singoli filamenti di
gostanza cianofila posti ai margini delle
culture, quindi liberi da soppraposizioni,
si vedono, lungo il loro asse longitudi-
nale, dei piccoli ingrossamenti piu scuri,
che si potrebbero attribuire, grosso modo,
ad un’addensamento della sostanza che
compone il filamento. Questi addensa-
menti, o granuli, come si potrebbero an-
che chiamare, non sono posti uno di se-
guito all’altro, regolarmente, ma a di-
stanza irregolare, lungo PIasse del fila-
mento, in modo che questo appare, in al-
cuni punti, omogeneo, in altri interrotto
a seconda della direzione e delle volute
che esso compie. I bacilli di Koch acido-
resistenti, come abbiamo gid detto, sem-
brano, in alcune sezioni, intrecciarsi coi
filamenti di sostanza cianofila, in altri
(anche in sezioni diverse di una stessa in-
clusione) dominano da soli il campo; os-
servati a fortissimo ingrandimento, piu
particolarmente negli stadi avanzati di
sviluppo delle culture (70 giorni), non ap-
paiono come bacilli isolati, quali si pre-
sentano, ad es., negli escreati, ma come
lunghe catene, fra loro intrecciate, aventi
1’aspetto, grossolanamente, di un grovi-
glio di spago. Come ho detto questo
aspetto ¢ piu netto quando la coltura &
veccehia, in questo stadio il bacillo appare
anche pit voluminoso, tinto vivamente in
rosso, quasi che la sostanza acido-resi-
stente che lo forma fosse aumentata ; an-
che i granuli di Schron-Mircoli-Much, ap-
paiono piu netti, tinti in bruno.

In uno stadio ancora pit avanzato i ba-
c¢illi, che apparivano costituire come una
esile graticeiata, circoserivente, gli alveoli
sudescritti, si agglutinano, si riuniscono
a formare una massa omogenea T08SO-
viva in cui la struttura dei singoli bacilli
rimane poco netta. Se si osservano le
parti piu sottili e marginali dei cumuli
di bacilli, si vede che questi sono andati

incontro a processi di frammentazione,
dividendosi ciascuno in frammenti mi-
nuti, di cui alcuni composti di sola so-
stanza acido-resistente, altri da questa ¢
da un granulo di Schron-Mircoli-Much.

Ho ritratto nelle microfotografie 5 e 6
due di questi stadi: nella prima si vedono
bacilli che si agglutinano e tendono a fon-
dersi in un unica massa, nella seconda.
la frammentazione di due bacilli, paral-
leli, in granuli minuti. In altre microfo-
tografie, presentate nella seduta della So-
cieta di Biologia Sperimentale di Bologna
il 18-12-1929 (64-G3), ho seguito dettaglia-
tamente le varie fasi di questo processo;
non mi ¢ stato perd possibile trarre da
esse clichés sufficientemente nitidi. An-
che nella sostanza cianofila avvengono, ne-
gli stadi avanzati, dei fatti degenerativi:
la striatura longitudinale appare meno
netta, i singoli filamenti sembrano fon-
dersi in una massa omogenea, tinta in
Dleu, in cui si vedono talora catenelle li-
neari di granuli, talora granuli sparsi, in
parte degenerati. Questi granuli, contra-
riamente a quelli di Schrén-Mircoli-Much
dei quali appaiono piu grossi, in questo
stadio, non sono né gram-positivi, neé aci-
do-resistenti.

Colorando le sezioni con il May-Grun-
wald-Giemsa appare abbastanza netta la
differenza tra bacilli di Koch e sostanza
cianofila ; mentre questa ¢ azzurra, quelli
appaiono tinti debolmente in rosa; men-
tre nei primi i granuli di Schron-Mircoli-
Much sono poco visibili 0 mancano, nella
seconda questi sono numerosi. Le due
forme paiono intreceiarsi le une con le al-
tre; i sottili filamenti che si mettevano
in evidenza con il metodo precedente, qui
non sono visibili ; si ha pure 'impressione
che i bacilli siano piu esili, di volume in-
feriore al normale; cio potrebbe essere
dovuto, stando agli studi di Zironi (134),
al fatto che la sostanza acido-resistente



forse non viene, con questa colorazione,
messa in evidenza.

Il metodo che meglio permette di stu-
diare la morfologia delle colture, nei loro
singoli elementi, mi ¢ apparso quello con
la saffranina ed il violetto di genziana
che abbiamo piu sopra descritto. Con que-
sto metodo, usando forti ingrandimenti,
le culture paiono costituite da tre gruppi
di elementi morfologicamente diversi:
forme bacillari tinte in rosso, con granuli
azzurri, corrispondenti, per la forma e
dimensioni, al comune bacillo di Koch:
forme bacillari tinte in viola riunite in
catenelle intrecciantisi a formare eleganti
arabeschi ed infine sottili filamenti az-
znrri; queste due ultime forme sembrano
continuarsi le une con le altre; meno
netti sono i rapporti di continuita fra
queste forme e quelle colorate in rosso.
Seguendo, attraverso numerosi preparati,
le varie fasi di sviluppo delle forme fila-
mentose, si vede che in quelle piu sottili,
apparentemente omogenee, compaiono ad
un dato punto, dei granuli numerosissimi
che sembrano riempire tutto il filamento:
in uno stadio ulteriore, questo si ingrossa,
si tinge, anziché in azzurro, in viola scuro,
¢ viene ad assumere le dimensioni di un
bacillo di Kocl, senza perd abbandonare
la forma allungata. Nelle microfotografie
bo cercato di ritrarre qualcuno di questi
elementi, in quella numero 7 si vedono
filamenti, in alcuni punti isolati (A) in
altri (B) riuniti a formare eleganti vo-
lute; & abbastanza netto I'aspetto granu-
lare; in quella numero 8 si vedono (cul-
ture di 75 giorni) bacilli di Koch allun-
cati, granulosi, fra loro intrecciantisi
iA); frammezzo ad essi, poco evidenti,
filamenti di sostanza cianofila (B).

INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI. — Allo
scopo di eliminare le cause di errore nella
interpretazione di queste forme filamen-
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tose ho ripetuto le ricerche anche in ceppi
diversi di bacilli tbe., ottenendo sempre
risultati identici. Non credo si possa, nel
nostro caso, trattare di inquinamento ; in-
fatti soltanto delle streptotricee potreb-
bero simulare un reperto del genere; ma
non si comprenderebbe come proprio que-
ste, e non i comuni cocchi dell’aria avreb-
bero dovuto infiltrarsi nelle nostre cul-
ture. U'n inquinamento da muffe & asso-
Iutamente da escludere per 'aspetto e lo
spessore ddei filamenti, per D'assenza di
spore e per il fatto che, quando una muffa
inquina tali culture, ben presto le invade
in modo tale da non lasciare dubbi sulla
sua presenza.

ancora ci conforta
mentre con lo Ziehl-
Neelsen si mettono in evidenza soltanto
le forme acido-resistenti e la sostanza
cianofila, con il metodo da noi indicato,
colorando sezioni in serie di una stessa
inclusione, si vedono le tre forme su de-
sceritte; se si trattasse veramente di un

Un’altra ragione
nella nostra ipotesi:

inquinamento dovremmo mettere in evi-
denza le forme parassite con entrambi i
metodi, cosa che non avviene; per queste
ragioni ritengo che le forme filamentose,
da noi osservate nelle culture, debbano
attribuirsi al bacillo tubercolare.

A mio modo di vedere due sono le in-
terpretazioni che ci possono dare di que-
ste forme; ia prima che le forme bacil-
lari adulte, granulose, acido-resistenti,
nel corso del loro accrescimento, diano
vita a singoli elementi, composti cia-
senno di un granulo ¢ di un’azione di pro-
toplasma, riunito a formare lunghi e sot-
tili filamenti.
parte, alle osservazioni di Kirchenstein
(172) e di Bilello, ¢ con quanto, anche io,
ho potuto osservare in precedenti ricer-
che; accettando perd questa ipotesi, si
deve di conseguenza ammettere che gli
clementi giovani, una volta separati dal

Cio corrisponderebbe in
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bacillo che li ha generati, perdano la loro
acido-resistenza per riacquistarla, ad ac-
crescimento compiuto, al inomento in cui
daranno vita a nuovi individui.

Seguendo la seconda interpretazione, si
potrebbe ammettere che la forma primi-
tiva del bacillo tbe. sia quella di un esile
filamento, Gram-negativo, genzianofilo
non resistente agli acidi; con 1’ulteriore
sviluppo, comparirebbero, nell’interno
del filamento, granuli acido-resistenti,
Gram-positivi (granuli di Schron-Mircoli-
Much, corpi gramofili) moltiplicantisi per
divisione diretta ; in questo momento com-
parirebbe I’acido-resistenza. Questa ipo-
tesi & quella che a mio parere, ¢ la pia
accettabile.

Bezangon e Philibert danno dei fila-
menti di cianofila una interpretazione di-
versa che si scosta da quanto noi abbiamo
osservato ; secondo questi AA. « Il semble
que la colonie de bacille tuberculeux se
développe tout d’abord sous forme de fi-
laments de substance non acido-résistante
(cyanophile) qui & un moment donné, se
trasforment en certains points en formes
bacillaires dans les quelles appareissent
les corpuscules cromophiles, puis que les
bacilles acido-résistante dégénérent assez
rapidament pour ne laisser persister que
ces corpuscules cromophiles ». Queste os-
servazioni confortano I’ipotesi che recen-
temente ho avanzato, cioé che i granuli
di Schron-Mircoli-Much siano dei nor-
mali, costanti componenti del bacillo tbe.,
partecipanti attivamente ai suoi fenomeni
moltiplicativi. Quanto ai granuli, in cui
la sostanza cianofila si risolve quando la
coltura invecchia, credo probabile deb-
bano considerarsi come forme degenera-
tive: il loro volume maggiore di un co-
mune granulo di Schron-Mircoli-Much, la
mancata resistenza agli acidi ed agli al-
cool, il trovarsi in seno alla sostanza cia-
nofila, quando questa ¢ degenerata, e solo

in essa, infine la loro scomparsa negli
stadi ultimi delle colture e I’assenza nelle
prime fasi dello sviluppo, a mio modo di
vedere, parlano in favore di questa ipo-
tesi. Parimenti, per le ragioni ora espo-
ste, non credo esista qualche analogia fra
di essi ed i frammenti in cui si spezzano
i bacilli di Koch nelle vecchie colture.

Non mi pare quindi che al granulo,
come granulo, si possa dare, come fanno
Bezangon e Philibert, un valore di unita
a sé, simile a spora.

« Sans doute, essi serivono, il ne s’agit
pas des spores comparables a celles du
bacille du carbon, du bacille de Nicolaier
elles en différent, en particulier, par leur
moindre résistance & la chaleur, mais les
corpuscules cromphiles ont des caractéres
qui permettent de les considérer comme
des éléments de résistance du parasite et
des éléments de reproduction: leur for-
mation exclusive & Yinterieur du baton-
net acido-résistant, leur persistance aprés
la disparition de celui-ci montrent bien
que le bacille semble étre ’organe destiné
2 produire ces éléments. Nous avons vu
que, dans les voiles trés vieux, les élé-
ments bacillaires ont presque disparus,
mais la substance cyanophile, déja en dé-
sintegration, est bourrée de corpuscules
cromophiles; une telle culture, bien qu’il
n’y reste que quelques biatonnets fuchsi-
nophiles, est, dans certains cas, encore
repiquable, nous avons pu en réensemen-
cer un agée de 21 mois avece succes. Il est
logique de supposer que ce sont les cor-
puscules qui réprésentent la seule partie
résistante et non dégénérée de la culture
qui sont P'origine de la genése de la nou-
velle colonie ».

Cio non esclude pero che anche fra gli
ammassi di granuli ed i frammenti di so-
stanza acido-resistente permangano bacilli
capaci di causare una nuova infezione.

Quale ¢ il significato dell’acido-resi-
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stenza del bacillo tbe.? serive Lustig (161)
che «secondo vari ricercatori, Koch com-
preso, e specialmente secondo Marmorek
(77-18-79), il bacillo di Koch, varierebbe
nella sua colorabilita, secondo la sua eta;
i bacilli giovani sono sempre pin colora-
bili di quelli vecchi con i comuni colori
di anilina, inoltre i giovani bacilli si sco-
lerano, non facilmente, sotto I’azione de-
gli acidi e degli alcool, vale a dire sono
meno acido-resistenti e meno alcool-resi-
stenti; tali forme quindi, nell’ordinario
procedimento, si scolorano con il pro-
cesso di Neelsen o qualunque altro pro-
cesso ed assumono poi i colori di anilina.
Anche nel corpo bacillare di forme piu
vecchie si hanno zome che non resistono
alla scolorazione ed assumono il colore di
contrasto, mentre altre volte, nei corpi
cellulari di grossi bacilli provenienti dalle
caverne si hanno forme affatto colorabili
alla prima come alla seconda colorazione
e che appaiono come vacuoli ».

Krjlow (133), nel lavoro citato, se-
guendo lo sviluppo delle culture, notd che
i giovanissimi bacilli di Koch sono Gram-
negativi ed in uno stadio ulteriore Gram-
positivi e, solo in seguito, acido-resi-
stenti. La sostanza Gram-positiva com-
pare per lo pil, nei giovani bacilli, lo-
calizzata in granuli rigonfianti i germi,
P’acido-resistenza per contro, ¢ diffusa.

Secondo Zironi (134) acido-resistenza
del Dbacillo di Koch sarebbe dovuta alla
comparsa, nei giovani bacilli tbe., di uno
o pin granuli o di masserelle, le quali,
ingrandendosi sempre pin e confluendo
assieme, finiscono, col rendere il bacillo
interamente ed intensamente acido-resi-
stente e notevolmente pit grosso e tozzo.

Nei nostri preparati non fu possibile
cogliere nettamente la  trasformazione
della sostanza cianofila nelle forme acido-
resistenti; viene perd spontanco avanzare
Iipotesi che questi ultimi non rappresen-

tino che uno degli stadi attraverso i
quali passa il bacillo the., probabilmente
Pultimo: la maturazione. Maturazione e
non degenerazione, perché mnelle zone
acido-resistenti si osservano ancora pro-
cessi moltiplicativi ed invariata permane
la virulenza, anche quando esse sono ri-
dotte, mnelle vecchie culture, a minuti
frammenti.

Quale ¢ V'ulteriore destino degli am-
massi di granuli e di frammenti bacillari
in cui si risolvono le colture negli ultimi
stadi del Joro sviluppo?

Scrive Kahn, in un suo recente lavoro,
che i bacilli tbe. acido-resistenti, osser-
vati al microscopio manipolatore, in par-
ticolari terreni culturali, presentano, do-
po ventiquattro-quarantotto ore, dei fe-
nomeni di moltiplicazione a carico dei
granuli, del genere di quelli osservati da
Kirchenstein, da Bilello ed anche da me,
fenomeni che possono ricondursi allo
schema di Mori (fig. 4). Dopo un determi-
nato tempo, ventiquattro-quaranta ore, i
fenomeni moltiplicativi si arrestano ed il
bacillo va incontro a processi degenera-
tivi, frammentandosi in « trés fins cocci
ou diplocoques, trop petits pour étre me-
surés, dont quelques-uns se groupent en
chapelets courts ». Queste forme non sono
acido-resistenti, e tendono poi ad aggluti-
narsi in modo che « on voit se former des
amas et les particules qui les composent
deviennent de plus en plus petites, de
sorte que, si on prolonge l’incubation de
vingt quatre a quarante-huit heures, on
ne trouve plus, dans les micro-gouttelet-
tes, que des petits amas des particules
irés fines, en poussiére.

« Ces amas restent inchangés pendant
des périodes de temps variables (vingt-
quatre, quarante-huite heures ou plus).
On peut cependant voir naitre a leur pé-
riphérie les plus délicats batonnets qu’on
puisse imaginer. Au début ces batonnets
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sont tellement gréles qu'on les identifie
difficilment. Ils poussent avec une rapi-
dité variable jusqu'au moment ou ils de-
viennent des bacilles adultes acido-resi-
stants, Quelque uns de ce fins batonnets
se séparent de l'amas ou ils ont pris
naissance et se développent 3 una cer-
taine distance de celui-ci.

«Cependant le plus grand nombre
d’entre eux ne s'en écartent pas et y com-
pletent leur développement » In altre pa-
role, la forma iniziale del bacillo della
tubercolosi, secondo Kahu, ¢ quella di un
esile filamento, non acido-resistente, il
quale si trasforma, con rapidita varia-
bile, in un bacillo di Koch, che, a sua
volta, si divide in granuli minutissimi
non acido-resistenti, simili a polvere, che
generano poi un nuovo filamento.

Possiamo riferire la descrizione di que-
sto Autore a ¢id che abbiamo osservato
nelle culture, seguite, passo passo, nelle
varie fasi del loro sviluppo? A mio modo
di vedere, pur tenendo in considerazione
le differenti condizioni di osservazione e
di esperimento, non mi pare possibile;
Kahn dice che i filamenti si generano dai
bacilli acido-resistenti quando questi si
frammentano in minuti grani; ora in
questo stadio, che noi abbiamo riscon-
trato solo nelle vecchie colture, anche la
sostanza cianofila, con cui si possano
identificare gli elementi descritti da que-
sto Autore, va incontro a processi dege-
nerativi; viceversa, quando i filamenti di
sostanza cianofila sono abbondanti ed in
pieno sviluppo, (prime settimane) i ba-

cilli acido-resistenti sono integri, per
nulla alterati nel loro caratteristico
aspetto.

Tuttavia una parola definitiva in pro-
posito credo possa essere data solo da ri-
cerche, condotte metodicamente nei vari
tessuti the., con lo scopo di seguire, passo
passo, le varie fasi di sviluppo del germe ;

sto eseguendo appunto ricerche in questo
senso, ed i risultati sino ad ora ottenuti,
mi fanno sperare di poter portare un po’
di luce nella questione.

CONCLUSIONI.

In base ai risultati delle nostre espe-
rienze possiamo trarre due conclusioni:

1° I materiali tbe., filtrati attraverso
candela, sia a fresco, che dopo un sog-
giorno pit o meno lungo in termostato
od all’aria, si sono dimostrati privi di po-
tere patogeno per le cavie; in esse pero,
all’autopsia, fu dato riscontrare un note-
vole ingorgo delle ghiandole dell’ilo pol-
monare, Gli esami batterioscopici con-
dotti negli strisci di queste ghiandole fu-
rono negativi, eccezione fatta per quattro
animali, in cui fu possibile mettere in
evidenza forme bacillari, non acido-resi-
stenti, colorate con lo Ziehl in bleu ros-
sastro, non riferibili, per la loro morfo-
logia e per le loro qualita tintoriali, al
bacillo di Koch.

L’esame istologico metteva in evidenza
il quadro di una iperplasia ghiandolare
acuta, con emorragie, zone di necrosi, ed
assenza di lesioni imputabili alla tbe. Il
tentativo di riprodurre con acido solfo-
rico e idrato di sodio, materiali usati per
la omogeneizzazione dei materiali tbe. fil-
trati, I'adenopatia, fu negativo.

Non ebbimo a notare alcuna differenza
di comportamento fra le cavie inoculate
con materiale tbe. filtrato a fresco e quelle
inoculate con materiale filtrato dopo con-
servazione in termostato od all’aria; le
reazioni tubercoliniche, negli animali ino-
culati, furono sempre negative.

2 Gli esami istologici di sezioni di
colture di bacilli della tbe., misero in
evidenza, accanto ai tipici bacilli di Koch,
forme allungate, non acido-resistenti co-
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fantisi in azzurro con lo Ziehl Neelsen (so-
stanza cianofila di Bezancon e Philibert) ;
adoperando particolari accorgimenti tin-
toriali abbiamo potuto osservare che que-
ste forme, nei primi stadi del loro svi-
luppo, sono omogenee, in seguito compa-
iono nel loro interno dei granuli, numero-
sissimi, che impartiscono al filamento
I'aspetto di un rosario; erescendo ancora,
il filamento viene ad assumere le dimen-
sioni di un bacillo di Koch, da esso si di-
stingue perd per la proprietd di non co-
lorarsi con la safranina, di essere Gram-
negativo, e di colorarsi in viola con il
violetto di genziana.

Questi filamenti, intrecciandosi gli uni
con gli altri, formano degli eleganti ara-
beschi ; paiono anche essere dotati di una
certa resistenza, perché resistono piu a
lungo, nelle colture vecchie, ai processi
degenerativi. Anche le forme acido-resi-

stenti, negli stadi avanzati di sviluppo,
non appaiono piu con aspetto di bacilli
isolati, quali si presentano ad esempio
nell’escreato, ma come lunghe catene di
clementi, fra loro intrecciati, aventi a-
spetto, grossolanamente, di un groviglio
di spago; in questo stadio il bacillo ap-
pare pit voluminoso, tinto vivacemente
in rosso, quasi che la sostanza acido-resi-
stente fosse aumentata. Mentre ¢ facile
cogliere il passaggio dei filamenti omo-
genei in quelli granulosi, meno chiara ¢
la trasformazione di queste forme in ba-
cilli acido-resistenti. Fra le forme ati-
piche del bacillo tbe., da noi osservate
negli escreati, e quelle studiate nelle cul-
ture, esistono, sia dal punto di vista mor-
fologico che tintoriale, molti punti di con-
tatto: ricerche ora in corso, condotte in
tessuti tbe., varranno a delucidare questo
punto.

RIASSUNTO.

L’A. previa una diligente rassegna della
letteratura al riguardo, prendendo lo
spunto da due precedenti ricerche, ha
studiato:

1° La filtrabilita del germe della tu-
bercolosi nei materiali tubercolari, sia a
fresco, che dopo un soggiorno prolungato
dei materiali stessi in termostato od al-
I'aria.

20 La morfologia delle culture di ba-
cilli di Koch, seguite attraverso sezioni
istologiche, dai primi giorni del loro svi-
luppo alla loro morte.

In base ai risultati delle sue esperienze
conclude che:

1° I materiali tbe., filtrati attraverso
candela, sia a fresco che dopo un prolun-
gato soggiorno in termostato, si sono di-
mostrati privi di potere patogeno per le

cavie; hanno provocato perd in esse un
notevole ingorgo delle ghiandole dell’ilo
polmonare. L’esame istologico di queste
ghiandole metteva in evidenza il quadro
di una iperplasia ghiandolare acuta, con
emorragie, zone di necrosi ed assenza di
lesioni tbe. L'esame batterioscopico rive-
lava, in alcune di esse, la presenza di
germi non riferibili, per la loro morfo-
logia e le loro proprieta tintoriali, al clas-
sico bacillo di Koch.

Il tentativo di riprodurre, con solu-
zioni di acido solforico ed idrato di sodio,
sostanze usate per la omogeneizzazione
dei materiali tbe., la adenopatia, ¢ stato
negativo.

20 L’esame istologico delle sezioni di
culture di bacilli della the., ha messo in
evidenza, accanto ai tipici bacilli di Koch,
forme filamentose, allungate, non acido-
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resistenti, colorantesi in bleu con lo Ziehl.
Usando particolari accorgimenti tinto-
riali, I’A., ha potuto osservare che queste
ultime forme, nei primi stadi del loro
sviluppo, sono omogenee, in seguito com-
paiono nel loro interno dei granuli nu-
merosissimi, che impartiscono al filamento
I'aspetto di un rosario ; crescendo ancora,
il filamento viene ad assumere le dimen-
sioni di un bacillo di Koch, da esso si
distingue perd per la proprietd di non
colorarsi con la safranina, di essere Gram-
negativo, e di colorarsi in viola con il
violetto di genziana.

Anche le forme acido-resistenti, negli
stadi avanzati di sviluppo, non appaiono
pitt con Paspetto di bacilli isolati, quali
si presentano ad esempio nell’escreato,
ma come lunghe catene di elementi, fra
loro intrececiati; in questo stadio il ba-
cillo appare pid voluminoso, tinto viva-
cemente in rosso, quasi che la sostanza
acido-resistente fosse aumentata. Mentre
¢ facile cogliere il passaggio dei filamenti
omogenei in quelli granulosi, meno chiara
¢ la trasformazione di queste forme in ba-
cilli acido-resistenti.

ZUSAMMENFASSUNG.

Ausgehend von seinen friiheren diesbe-
ziiglichen Studien und nach Wiirdigung
der einschligigen Literatur untersucht
der A.:

1°) Die Filtrierbarkeit des Tbe. Virus
in tuberkulésem Material, sowohl in fri-
schem Zustand, als auch nach lingerer
Aufbewahrung im Brutschrank oder an
der freien Luft.

2°) Die Morphologie der Kulturen des
Koch’schen Bazillus, unter histologischer
Beobachtumg von den ersten Tagen der
Entwicklung bis zu ihrem Untergang.
Die Untersuchungsergebnisse konnen
wie folgt zusammengefasst werden :

1°) Das tbe. Material erwies sich nach
Passage durch Kerzenfilter, im frischen
Zustand wie nach lingerem Brutschrank-
aufenthalt, als nicht pathogen fiir Meer-
schweinchen, wenngleich die Versuchs-
tiere eine bemerkenswerte Schwellung der
Driisen entsprechend einer akuten Hy-
perplasie mit Blutungen und nekrotischen
Zonen bei Abwesenheit tbe. Verinderun-
gen aufwiesen. Bei der bakteriologischen

Uberpriifung fanden sich in einigen dieser
Driisen Keime, die weder ihrer Form
nach, noch auch im firberischen Verhal-
ten zum klassischen Koch’schen Bazillus
in Beziehung gebracht werden konnten.
Kontrollversuche, analoge Driisenver-
dnderungen mit einfachen Losungen von
Schwefelsiure und Natronlauge (welche
Substanzen zur Aufschliessung des tbe.
Ausgangsmaterial gedient hatten) zu
erzielen, hatten negatives Ergebnis.

2°) Die histologische Uberpriifung von
Kulturen des tbc. Bazillus ergab mneben
dem typischen Koch’schen Bazillus auch
fadenartige, langgestreckte, nicht siiure-
feste, nach Ziehl sich blau firbende For-
men. Mittels einer verfeinerten Fiirbe-
technik konnte der .A. beobachten, dass
diese letzteren Formen im ersten Entwick-
lungsstadium  homogene Struktur be-
sitzen, wihrend in der Folge in ihrem
Inneren zahlreiche Korner auftreten, die
dem Faden das Aussehen ecines Rosen-
kranzes geben; im Laufe des weiteren
Wachstums erreicht der Faden die Grosse
cines Kocl’schen Bazillus, unterscheidet
sich aber von diesem dureh die mangelnde
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Irarbbarkeit mit Safranin, durch den
Gramnegativen Charakter und durch die
Violettfarbung mit Genzianviolett.

Auch die siiurefesten IFormen erschei-
nen im  vorgeriickten Entwicklungssta-
dium nicht mehr als einzelne Bazillen wie
etwa im Auswurfe, sondern in langen,
verkniulten Ketten: in diesem Stadium

erscheint der Bazillus volumindser, leb-
haft rot gefiirbt, als ob die siurefeste
Substanz vermehrt wiire. Wihrend der
Ubergang von der gleichmiissig struktu-
rierten in die kornige Fadenform leicht
zu verfolgen ist, bleibt die Umwandlung
dieser letzeren Formen in siiurefeste
Bazillen weniger klar.
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