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LABORATORI SCIENTIFICI DELLA DIREZIONE DI SANITA

(MINISTERO DELL'INTERNO),

Contributo allo studio della tossicita dello spirillo Coleri-
geno (Massaua-Ghinda), dei dottori 1. Incninien
e 1. Ronanpo, Assistenti ai Laboratori scientificl
della Direzione di Sanita.

Queste ricerche che, per ragioni indipendenti dalla nostra vo-
lontd. non abbiamo potuto pubblicare prima d’ora, datano dal set-
tembre 1892,

Nello iniziarle, era nostro scopo spiegarei la notevole divergenza
di opinioni che i diversi autori hanno sulla attivita patogena dello
spiritlo colerigeno.

Sopratutto aveva richiamato la nostra #itenziene wao studio, re-
centissimo allora, del Prof. L. ViNerxzr 1 in cui i rvisuliati delle
esperienze istituite sulle cavie e sui piceioms con il Vibrione
colerigeno  (Massaua-Ghinda) contraddicevano completamente a
quelli ottouuti da PreigrER 2 ¢ ad aleans osservazioni gid [aite
nel Taboratorio batteriologico che noi freuentiame.

Intanto, il ritardo nella pubblicazione di queste no<tre ricerche
ci ha data [a opportanita di leggere ¢, in parte, di coutroilare oli
ultimi lavori su questo argomento. 11 ViNcENzy, uel lavoro ci-

P LOVINGENZT D« Ricerchie sperimentali sul volora o (Liorio e 1o seincze
c0sero, V. 47 1892 NL 3
« Untersuchungen iiher dus clivic vagiit » (Zeitschrift £, g, BN,

wediche, di 1
¢ PrEIFFER:
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tato, enumera alcuni caratteri culturali ¢ biologici dello spirillo
Massaua-Ghinda fermandosi specialmente a quello della esire-
ma virulenza, che potrebbe farlo ritenere identico al V. Melchni-
koff. Ma la diversa produzione di indelo ed acido nitroso (costante
per il V. Melchnikoff, incostante per quello di Massua-Ghinda), ¢
secondo il VINCENzL un caratiere sufliciente per fare di questi due
germi due specie assolutamente distinte.

Viceversa, non solo egli non tiene lo stesso conto della diversa
produzione di indolo ed acido nitroso per distinguere il Massaua-
Ghinda dallo spirillo di KocH, ma non discute tutta laserie degli
altri caratteri differenziali e fonda ia identicitd dei due spirilli
sul fatto discusso e discutibile dell’essere GaMaLEJA ! riuscito a
dare allo spirillo di Kocu una straordinaria virulenza. «Il ne faut
pour cela, dice GAMALEJA, que le porter sur un pigeon aprésun pas-
sage par la cobaye» dopo di che il germe compare nel sangue
dei piccioni ed acquista tale virulenza che una o due gocee di
sangue sono sufficienti ad uccidere qualunque piccione.

Cio, pertanto, costituirebbe un buon argomento se tale osserva-
zione non avesse (come oggi haj una importanza puramente sto-
rica. I risultati di GaMALEJA non furono confermati, e VINCENZI 2
stesso invano cerco di confermarli. E siccome PFEIFFER e NocuT 3
dimostrarono lo scarso potere patogeno, per i piccioni, dello spirillo
colerigeno Koch, che mai non rinvennero né nel sangue né negli
organi, cosi tutto varia se invece di affidarci ai risultati di
GAMALEJA, ci si aflida a quelli di PFEIFFER e NoCHT.

Il ViNcenzl, pertanto, non aceetta Uipotesi sostenuta special-
mente da DoueLAS - CuxNiNGiaM, 1 ¢ ultimamente da Scravo 5,
che si possano ammettere pia speéie di germi colerigeni : secondo
VINCENzZI lo spirillo Massawa- Ghinde deve considerarsi come lo
spirillo di KocH virulentissimo e non come una varietd distinta,
opinione che non si pud cosirecisamente sostenere se si tien conto

! (GAMALEJA : « Communication faite a I'Académie des sciences par M. Pasteur
dans la séance du 20 a0iit 1888 » V. anche: La Semaine Mcdicale, pag 334.

* Loco citato.

* PFEIFFER € NocuT. « Ueber Verhalten der Choleravibrionen in Tanbenkirper ».
(Zeischrife ritr Hyg., Bd. XI).

4 DouGLAS et CUNNINGIANM : «Uher cinige Arten in Caleulia vorkommen der Cho-
levakommabacillen » (Arehiv. fizr Hyy., Bl XIV, pag. 45).

& A, ScLavo @« Di aleune differenze esistenti fra gli spivilli del colera isolati
unelle diverse epidemie » (Rivista @’Igicie ¢ Sanite pubblica. 1802, pag. 545).




di tutti i caratteri morfologici e biochimici dello spirillo Massaua-
Ghinda, il quale presenta, in confronto dello spirillo Kocmu, delle
differenze hen pitt notevoli che non quella diversa produzione
di indolo ed acido nitroso, sufliciente a farlo distinguere dal
V. Metchnikofl.

« I due spirill; di provenienza africana,dice SCLAVO 1, sopra-
tullo si distaccano dallo spirillo di Kot per la forma, per lo
sviuppo nel brolo e su patale, per Pincostansa nel dar liwogo alla
reazione di Burwip nei brodi LOFFLER, per un minore potere
acldificante in presenza dell'alimenin idrocarbonato, per la pro-
prieta di formaie pellicola costanleinente sui brodi con Saccaro-
$10 € bene spesso su quelli conlenenti glucosio, per la facolla di
coagulare il latte semp'ice ¢ quello conlenente saccarosio, per il
minore polere inversivo, ¢, (inalmente, per la spiccata virnlenza
rerso le cavie e verso i piccioni.

Ma noi lasclamo impregiudicata questa questione della identi-
citd, su cui non vogliamo dilungarci, altra essendo la nostra
méta.

Tenuto conto di quanto ci insegna la letteratura dello spirilio
colerigenn, il nodo della questione consisteva per noi nello spie-
garci se lo spirillo colerigeno Massawa-Ghinda, varieti o no della
specie studiata da Koca, agisse come un microrganismo infettante o
come uno puramente attossicante, ¢ se, in questo caso, Pintossica-
zione dipendesse dagli elementi preformati che si inoculano, o da
elementi di nuova produzione dovuti allattivita del germe nell’or-
ganismo.

CantaNi * nel 1886, dimostro, pel primo, il potere tossico della
cultura di colera. Dalle sie esperienze egli argui esistenza di un
veleno colerico, connesso con il bacitio coleirigeno stesso, che si
riscontra anche nelle culture morte.

T12z0NT € CATTANI 3 poterono dimostrare batteriologicamente la
presenza dello spirillo colerigeno nel sangue degli animali inoculati.

Questi medesimi Autori riscontrarono pure lo spirillo nel sangue ¢
persino nel liquido subaracnoideo di ammalati ¢ di morti di colera,
ma non riuscirono a coltivarlo.

U ScLavo: loco cit
* CANTANI: Dewtsche Medizinische Wochensehrift 186, N i,
P T1ZZ0NI € CATTANI: Centralb. f. . imed. Wissen. 1886
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CUNNINGHAM ! provocO la morte delle cavie con forti dosi di
cultura di spirillo colerigeno (Calcutta) ma non lo rinvenne mai
nel sangue o negli organi. Neppure a Lusmie 2 capitd mai di
rinvenire lo spirillo nel sangue o negli organi dei colerosi nei
vari periodi della malattia.

GIBIER ¢ VAN ERMENGEM3 non rinvennero il kommabacillo né
nel sangue, n¢ nel contenuto duodenale di animali morti in seguito
a inoculazione sottocutanea.

PrEIFFER ¢ desume dalle sue esperienze che lo spirillo coleri-
geno inoculato nel peritoneo comunemente muore in breve tempo,
per cui la morte non si deve ad una infezione ma ad una intos-
sicazione deferminata, secondo lui, dalle proteine dello spirillo
stesso, vive o morte.

VINCENZL 3, nel suo lavoro, dice: che con una minima quantitd
di cultura di colera o cresciuta in brodo od in agar, si provocava
nelle cavie per inoculazione sottocutanea un edema acuto, notevo-
lissimo, poi i fenomeni caratteristici della intossicazione colerica
e la morte in meno di 24 ore. Alla inoculazione di poche gocce
di cultura, sia nel cavo addominale, sia nel cavo pleurico, susse-
guiva, senza fallo, la morte in breve tempo. Un’ansa di cultura
cresciuta in agar era sufficiente ad uccidere un piccione in meno
di 20 ore, quando la si introduceva entro i muscoli pettorali.

Su un coniglio che ricevette nell’addome due cme. di una cul-
tura in agar sciolta in brodo (I'A. non dice in quanto brodo fu
sciolta la cultura), si ebbe la morte nello stesso giorno (quante
ore?).

Piut oltre soggiunge (pag. 332):

« Introducendo una minima quantita di cultura di colera (Mas-
saua) sotto cute alle cavie . . . . la morte avviene sempre entro
le 24 ore.

« Le culture fatte coll’edema e col sangue sono riuscite in ogni
caso positive. Scarse colonie si ebbero dal contenuto del tenue,
ma Non mancarono mai.

1 CUNNINGHAM : On the effectes inicction of coleric kommabacilli in the subcuta-
neous tissues, Calcubta 1886.

2 LUSTIG : Zeit, f. Hyg., 111, 1887.

3 GIBIER ¢ VAN BRMENGEM : C. R Ac. T. CL. pag. 470.

¢ PFEIFFER : « Untersuchungen iibor das Cholera gitt ». (Zeitschrift Hyg. Bd. X1.)

5 VINcENzI: loc. cib.

j
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« La inoculazione nelladdome di poche gocee di coltura in hrodo
0 di una minima quantitd di cultura sospesa in brodo & susseguifa
dopo 3-4 ore da una dolorabiliti eccessiva di tutto il ventre, . . .
La morte si verifica dopo 8-12 ore. Dall'essudato peritoncale si
ottennero sempre culture abbondantissime di bacillo virgola, né
mai riuscirono sterili quelle del sangue. Dal contenuto del tenue
solo in due casi riuscii ad ottenerc un discreto numero di colonie.
Con Tinoculazione nel cavo pleurico . . .. . . . la morte avviene
in 8-10 ore. Anche in questi casi il sangue di costantemente cul-
ture di bacilli virgola ».

Questi fatti « estrema virulenza » Qi « quanlila microscopiche »
di spirillo Massaua e la sua presenza nel sangue, non si erano
ben constatati durante le esperienze del prof. Scr.avo sulle differenze
tra gli spirilli colerizeni delle diverse epidemie.

Pertanto noi allargammo tali esperienze studiando :

1o La virulenza dello spirillo Massaua-Ghinia nelle cavie e
nei piccioni ;

‘2 La distribuzione di esso nell'organismo degli animali in cui
viene inoculato ;

3 L’azione dei principii attivi di tale spirillo.

Abbiamo fatto sempre uso di animali di media arandezza {cavie
di 300-400 gr., piccioni di 200-300 gr.) e di culture recenti in
agar (24 ore circa) sospese in acqua sterilizzata onde portare nel-
Torganismo la minore quantiti possibile di prodotti del ricambio
ed essere cosi sicuri di avere separata l'azione patogena dei pro-
dotti preformati da quella dovuta alla prescuza dello spirillo
nell’organismo. (Abbiamo fatto uso dell’acqua sterilizzata - alla cui
azione, del resto brevissima, lo spirillo resistette hene - invece del
brodo per non porfare nell'organismo i costituenti del brodo, so-
stanze non del tutto indifferenti per gli animali da esperimento).

E perché non si faccia a noi la obbiezione che Vincenzi! fa a
PFEIFFER per spiegare la diversitd dei risultati ottenuti, dichia-
riamo che fu nostra cura speciale assicurarci un materiale atti-
vissimo mediante 10-12 passaggi consecutivi da cavia a cavia.

Con tutto ¢id i nestri risultati sono hen diversi da quelli di
VINCENZI

Secondo questo Autore con lo spirillo di Massawa-Ghinda si
otticne sempre la morte degli animali (cavie o piccioni) con quantita
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microscopiche di culture in brodo od in agar; si avrebbe ciod a
fare con un microrganismo il quale spiega proprieta infettanti al-
trettanto spiccate quanto il bacillo del carbonchio, del colera dei
polli ece. ecc.

Invece - come appare dalle seguenii tabelle - la dose da noi
constatata mortale varia da !/; al una cultura inagar! a seconda
della specie dell’animale e nel punto di inoculazione.

Cosi nelle inoculazioni sottocutance cd intramuscolari la dose
varia da 1/, (cavia) ad una cultura circa (piccione), mentre nel
peritonco varia da !/, (cavia) a 1/, (piccione).

Con quantity inferiori non abbiamo osservati che fenomeni pitt
0 meno gravi di avvelenamento: diminuzione della temperatura,
leggero grado di paresi, specialmente del treno posteriore, ma

=t

lanimale si riaveva pii o meno prontamente.

TABELLA K TABELLA XK.

Cavie inoculate nel tessuto sottocu- Piccioni inoculati nelle masse musco-
taneo con culture - su agar - di lari del petto con culture - su

24 ore. agar - di 24 ore.
}' B anti _Quulml,;rju__- o
N9 peso T EsiTo o peo Hocuia o psiTo

| di cultura) |

Liss oy viva 1230 1y vivo !
Pz e » 212620 »
alwooy, » ales Y, »

126 1y, » 4 Yy »
51320 Yyt dopo 8 are | 5| R8T S » !
Lelaos !y, 1 viva 6lem! » :
}’ TU967 ) Yy |4 dopo6 fore | 7 %20y, | » ‘
1‘ 81205 1, ‘ Ty 5y 827 v, + dopo 11 ore
o ;;70‘ Lo+ » 6 » | 92950 2 vivo
wofs17 1 + » 4 » |to|247 . | 4 dopo 10ore !l
f ’ 62 1 [t > 7>
Ii 121283 1 Tt 7oy

t Culture nelle solite provetle contencnti 10 eme, di agar disteso a hecco di
clarino.




Cavie inoculate nella cavita perito-
neale con culture - su agar - di

TABELLA XNL

TABELLA RV,

Piccioni inoculati nella cavita perito-
neale con culture - su agar - di

24 ore. 24 ore.

! Quantili N | Quantita |

. e | InOCH At PR, . v inoculata ) o~
LY 01 Peso ) ESITO No e i e r ESITO
it ! di culturay, i di cuitura);

I - _

[ | 407 1 | viva ! vivo i
| N , |
P20y, » i, »

|
3300 Voo utxo::n‘: L‘;{:\rrlfo vy | 4
‘f 4 308 Yy | tdopo 12 ore Yy " + dopo 11 ore
i 377 Yo i » 8 » 1, 1 vivo
! G299 Y, +or 105 v, »
| TR s } Ty 0 » Yo i dopo 10 ore
I 8 349 1,3 Lo T s '/2 T o> 8§ » |
Folats| v, 4+ 71, 1 e 90s
ETIR 2 E VA IR I : |
i
sl ol 4| | | |
Hm 312 2 ey et | \

Con le quantita citate da ViNcenz si ebbe costantemente nessuna
o pochissima reazione.

Abbiamo anche cercato di aumentare la ricettivita dei nostri ani-
mali diminuendo loro i poteri di resisienza col digiuno (2-3 giorni)
e col cloralio idrato (10-20 cgr.) o con P'uno ¢ l'altro insieme.
I risultati variarono di poco: lo stato di debolezza organica in cui
mettevamo gli animali, se (avoriva lo sviluppo della sindrome feno-
menica aggravando ed abbreviandone il decorso - tanto da avere
la morte in 4-5 ore anzi che in 7-10 - non aumentava di molto la
ricettivitd. Di fatto, la quantiti mortale cra ben di poco inferiore
a quella sperimentata prima, ¢ - ad ogni modo - di gran lunga
superiore a quella impiegata da VINCENZL

Girca la forma morbosa provocata dalle inocutazioni dello spi-
rillo Massawa-Ghinda, 1e nostre osservazioni collimano, a un di-
presso, con quelle di ViNceNzr in c¢io che riguarda i fenomeni
esterni - che sono gli stessi riscontrati da ogni osservasore - ol
il reperto anatomo-patologico : essudato (non costante pero) tenue,
di colore gialliccio, contenente batterl - won mollo iumeross - se
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si trattava di inoculazioni intraperitoneali, leggero edema sieroso-
sanguigno se si trattava di inoculazioni sottocutanee ed intramu-
scolari.

In complesso se questi fenomeni sono gli stessi che descrive il
VINCENZI non ne presentano pero Pimponenza, che, del resto, in
genere, & pitt una funzione dell’attenuazione di un germe che non
della estrema sua virulenza.

Riguardo al decorso della forma morbosa abbiamo osservato
- come gid dicemmo - che le quan iti adoperate dal VixcEszt non
davano al pii che un avvelenamento passeggero, che abbiamo po-
tuto aggravare aumentando la quantiti del materiale di inocula-
zione, finche, raggiunta la dose mortale, i fenomeni tossici insor-
gevano rapidamente negli animali inoculati, e le cavie ne morivano
in 5-8 ore ed i piccioni in 8-12.

In casi eccezionali e con dosi molto forti abbiamo oftenuta la
morte delle cavie in 1 1/,-2 ore.

Ora noi non sapremmo spiegarci come, culture cosi attive, quali
sono quelle adoperate dal VINGEnzI, uccidano solamente in capo
a 24 ore circa, sc non ammettendo che il germe, indipendente-
mente dalla quantitd inoculata, trovi nell’organismo eondizioni fa-
vorevoli alla sua moltiplicazione in modo da determinare - dopo
il lasso di tempo necessario alla moltiplicazione stessa - i feno-
meni che producono la morte.

Fin qui, invece, le nostre osservazioni ¢i fanno ritenere che lo
spirillo Massaua-Glinda non trovi nell’organismo delle cavie e dei
piccioni un terreno molto adatto all'esplicamento delle sue energie
bio-chimicle.

Le ulteriori esperienze che qui riferiamo ci metteranno in grado
di meglio chiarire i nostri concetti.

.
Abbiamo gia detto che negli animali uccisi dallo spirillo Mas-
saua-Ghinda noi abbiamo ritrovato costantemente — quantunque
in maggiore o minore quantitd - lo spirillo stesso nel punto di
inoculazione,
La nostra indagine non si & limitata alla ricerca batteriologica
¢ batterioscopica dei tessuti in cui avevamo praticata I'inoculazione:
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noi abbiamo sempre eseguito 1o stesso esame con il sangue, fegato,
milza, midollo delle ossa, e contenuto del tenue. In quattro soli
dei numerosi animali inoculati e morti, abbiamo potuto rinvenire
lo spirillo nel sangue; e, tuttavia, nemmeno in questi quattro casi
¢i fu possibile ritrovarlo microscopicamente.

Abbiamo, anche, veluto accertare se deprimendo l'organismo
(digiuno, cloralio) si potesse constatare la presenza dello spirillo
nel sangue : anche in queste condizioni il. reperto fu costantemente
negativo.

Dunque, quaitro volte soltanto, abbiamo ottenute delle culture
di spirillo (Massaua) dal sangue, ¢ (uesti quattro casi costituiscono
per noi una eccezione spiegabilissima, poiché, per cause acciden-
tali, i quattro animali furono sezionati parecchie ore dopo la morte,
- uno, anzi, 24 ore dopo -.

Non ci parve inverosimile interpretarlo come un fatto Dpost-mor-
tem, il che siamo ora in grado di affermare avendo istituite speciali
ricerche per determinare se, ¢ quante ore dopo la morte, lo spi-
rillo Massaua-Ghinda possa arrivare nel sangue in virta dei
suoi vivaci movimenti.

Abbiamo inoculate quattro cavie con dosi certamente mortali ¢
ne abbiamo csaminato il sangue - rispeliivamente - subito depo
la morte, tre, sei, dieci ore dopo. Questa esperienza fu ripetuta
parecchie volte nel corso delle nostre ricerche: solo dopo un mi-
numum di circa sei ore si puo riscontrare lo spirillo nel sangue,
senza potere perd constatarlo microscopicamente.

Il reperto negativo dello spirillo Jussaia nel sangue - durante
la vita - ¢ dovuto ad uno speciale potere battericida del sangue
stesso ?

Per assicurarcene abbiamo, da un lato, portato direttamente lo
spirillo a contatto del sangue con iniezioni endovenose, dall‘altro
abbiamo raccolto del sangue ¢ del siero di cavia e vi abbiamo
coltivato lo spirillo.

ViNcENz, il quale pure ha coltivato lo spirillo nel siero di ca-
vie non parla del modo con cui lo ha raccolto,

Noi abbiamo trovato una estrema difficoltd, nel raccogliere - dalle
cavie ¢ dai piccioni - il sangue al riparo di ogni inquinament-.

Abbiamo tentato invano parecchi modi dj estrazione, dalla giu-
gulare, dalla carotide, dal cuore di una cavia appena uceisa. Ap-
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poggiandoci al dato anatomico che nei piccioni sono molto svilup-
pate le arterie vertebrali abbiamo tentato di estrarne il sangue
recidendo - sotto una campana - il canale vertebrale, dopo averlo
isolato perfettamente da tutto il resto ed averlo lavato con subli-
mato, alcool ed etere.

Siamo, finalmente, riusciti nell’ intento facendo uso. di un appa-
recchio - altrettanto semplice-che utile - consigliatoci dal dott. Sclavo.
Consiste in una piccola bevuta di Erlenmayer contenente - o pur
no - un po’ di jazs (a seconda che si vuole raccogliere il sangue
defibrinato o pure il siero di sangue), chiusa da un tappo di gomma
a due fori pei quali passano duec tubi di vetro. Uno di questi tubi
¢ inferiormente e superiormente poco pit lungo del tappo che attra-
versa ed ha I'ufficio. di dar esito all’aria; I.’al-
tro tubo penetra nell’Etlenmayer per /s circa
diretto obbliquamente in'modo che la corrente
di liquido che vi passa non cada' sul ‘fondo,
ma bensi sulla parete dell’Erlénmayer. Fuori
della bevuta questo tubo é diretto in basso
ed incurvato in modo da formare con1’asse
della bevuta un angolo di 45° e termina con
~———=—" un ago cannula che vi é saldato (fig. IL).

eiged Si prepara con-la. solita tecnica ‘e si steri-
lizza all’autoclave. Al momento di servirsene, la parte sinistra del
torace di una cavia viene denudatadella cute e dei musecoli finché
si scorga chiaramente la escursione cardiaca. Si penetra allora
rapidamente con I’ago cannula nella punta del cuore ed il sangue
sgorga ritmicamente nell’ Erlenmayer. Da una grossa -cavia di
500-600 gr. si ha, cosi, in pochi secondi 15-20 gr. di sangue. Si
lascia in riposo nella ghiacciaia se si vuole raccogliere il siero ; si
agita prolungatamente coi jais se si vuole il sangue defibrinato e
si distribuisce in piccole provette.

STERN ! ha constatato che lo spirillo colerigeno non vive nel
sangue wmano defibrinato.

VINCENzZI 2 ha coltivato lo spirillo Masseua nel siero di cavia
ed ha osservato che « non solo non vi mwore ma si moliiplica »

! STERN: Zeitschr. [. Klin, Medie, Bd. XVIII.
2 VINcENZI: loco citato. |




— 18 —

Recentissimamente HaMMERL ! ottenne questo stesso risultato
con gli spirilli isolati nelle epidemie coleriche di Finthen, Duis-
bourg, Parigi. Lo spirillo dell'epidemia colerica di Sanghai, invece
non prospera nel sangue.

Il risultato da noi ottenuto & questo: che lo spirillo Massaua-
Ghinda nel sangue e nel siero di cavia si sviluppa ; dalle no-
stre esperienze - benché assolutamente incomplete per la difli-
coltd i avere materiale a suflicienza - dobbiamo perd arguire
che si sviluppa attenuandosi notevolmente.

Noi abbiamo tentato di stabilire molto grossolanamente il rap-
porto che passa tra la quantith di germi.di una delle solite cul-
ture di 24 ore in agar (10 cme. circa di agar) e la quantita di
una cultura della stessa etd in sangue defibrinato (5 cme. circa).

Abbiamo sospeso il prodotto di una intiera cultura su agar in
10 em.c. di acqua distillata sterilizata: abbiamo trasportato 1 cm.c.
di questa sospensione in 10 cm.c. di acqua, ed abbiamo allo stesso
modo ripetuta I' operazione fino alla 5* diluizione (1 cm ¢. = 1000
della cultura primitiva). Abbiamo seminato in piastre di gelatina
Y di em.c. di questa 5¢ diluizione (1, = Y 1000000 della cultura
primitiva) ottenendo una media di 752 colonie per ciascun decimo
di em.c. (cio¢ 752,000,000 di colonie nella cultura primitiva).

L’errore deve certamente essere grossolano, ma siccome lo stesso,
identico errore si ha per la determinazione della quantita di colonie
nel sangue defibrinato, il rapporto fra questo caso ¢ quello si pud
ritenere come relativamente approssimativo. Con la stessa tecnica
abbiamo avulo per una cultura di sangue defibrinato 85,000,000
di colonie, cio¢ il rapporto di: 1 cult. su agar — 83/ cult. circa
nel sangue.

Orbene, inoculando a quattro cavie - nel peritoneo - due cul-
ture per ciascuna, di spirillo coliivato nel sangue (quantita corri-
spondente ad un Y/, di cultura su agar sufliciente ad ucciderc una
cavia di media taglia) noi non abbiamo potuto provocarvi che
dei fenomeni di intossicazione che dileguarono completamente.

Ad altre due cavie inoculammo - rispettivamente - tre ¢ quattro
culture ugualmenic senza ammazzarle.

Per mancanza di materiale e per la grave diflicol(i di procurarlo

P HAMMERL : Hygicnische Rundschon [T R BT




-] —

non abbiamo constatata la quantiti necessaria a produrre la morte

dell’animale.

Per quanto imperfette e grossolane queste

esperienze c¢i hanno

lasciata la convinzione che una attenuazione dello spirillo deve
avverarsi nelle culture in sangue defibrinato.
Per iniezione endovenosa (giugulare nelie cavie, vena dell’ala

nei piceioni), quantiti uguali
sufficienti a determinare ip
5-7 ore, non

intossicazione.

od anche maggiori alle minime
cavie dello stesso peso la morte in
inducevano che delle forme pit 0 meno gravi di

Abbisognavano delle quantiti veranente eceezionali per produrre
la morte e sempre in un periodo superiore a 5 ore: I piccioni

resistono a quantitd straordinarie, ad

sulta dalle annesse tabelle.

TABELLA ¥,

Cavie inoculate nella vena giugulare
con culture - su agar - di 24 ore.

] gua@
oo oilia | i
1 di cultura)
L]y, viva
232 1 »
3 mvl oy, »
1| 286 A + il giormo appresso
51310 A viva
G| 285 s 4 dopo 7 ore
71367 1, viva
81509 A 1 dopo 12 ore
91300 Y, T » 6 »
0320 1, |+ 5 51y
11] 372 Yy T Ti»
2101 1 e 6

una intiera cultura, come ri-

TABELLA WK,

Piccioni inoculati nella vena deli’ala
con culture - su agar - di 24 ore.

Quantita

\'.‘7“!‘0 of Hoctlala | it
' dicultura)
1] 254 [y vivo
2l »
3242 | vy, | »
afol oy »
SJ 292 | s | » i
6| 25| v, ’ »
71225 2y | »
81230 1 J » i
9 ‘ 242 1 © % dopo 8 ore i
012377 1 [ viv
“1 270 | 13 ,‘ + dopo 9 ore |
22 14 14 5 7.

12]

TizzoNt e CATTANI ! non riuscivano a produrre la morte degli
animali con la inoculazione endovenosa di spirillo colerigino : era

! TIZZONT 0 CATTANI: Centraldblate 7, d. ned, Wissenscl, 1857,
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necessario, ad ottenere Ueffetto, inoculare centemporaneamente del-
L'oppio nel peritoneo.

Nei casi di morte, noi non abbiamo potuto constatare la pre-
senza dello spirillo nel sangue né in preparati né batteriologica-
mente.

TizzoN1 e CaTTaNt ! constatarono anche il passaggio dello spirillo
dalla madre al feto,

A noi accadde spesso, durante (ueste nostre esperienze, di ino-
culare delle cavie gravide, ¢ di sezionarie appena morte, e, spesso
jure, abbiamo rigorosamente esaminato il sangue della madre ¢
quello del feto, nonché la placenta, I"amnios, ece. senza pero
constatare la presenza dello spirillo nel circolo né materno, né
fetale.

Lo stesso fatto ¢ confermato da Lrsg 2 il quale non rinvenne
mai lo spirillo ¢ lerigeno in feti di madri colerose.

A complemento di quanto abbiamo esposto riferiamo altre espe
rienze fatte allo scopo di studiare I andamento della vita dello
spirillo Massaua nel sangue circolante,

La possibilita della vita dello spirillo nel sangue morto, ncl
sangue ridotto, - da tessuto composto di elementi dotati dj speciali
attivitd bio-chimiche - a semplice terreno nutritivo, non ¢ dava
alcuna luce su questo proposito. A noi inter-ssava osservare la
eliminazione del germe e la sua relazione con gli effetti della
inoculazione.

Abbiamo praticate in otto cavie, a un di presso del medesimo
peso, delle iniezioni endovenose (i quantitd variabili di spirillo
(da 1/ a1f, cultura). A 1 di queste cavie, abbiamo inoltre iniettato
sottocute delle quantita variabili dj cloralio (da 10 a 20 cgr.) onde
metiere lo spirillo in pit favorevoli condizioni di vita rispetto al
sangue.

Ad intervalli di mezz’ora 1e abhinm. - con tutte i¢ precauzioni -
esaminato il sangue in goceia pendents, diluita in eloruro sodico
0.75 %, ed in preparati colorati, facendo, inoltre, di ciascun sag-
gio delle semine in brodo

P TIZZOND @ CaTraND: ) el eif.
*Lustio: Zei. £ iy, T, 4887,
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Due ore dopo, al pia, le semine riuscivano sterili: il reperto
microscopico era, gia prima, negativo.
La unita tabella rende meglio il complesso dell’esperienza.

TABELLA wa,

| Quantiti | . I brodi

“ N9 | Peso jhoculata Eta - Cloralio . yimasero
della| in (in parti elin in sterili LExITO |
jcavial gr. | alculoarn) cultura | exr, dopo:

1/, 2ore — oo Viva
} ljl’ » 2 1 » »
! » — 1__, » »
| » D 2 ore fronada morta il giorue dopo
F » - 2 » +
| o — Hioma 4 » 7 » ' s |
i o> 10 2,00 4+ > 4 » \ £ ]
|

Da essa si rileverebbe - per quanto queste esperienze siano troppo
ristrette - che quanto pi presto viene ucciso il germe tanto pit
tardi avviene - celeris paribus - la morte.

Il terzo quesito propostoci era di studiare I'azione dei principii
attivi dello spirillo Massaua-Ghinda: di studiarli per quel tanto
che poteva confermare i convincimenti - generati in noi dalle espe-
rienze fatte finora - sulla sede del potere tossico ( proiotti del
ricambio ? protoplasma cellulare dei microrganismi?); dimostrarci
fino a che punto nella intossicazione colerica questa fosse do-
vuta alla inoculazione di elementi preformati o ad elementi di
nuova formazione nell’organismo animale. Di qui sarebbe venuta
la spiegazione sul modo con cui il germe esplica la sua azione
sull’organismo.

Cantani pel primo - come gid abbiamo detto - attribul questa
azione ad un veleno intrinseco del batterio, che permane attivo
anche dopo la morte del batterio stesso.
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TizzoN1 ¢ CATTANI ! e cosi pure VAN ERMENGEM 2 provocarono
la morte negli animali con culture sterilizzate, ma senza separare
Iazione dei prodotti del ricambio da quella dei microbi stessi vivi
o morti. Kocir 3 ¢ dopo di lui Krrps t affermano che i fenomeni
eenerali e la morte per colera, si debbono all’assorbimento di un
principio tossico prodotto dal commabacillo.

VILLIER 5 isolo dagli organi e dal contenuto intestinale dei co-
lerosi una sostanza di reazione alcalina, appartenente secondo lui
al tipo chimico piomaine.

Fin qui la massima parte degli autori, - citati e non citati, -
i quali parlano di una sostanza tossica, I'hanno ricercata di solito
in culture semplicemente sterili, senza scindere l'attivita dei pro-
dotti del ricambio da quella che il microrganismo possiede in s¢
stesso.

DovEeN 6 invece afferma che lo spirillo colerigeno non produce
sostanze tossiche. Egli spiega il meccanismo patogeno dello spirillo
colerigeno non con l'azione di prodotti tossici, ma con il pervenire
del microrganismo nel sangue.

PFEIFFER © ha confermato, illustrandola, l'opinione di Cantani,
dimostrando rigorosamente che alle proteine ¢ dovuta I'azione spe-
cifica del colera.

Egli non riscontrd mai lo spirillo nel contenuto intestinale degli
animali inoculati: spesso, sangue ¢ contenuto peritoneale furono
riscontrati sterili, e quando nella caviti peritoneale constatd la
presenza dello spirillo, questo era in scarso numero. Se dunque lo
spirillo subiva ncll'organismo una distruzione, risultava cvidente
trattarsi non di infezione ma bensi di iniossicazione. E constato,
precisamente, che la sostanza attossicante ¢ il corpo stesso del
batterio. Inoculato morto ( colera, cloroformio, tymolo) occorrono
di esso quantitd superiori, di quando viene inoculato vivo, ma
leffetto e il quadro fenomenologico sono li stessi.

1 TIzZ0NI @ CATTANI: lavori citati

T VAN ERME 3N Recherches sur le micyobe du choléra asinliqie. {87

Y Kocu: Berl. Klin, Wockeit, 1835,

4 KLEBs: Mitthetlungen [ur Actiologic der cholera. NS5

5 VILLIER : « Sur la formation de ptomuines daus e e¢holéra » (Compte Rend.
Aead, T. C. 91).

5 PFEIFFER : lavoro citato,
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Dalle nostre esperienze risulta chiaramente che lo spirillo cole-
rigeno di Massaua ¢ un microrganismo attossicanto. Leffetto ¢ stato
sempre in ragionc diretta della dose: il periodo necessario ad
ottenersi effetto, in ragione inversa della dose siessa,

Noi abbiamo - per animale di una data taglia - ura dose mortale
limite, al di sotto della quale non si hanno che fenomeni di avve-
lenamento: quantita maggiori non fanuo che aflyetiare la morte.

Questa dosz limite, varia secondo il punto di inoculazione: ¢
minima se inoculata nella eavith peritoneale, magaiore nel tessuto
sottocutanco o intramuscolare, massima nel sangue. Di piu, sot-
tocute e nel peritoneo, noi abbiamo sempre ritrovato lo spirillo vivo
nel puato di inoculazione, né¢ lo abbiamo mai constatato vivo nel
sangue, dopo la inoculazione della rispettiva dose limite. Questo
tessuto rappresenta dunque un terreno assolutamente stavorevole
alla vita del batterio, il quale vi muore in brevissimo tempo.

L’azione pare dunque dovuta - in tal caso - esclusivamente
al batterio morto.

Sottocute ¢ nel peritoneo abbiamo invece una parziale molti-
plicazione. Sebbene, come abbiamo detto, lo spirillo non trovi nei
tessuti delle cavie e dei piccioni un terreno troppo favorevole alla
sua vita - o per ’azione battericida degli umori o fagocitica delle
cellule, o per Puna ¢ I'altra insieme - lo si riscontra tuttavia perché
la dose limite & piit che sufficiente a vincere i poteri di resistenza
che immediatamente vengono opposti, cosi che una parte dei germi
Introdetti possono moltiplicarsi ed addizionare la loro azione a
quella dei germi periti nella lotta e che sono tuttavia attivi per il
loro protoplasma. In altri termini, mentre nel sangue la dose limite
¢ rappresentata da elementi preformati i quali agiscono non per la
loro attivitd (poiché vengonoin breve uccisi), ma per laloro pre-
senza, nel sottocutaneo e nel peritoneo, la dose limite - ove do-
vesse agire per la sola presenza - sarebbe insufficiente produrre
la morte. Pertanto agisce abbattendo - in primo tempo - i poteri
dell’organismo, moltiplicandosi poi per raggiungere la dose mortale;
tanto & vero che I'effetto si ottiene pili rapidamente sc si procura
artificialmente la diminuzione di resistenza con il cloralio 0 con il
digiuno.

Cosi noi ¢i speghiamo perche la dose debba variare col luogo
di inoculazione.
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Per avere la conferma sperimentale di-queste nostre vedute ,
senza addentrarci nello studio di prodotti tanto complessi, noi
abbiamo semplicemente separate le proteine dai prodotti del ri-
cambio, sperimentando quelle e queste sugli animali, separatamente
ed insieme per ricostituire - presso o poco - cié che pud avvenire
nell'organismo. Attraverso un piccolo filtro di porcellana (Kitasato)
adattato come appare della fiz. 2 (previamente sterilizzato all’au-
toclave ), abbiamo filtrato - a pressione diminuita - 100 cme. (10
cent) di cultura di 10 giorni, in brodo semplice, dello spirillo
Massaua-Ghinda. Per la filtrazione si im-
piegarono otto ore. Si ottennero 92 cme. di
filtrato limpidissimo ed assolulamente ste-
rile. Prelevato il prodotto della filtrazione
abbiamo ripetutamente lavate le proteine
- attraverso il filtro stesso - con acqua di
stillata, sterile cloroformizzata. Le abbiamo
quindi sospese in acqua sterilizzata cloro-
formizzata, lavando scrupolosamente le pa-
reti del filtro e del tubo che le conteneva,
Si pud ritenere che la perdita sia stata
presso che inaprezzabile. Il controllo su pia-
stre ci dimostrd che la sospensione era as-
solutamente sterile.

Abbiamo deposto questo liquido in una \
capsula di platino contenuta in un pesa- s
capsule (il tutto sterilizzato e pesato dopo s %
parecchie ore di permanenza in un essiccatoio ad acido solforico)
e lo abbiamo portato a secchezza nell’ essiccatoio a pressione
diminuita. La doppia pesata ci ha indicato il peso delle proteine
ottenute = gr. 0.048: cioé una media di gr. 0.0048 per una cultura
di 10 cm.c.

Le abbiamo diligentemente diluite in 20 cm.c. di acqua steriliz-
zata (1 cultura =2 cm.c.) e ne abbiamo inoculate parecchie cavie
con dose varia, ed a coppia (una piii grande e 'altra pil piccola),
onde determinare, il pil esattamente possibile, il potere venefico
per chilogramma di animale.
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TABELLA winL,

] Peso | Quanuitd inoculata | Quantiti inoculata
in | in in ESITO
“ grammi | centim. cubici # arammi
309 3/ ‘ 0.00072 viva
365 3/ | 0.00072 »
27 1o 0.0012 +
370 10 | 0.0012 viva
325 m | 0.0016G8 +
137 10 0.00168 viva
342 1 0.00214 + It
480 1 0.0024 ; + |

Dalla presente Tahella si ha come quantitd necessaria a pro-
durre la morte dell’aniwale una media di gr. 0.004 per chilogramma
di animale.

Con lo stesso metodo e con la stessa tecnica abbiamo determinato
il peso delle proteine che noi inoculavamo ai nostri animali (nelle
esperienze con le quali abbiamo studiata la virulenza dello spirillo
Massawa-Ghinda per e cavie e pei piccioni) con le dosi di cultura
viva che noi abbiamo riconosciute mortali. Dalla patina di 10
culture in agar, di 24 ore, diligentemente sospesa in acqua steri-
lizzata cloroformizzata, abbiamo ottenuti gr. 0.0142 di proteine,
ciod una media di gr. 0.00142 per ogni cultura,

Dal rapporto che intercede fra I’attivita della cultura viva e
della cultura morta si vede che la quantiti di cultura viva neces-
saria a produrre la morte per le vie delle vene si avvicina di
molto alla quantitd di proteine necessaria a produrre lo stesso
cffetto. E questa differenza, si assottiglia anche pilt se si tien conto
che microrganismi vivi rappresentano per I’organismo qualche
cosa di pii micidiale che non le semplici proteine, in quanto che
per la lotta che impegna, I’ organismo resta di fronte al veleno
dei cadaveri di questi microrganismi in condizioni meno buone di
quelle in cui si troverebbe di fronte ad una stessa quantita di
cadaveri, ma senza aver sostenuta la lotta per ridurli tali.

Un ultimo punto ci rimane a toccare prima di chiuderc questo
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nostro condributo : Tazione dei prodotti del ricambio dello spirillo
Massaa~-Ghinda.

Riportato a 106-con acqua distillata sterile - il filtrato ottenuto,
ne abbiamo inoculato a cavie della solita taglia 1-2-3-5-10 cm c.
pari a 116=/1y=315-,53/, - 1 delle solife culture senza provo-
carne la morte. Depressione della vivacita, malessere vivo, movi-
menti disordinati, convulsivi, ma giammai i fenomeni salienti della
intossicazione colerica: né abbassamento notevole di temperatura,
né paresi ecc

Dato questo risultato, ci parve utile ripetere le esperienze ino-
culando alle cavie, assieme w dosi varie di toxine, dosi varie di
proteine, onde studiarc I’ azione simultanea dei due fattori che
nell’ organismo, quando vi & moltiplicazione del germe, agiscono
di conserva.

Riferiamo, nella seguente tabella i risultati ottenuti.

TABETLA EX.

K R R COCUL AT
Quantita di proteine QUANTITA INOCULATA

necessaria ESITO

ad uccidero 'animale Proteine Tosine
| e (gr. 0.004 per Kg.) | in ar, in cme, in cme. :
i - - - |
| 315 er. 000126 | 0.00006 Y 5 + |
‘J 313 > 0001871000096 4/u | nulla viva |
U 320 » 0.00128 0.00072 AT 8 | + 1
302 »  0.00120 } 0.00072 3 } nulla ‘ viva 1
297 » 0.00118 } 0.00048 2/ \ 10 + |
314 » 0.00125 | 0.00048 | %4 | nulla viva i
376 > 00015 ) 000018 2 115 | » ;
‘ 000018 210 \! nulla i » ;

360 [ > 0000

Dalla premessa tabella risulta che i prodotti del ricambio, poco
attivi di per se¢, rappresentano una condizione favorevolissima
al germe colerigeno vivo od alle proteine, da un lato riducendo
i mezzi di difesa dell” organismo, dall’ altro neutralizzando, forse,
qualche speciale sostanza antitossica esistente nell’organismo, cosi
che dosi insuflicienti di veleno possono diventare mortali.

Molto ancora avremmo a dire, ma lo serbiamo per un prossimo
studio in cui estenderemo queste nostre ricerche agli spirilli cole-
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rigeni isolati nelle epidemie del 1892 e nelle attuali, i quali pre-
sentano delle proprietd interessantissime come dimostra un nuovo
e recente lavoro del prof. L. ViNcenzl 1 nel quale appare scmpre
pit affermato il concetto gia sostenuto, che il colera - special-
mente quello di Vienna ottobre 1892 (Weichselbaum) - determina
nellorganismo una vera e propria setficcmia. Riserbiamo a pia
tardi una larga discussione sull’argomento : per ora le nostre espe-
rienze affermano sopratutto questo ; che - lo spirillo colerigeno -
per lo meno quello di Massaua-Ghinda - & un MICroryarisimo
atlossicante, il cui veleno é rappresenlato dal protoplasma del
MECrorganising slesso.

Questo spirillo vivo esplicu la sua azione nell organisizg in
due modi .

Lo L’organisimo puo trionfare di esso; ma se lo spiréllo é in
sufficiente quandild, pud a sua volla uccidere lorganismo con la
sua presenza e dopo averlo esaurito con la lotla (énocidle zioni
endovenose).

In tal caso non lo i ritrova all’ esame microscopico e balte-
riologico.

20 L'organismo ne puod distruggere wna porzione, la quale
puo agire per la propria presenza, mentre U'altra svolye la sua
atlévitd bio-chimica fazorendo per di pity lazione del veleno con
i prodotti del ricambio (inoculasioni sollocutanee, inlramusco-
lart, intraperitoneali).

In ol caso lo st ritrova microscopicamente e batleriologica-
menle nel punto di inoculazione.

Questo veleno ¢ molto allivo per le cavie (Yy di culture nel
periloneo = gr. 0.000335 ¢ dose mortale per animali di iieedia
taglia;, discrelumente attivo per i piccioni.

! L. VINCENzI: « Nuove ri-erche sperimentali sul colera ». Archivio per le
Sclenze mediche di Bizzozero, fasc. 2. 1893,
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