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qualche anno fa considerati come mierorganismi che si possono
tutti riunire sotto la denominazione di bacterium coli. Queste forme
perd aventi in comune i caratteri colturali sovra ricordati, possono
forse differenziarsi con mezzi che hanno di mira lo studio dei pro-
dotti del loro ricambio.

Le prove piti raccomandate per dis¥nguere dagli altri germi e
specialmente dal b. del tifo il b coli, sono quelle che mirano a
constatare :

10 la coagulazione del latte;

20 la fermentazione del lattosio;
30 la produzione d’ indolo;

40 la produzicne d'acido nitroso.

*
* %

Avendo io avuto occasione d isulare direttamente dall’intestino
dei neonati parecchi bacilli, non fluidificanti la gelatina, che si
sviluppano estendendosi in superficie, che non resistono al metodo
di Gram ecc., mi sono proposto di studiare quanti di essi rispon-
dano alle prove sovra ricordate, che sono date come tipiche per
la ricognizione del bacillo di Escherich, allo scopo di vedere se tali
germi appartenessero tutti ad una specie sola o se piuttosto alcuni
di essi rappresentassero altrettante varietd di uno stesso gruppo.

I batteri di cui mi sono servito furono per la maggior parte
isolati dalle feci di neonati (1).

Ebbi cosi anche occasione di istituire delle prove di confronto
con quelle riferite da Schild nel suo lavoro « Sulla comparsa di

- batteri, nell’intestino dei neonati prima di ogni iutroduzione di
alimento ». Riferird anzi tutto i risaitati di tali ricerche.

*
x x

Nel neonato al momento della naseita, non esistono germi, ma
qualche ora appresso, essendo il bambino perfettamente digiuno, il
tubo digerente presenta dei germi fra cui il bacterium coli. Il

() Tutto il materiale clinico lo ebbi dalla Clinica Ostetrica diretta dal chiar.mo
prof. Pasquali, che con squisita cortesia pose a mia disposizione il suo Istituto.
I.o esperienzo furono fatte nei Laboratorii Scientifici delia Direzione di Sanitd
Pabblica, Sezione Batteriologia, diretta dal dott. Sclavo.

Al prof. Pasquali, ai dottori Sclavo e Gosio, ¢he mi furono prodighi di consiglio
e di ajuto, le mie piu vive grazie.
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modo col quale questo bacillo penetra nell’ intestino non ¢ ancora
precisato sebbene parecchie spiegazioni si siano date.

Lo Schild studia la possibiliti della penetrazione di bacteri nello
intestino, indipendentemente dalla nutrizione, ed arriva a questi
risultati :

1o il contenuto del retto subito dopo la nascita é sempre
sterile;

2 la prima infezione accade indipendentemente dalla nutri-
zione da una serie di batteri, fra i quali si annoverano anche dei
peptonizzanti come il b. sottile, il b. fluoresceus liquefaciens, e i
protei ; questi batteri penctrati nel tubo digerente vi si moltipli-
cano in gran copia.

3° I'epoca di questa prima infezione oscilla secondo 1a tempe-
ratura esterna e cade in estate verso la 42, al piit tardi la 202
ora, in generale pero verso la 10® o 172 dopo la nascita;

40 le porte d’ingresso di questi bacteri sono la bocca e I'ano;
nelle prime ore viene prediletta I'ultima via, in seguito entrambe
vengono seguite;

5 i batteri provengono dall’aria ¢ dall'acqua, eccezionalmente
dalla biancheria e dalla vagina materna;

60 la sterilizzazione dell’alimento pel bambino ha un valore
assoluto solo per la distruzione de’ batteri patogeni;

70 & possibile una infezione per anum, sia pei bambini che
per gli adulti.

*
* x

Seguendo i metodi di esame escogitati dall’A., taluni semplifi-
candone, come diro, arrivai a risultati che in massima parte sono
concordi con quelli dello Schill, solo qualche aggiunta o leggera
modificazione negli apprezzamenti ho contribuito ad apportare.

Ecco come operavo. Invece di servirmi dell’imbuto unito al tubo
di cautchout che I'A. introduceva nell'ano, io feci uso di un tam-
poncino di ovatta fissato alla estremitd di un bastoncino di vetro,
¢ introdotto in una grossa provetta chiusa al suo estremo, con
un grande tappo di cotone, attraverso il quale passava il baston-
cino j sterilizzavo il tutto ed al momento della presa del me-
conio, previa disinfezione delle parti circumanali con sublimato,
alcool, etere ed usando cotone sterilizzato, toglievo colle volute
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precauzioni la bacchettina di vetro e l'introducevo dalla parte
del tamponcino nello sfintere del nconato, facevo poi delle colture
in gelatina a piatto col materiale raccolto sul tamponcino stesso.
In tal modo sperimentando ottenni costantemente colture sterili, e
in conseguenza la mia conclusione & unisona a quella dello Schild
per quanto riguarda il contenuto del retto subito dopo la nascita.

Riguardo all’acqua del bagno a cui I'A. atiribuisce grande impor-
tanza per la comparsa dei batteri, non mi fu lato verificare in modo
assoluto il suo asserto; in parecchie osservazioni il contenuto
intestinale risultd sterile sia in colture a piatto fatte prima del
lavaggio o di qualunque altra manovra, sia subito dopo e anche
parecchie ore dopo.

Fra le diverse specie batteriche mi sono limitato a ricercare il
b. coli, I'epoca della cui comparsa ¢ varia secondo Schild e risul-
terebbe dalle mie ricerche oscillare fra la 13 ¢ la 20> ora di vita
del neonato.

In un solo caso I'avrei riscontrato in up bambino nato asfittico
e che mori qualche minuto dopo, ma per le manovre urgenti che
lo stato del neonatc richiese, ron posso ritenere tale risultato come
seriamente attendibile.

Riguardo alle prime prese di alimento mi assicuravo che il bam-
bino appena nato, dopo le neces-avie cure. lavazgio, fasciatura ece.,
fosse messo in una culla a parte ¢ lo si tenesse completamente
digiuno; facevo potendo una cultura al momento della nascita. non
essendo ancora stato il bambino né lavato ne sgrassaty, oppure
subito appresso, una seconda qualche ora dopo, una terza imme-
diatamente prima dell’ introduzione di qualsiasi alimento o bevanda,
poscia amministravo al bambino da 35 a 40 c¢me. di latte non ste-
rilizzato e convenientemente allungato con acqua e sei ore dopo
rifacevo una nuova presa; e per il caso questa fosse stata negativa,

ripetevo a pitt lunga distanza un altro esame, fino ad ottenere
possibilmente isolato il bacterium coli.

Cosi ho trovato, come risulta dalla tavola generale, casi di con-
tenuto intestinale sterile prima ¢ dopo qualsiasi introduzione di
alimento e casi di esagerato aumento di bacteri anche senza la
nutrizione, ma perd come legge, si pud ammettere un aumento
del contenuto bacterico intestinale in genere, in seguito alla intro-
duzione di alimento ¢ conseguente processo digestivo. Prendendo
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poi in ispeciale considerazione l'epoca della comparsa del b. coli,
ho notato casi, non molti perd, in cui mancando prima, appare poche
ore dopo il pasto (6, 12, talora piu), numerosissimi invece quelli
in cui non si riscontra né prima né dopo, parecchi i casi in cui
si riscontra prima e conseguentemente dopo.

Le leggi che si riferiscono all'aumento numerico dei germi in-
testinali, non si possono evidentemente ritenere dimostrate con
un metodo esatto, non essendo possibile un dosaggio rigoroso del
materiale impiegato nelle diverse colture, essendo questo stato
preso con ansa di platino e diluito in acqua sterilizzata. Tuttavia
si possono dedurre in massima per le condizioni identiche in cui
mi posi nei diversi esami.

Nel seguito delle mie ricerche, mi venne pure 'idea che il b.
coli potesse talora passare direttamente dalla madre al feto pel
tramite della placenta. A questa considerazione ero giunto dal-
'aver casualmente ottenuto un coli da una placenta ammalata
(V. tavola generale, coli n. 7); allora feci questa prova.

Appena nato il bambino legavo con tutte le cautele antisettiche
il cordone ombellicale strettamente con tre lacci, asportavo la
porzione chiusa fra i due lacei periferici, la lavavo ripetutamente
in acqua distillata e sterilizzata, ne causticavo la superficie centrale
con un ferro rovente, poscia con forbice sterilizzata e fredda
facevo una incisione, infiggevo nel centro del cordone un’ansa di
platino e ne facevo colture a piatto. Tutte queste colture riesci-
rono sempre negative.

Da ultimo, dacché opportunitd mi si presentava, volli provare
se mi era possibile, facendo raflronti comparativi fra b coli isolati
da bambini sani ¢ nati da genitori sani e bambini ammalati o nati
da genitori in cattive condizioni di salute, di arrvivare a stabilire
se lo stato di salute dei genitori o del bambino abbia influenza o
meno sulla comparsa del b. coli, ma sfortunatamente i casi occor-
simi in esame furono cosi pochi di numero (V. tavola generale)
che non mi permisero di addivenire ad una conclusione.




TAVOLA |

TAVOLA

E RISULTATO
g ORA delle ricerche
= | Sesso della presa ) riguardo
g delle feci alia Presenza o uo
2 di germi
11 F AN L Sterile
24 il
21 F. A. N, non L. 1d.
3] M A N pon L. I,
24 Molte co'on. fluidific.
47 M AN L. Sterile
21 Colonie non identif.
50 M A. N.non L. Sterile
(gemelli)
22 Colonie non identif.
6| T. A. N.non L. Sterile
24-36 -
KB +
T F A. N L. Sterile
T118-24 Fluidificanti
(12 0.d p)
304 (p. d. p.) Fluorescente
8 M A. N, L S.etile
G Id.
1821 (o d.p) Id.
36 (12 0. d. p.)
48 (p. d. p) | Molte colon. fluidific.
91 M A N L. Colonia
dall’aspetto coli
10 F. 1 Sterile

Qualche colonia di

OPERAZIONI ESEGUITE

cromogeni

Esame dal 1clto, cordone om-
Lellicale

Es. cordone, contenuto buccale
intestino, infissione diretta in
gelatina

Es. cordone, contenuto buccale
intestino, infissione diretla in
gelatina

Es. cordone, contenuto buccale,
intestino, infissione diretta in
gelatina

Es. dal retto ~ Striscio diretto
su agar

Esame dall’intestino

Es. dal retto - Striscio su agar

Es. dal retto

Id. id.
Es. dal retto - Striscio su agar

Es. dal retto
Id. id.

Id. id.
Id. id.

Es dal retto dirett. - Striscio su
gelatina

Es. dal retto




GENERALE

Numero

RISULTATO DELLE RICERCIIE .
. " ordine
sulla pres nza di forme coi cararteri del OSSERVAZIONI
e 1
di b coli .

b. isclato “
I
e o !
i
— 1 I
Comparsa premaiura — i
l

Manca prima e dopo parecchie ore —

dalla prima pre-a di alimento

Man a prima e dopo pa ecchie ore —
dalla prima presa di alimento

Manca prima ¢ dopo parecchic ore —
dalla prima p-esa di alimento H

'
- |
i

-— 9
Non si riscontra né¢ prima né dopo —
parecchie ore dal primo pasto.
Manca prima e dopy parecchic cre dal _ ]
primo p.so |
— _ I
— - |
Comparsa prematuta 3 Bambino nato asfittico, mart

peehi momenti dopo {
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H RISULTATO
e ORA delle ricerche
2 cessp | della presa riguardo OPERAZIONT ESEGUITE
i = delle feci alla presenza o no
i 3 di germi
1 18 Qualche colonia di Lsame dal retto
i cromogeni
“ 2 (12 0. d. p.) Id. L. id.
|
‘! 32 (p. d.p) Id. Id id.
1y M 1 Sterile Es. dal retto - Striscio su gelat.
1221 (IR 0.d.p) Cromogeni Es. dal retto
40 Colonie non identif. Id. id.
2] M 1 Sterile Es. dal relto, infissione diretta
in gelatina
12-21 (p. d. p) Fluidificanti Es. dal retto
“13] F 2 Sterile Es. dal retto - Agar per striscio
7-18 Fluidificanti Es. dal retto
253 (12 0.d. p.) | Colonia dall’asp. ccli Id. id.
48 (p. d p) Id. I1d. id.
(14| F. 3 Sterile Es. dal retto - Striscio su agar
\1 9-18 Colonic varie Es. dal retto
:i 28 (p. d.p.) Col. aspetto coli Id. id.
S5 M 3 Sterile Es. dal retto - Infiss. in gelatina
i 12 Fluidificanti Es. dal retto
!. 21 (90.d.p) 1d. [d. id.
|
6] M. 3 Sterile Es. dal retto - Infss. in gelatina
| 17 L. 4 Id. Es. dal retto - striscio su agar
| 10 (Go.d. p) bacilly sottile Ml Es. dal retto
i
1181 F. 4 Sterile Es. dal retlo - Infiss. in gelatina
19 M 5 Fluidificanti Id. id.
12 Fluidif. eromogeni Es. dal retto
| 24 (p. d. p) Fluidificanti Id. id.
ieol M. 6 Cromogeni Es. dal retlo - Striscio su agar

12-18-21(12 d. p.)
305 (p.d.p)

Id.
C.poc

Es. dal relto
Id. id.




3
4

RISULTATO DELLE RICERCIIE
sulla presenza di formo coi caratteri

di b. coli

Coli manca primo e dopo parecchie
ore dal pasto

Manca prima e dopo parecchie ore
dalla prima nutrizione

Manca anche dopo parece. ore dal pasto

Manca anche dopo parecchie ore dal
primo nutrimento

Appare dopo pasto
Id. id.
Appare dopo pasto

Non si riscontra dopo 9 ore dal primo
alimento

Non si riscontra dopo 6 ore dal primo
alimento

Non si riscontra 12 ore dopo pasto

Appare dopo parecchie ore dal pasto

2

— 11 —

Numero

ordine
del

isolato

OSSERVAZIONI

Faccio le prove anche su queste

forme di cromogeni

Bambino nato da madre cardiaca

e tubercolotica

Il coli lo isolo dalla placenta

materna

|
|
|
|
|
|
|

|
|
|
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E RISULTATO
'-g ORA delle ricerche
= | sesso | della presa riguardo OPERAZIONT ESEGUITE
g delle feci alla presenza o no
Z di germi
201 M 7 Cromogeni ¢ fluid, Es. dal retto
2| F 9 id. Es. dal retto - Agar per striscio
156 0. d. p) Fuidificami Es. dal retto
333 (p. d p) Cpe Id. id.
23 F. 11 Sterile * Es. dal retto - Striscio su gelat.
17 (6o dp) |  Flidificanti Es. dal retto
24| F. 12 Id. Id. id.
B M 133 C.p e 1d. id,
M| M. 16 % 1d. 1. id.
27| M. 18 Id. Id. id.
42 (p. d.p) 1d. Id. id.
28| F. 18 Id. Id. id.
29| F. 19 1. 1d. id.
30| M 14} Fluorescentie fluid, | Es. dal retto - Agar per striscio
4 (digiuno) Cromogeni Es. dal retto
33 (6 0. . p) C.p.c Id. id.
31 F. 15 I uidificanti Id. id.
32| M 16} C.p.c Es. dal retto - Agar per striscio
225@8o0.d.p) Colonie coli Id. id.
337 M 16 £ Tluidificanti Id. id.
221 (80.d.p) Cromogenti Es. dal retto
31| M 17 Fluidificanti Id. id.
35| F. 24 Cromogeni ¢ fluidif. | Es. dal reito - Agar per striscio
30 (6 0. d. p) C.pc Es. dal retto
361 M. 24 Fluidificanti Es. dal retto - Siriscio su gelat.
30 (6 0. d. p.) Fluidif. cromogeni 1d. id.
37| F. 21 Id. Es. dal retto
34 (10 0.d. p.) C. p.c Id. id.
38| M 24 Fluidiflcanti Id. id.
36 (20.d.p.) | Cromogenic fluidif. Id. id.
2 p.dp) C.p.c. Id. id.
65 (p. d.p) 1d. 1d. id.




RISULTATO DELLE RICERCHE
sulla presenza di forme coi caratteri

di b. coli

Appare dopo parecchie ore dal pasto

Non si riscontra G ore dopo il primo
alimento .

Comparsa prematura
Id. id.
Id. id.

Comparsa prematura

Id. id.
Appare 6 ore dopo il primo pasto
Comparsa prematura
Isolo nuovamente coli

Appare 6 ore dopo il primo pasto
Non appare G orc dopo pasto
Riscontrasi (10 ore) dopo pasto

Riscontrasi parccchie cre dopo pasto
Id. id.

Numero
d’ ordine
del

b. isolato

OSSERVAZIONT

Diluzione al °/, in H,0 steriliz.,

Sterile 1 ore dopo la n scita

Diluz. al °/; B,0 sterilizzato
Bambino probabilmente digiuno
i Bambino probabilmente digiuno

| Pambino nato da genitori sifilitici
y e sifilico egli medesimo

| Madre in possimo stato di nu-
trizione |

|
|
{ Bambino nato da madre rachi- ||
tica e scrofolosa ‘

Diluz. al /) 11,0 sterilizzata

{ Madre in stato di nu- |

Gemelli, { trizione scadentissima




— 14 —

g RISULTATO

g ORA delle ricerche

:; Sesso della presa riguardo OPERAZIONT ESEGUITE
g delle feci alla presenza o no

; di germi

39| F. 44 (p. d. p.) C.p. c | Es. dal retto

40. F. 48 (p. d. p.) Id. Id. id.

41 F. 50 (p. d. p.) 1d. Id id.

42| -F. 55 (p. d. p.) Id. Id. id.

43| F. 7 (p.d.p) 1d, Id. id.

44 M 76 (p. d. p.) 1d. Id. .

45, F. Dopo 6 giorni Id. Id. id.

46| M. Id. Id. Id. id,

7| M Id. Id. Id. id.

48| F. Id. Id. Id. id.

49| M. Id. Id. Id. id.
{50 F. It Id. 1d. id.

Lexicon della tavola generale — (-+) Reperio positivo —- (4. N. L) Appena nato
ossia pill di dodici — (C. p. ¢.) Colonie parvenza coli — (0. d. p.) Ore dopo il pasto.
. Osservazioni — L’ora & sempre riferita dal momento della nascita.

Le diclwre : (manca prima e dopo parecchie ore o dalla prima presa di alimento)

Conclusioni :
10 il contenuto del retto, subito dopo la nascita & sterile;
20 il b. coli non si pu¢ considerare come ospite normale del-
I'intestino almeno nelle prime ore di vita, esso appare in genere
dopo la 132 ora;
3° L’acqua del bagno non ha che un’importanza relativa nella
comparsa dei batteri.

*
* ¥

Visto pertanto quanto riguarda la comparsa del b. coli nel retto
dei neonati, passo a studiare quante delle forme isolate rispondano
alle prove gid ricordate, ritenute come tipiche per il riconosci-
mento del b. di Escherich.

Le ricerche furono fatte coi trenta campioni ottenuti dall’ inte-
stino dei neonati e contradistinti col numero d’ordine col quale
sono classificati nella tavola generale; e con cinque colture esi-




RISULTATO DELLE RICERCHE

Numero l

if

sulla presenza di forme coi caratteri @ ordine ‘ OSSER VAZIONI
di b. coli . _‘T\l |
h. isolato ‘
Riscontrasi parcechie or: dopo pasto 24
. id. 25
1d. 1. 2 |
Id. id. 27
1d. id. % |
1. id. 29 Gemelli
3 \ \
: Isolo coli —
o 1d. id. - ) [
g . 1d. id. - Di queste ultime sci forme non |
: Id. id. — { ne tengo calcolo ‘,‘
' 1d. id. — \
Id. id, — /

|
lavato — (4. V. non L) Appena nato non lavaty — (P. d. p) Parecchie ore dopo pasto,

Il

oppure (dal primo pastv), si deve intendere sempre per pitt di 12 ore dopo tale presa.

stenti nella collezione del laboratorio e che indicherd rispettiva-
mente colle lettere A. B. L. G. S.

L

COAGULAZIONE DEL LATTF.

11 latte sterilizzato offre, a detta della massima parte degli auteri,
un mezzo di diagnosi molto buono per differenziare il b. del tifo
dal b coli. Tutti gli autori hanno potuto constatare che il b di
Eberth non coagula mai il latte, sebbenc Dubief ritenga che
questo germe sia capace di determinare la coagulazione dopo molti
giorni dall'innesto. Ma cio & in cosi grande contraddizione con
quanto affermano gli autori, onde solo si pué ammettere che egli
non abbia operato col b. del tifo. La proprietd invece attribuita
al b. coli di coagulare il latte & purtroppo incostante. Talora si
effettua in un lasso di tempo che varia da 2 a 8 giorni, ¢ secondo
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Van Ermenghen, 15 giorni e pit. La coagulazione del latte operata
dal b. coli & dovuta essenzialmente alia decomposizione del lattosio
ed alla produzione di acido lattico che prucipita la caseina.

Questa azione fermentatrice del b coli & stata il punto di par-
tenza di ricerche importantissime. Gid Escherich aveva visto che il
suo bacillo decomponeva il glucosio, ma specialmente ¢ dovuta agli
studi di Perdrix, di Chantemesse e di Widal la dimostrazione, che
il b coli possieds, di fronte al b. del tifo, la proprieta di far fermen-
tare gli zuccheri (glucosio, destrosio, lattosio, maltosio).

Dubief, come dissi, el in seguito Blachstein, van Ermenghen e
van Laer, hanno bensi vo'uto eontrapporre che anche il b. del tifo
forma acidi, ma questi si producono in minima quantiti dalla de-
composizione del glucosio e si pud anzi dire che non si formano
affalto a spese del lattosio.

Sebbene la proprieta di coagulare il latte non sia conelderata
da tutti come cestante per il b. coli, & tuttavia riconosciuta di
grande importanza, tanto che anche Dunbar I'annovera come uno
dei due soli caratteri certi per differenziare il b. del tifo dal b. coli.

Dato il singolare valore attribuito a questo sintomo, ho incomin-
ciato da esso le mie esperienze.

Fatto 1'insemenzamento di tutte e 35 le forme di cui disponevo

in provette di latte sterilizzato, le posi in termostato a 37° facen- '

done I'esame di 24 in 24 ore. Alla fine del primo giorno dall’innesto,
solo 2 0 3 tubi presentarono un evidente coagulo, altri coagularono
solo dopo 48 ore, altri invece man mano piu tardi, tanto che in
alcune provette non esistevano coaguli anche dopo 12 giorni di
permanenza in stufa

* Questi fatti contraddicono a quanto vienc asserito da alcuni
trattatisti anche moderni (Thoinot ¢ Masseiin), i quali attribuiscono
al b coli la proprietd di coaru'are il latte in 24-43 ore, e dareb-
bero invece ragions a van Ermenghen che crede tale proprietd
del b. coli non assolutamente certa e per di piu reputa necessario
la prrwanenza in stufa della coltura, dai 2 ai 15 giorni, per giu-
dicare della avvenuta coagulazione.

Da cib consegue ch gli sperimentatori, quando limitino le osser-
vazioni delle culture in latte a 24-43 ore potrebbero confondere il
b coli col b. del tifo, mentre ¢ necessario esaminare tali colture
anche dopo 14-15 giorni; n¢ devesi dimenticare che in qualche raro
caso la coagulazione non ha luogo anche dopo un tempo cosi lungo.
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20 T metodi Chantemesse, Widal ¢ Perdrix, Wurtz, Germano e
Maurea, sono tutti e tre di grande valore; preferibile ¢ pe: 0 quello
di Germano e Maurea come piit dimostrativo.

111
REAZIONE DELL’ INDOLO.

Tra i molti caratleri biologici discussi per identificare il b. del
tifo ed il bact. coli uno dei pit importanti & certamente la pro-
duzione di indolo da parte di quest’ultimo. Sebbene Kitasato pel
primo abbia ritenuto esser questo un segno di un valore assoluto,
non mancarono tosto gli oppositori, e Chantemesse ¢ Widal primi,
contestarono che questo sia un caratterc costante del coli. Rodet
e Roux, van Ermenghem e van Laer, Dunbar ¢ M. Baginski,
arrivano persino a metterlo in dubbio.

M. Péré che studio attentamente la questione, ba creduto tro-
vare la causa di questi varii risultati nelle differenti condizioni in
cui operarono i diversi csservatori e conclude per consigliare
I’acqua peptonizzata come mezzo nutritizio, nel quale si fa poi
la ricerca dell’indolo.

Losener crede che la reazione sia resa pil evidente dalla ag-
giunta di alcool amilico, in tal modo scuotendo il tubo 1"alcool
amilico scioglie e porta con sé nclla parte superiore la sostanza
colorante rossa.

1 vero, dice l'autore, che nel trattamento delle colture con nitrito
potassico, acido solforico, cloridrico, ossalico ¢ altri possono pre-
sontarsi colorazioni rosa o rosse, senza la presenza dell'indolo, ma
tali sostanze coloranti non hauno la proprictd di passarc nell’al-
cool amilico.

Per mettere con pilt sicurczza in evidenza la formazione del-
I'indolo, il dott. Crisafulli, nel luboratorio di bacteriologia della Di-
rezione di Sanitd Pubblica, trasse partito della propricta che hanno
lo scheggie delle conifere ¢ spcialmente del pino di colorarsi in
rosso, quando vengono messe a contatto di acido cloridrico e di
indolo o pirolo.

Le conclusioni a cui giunse I'A. sono:
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1o La reazione colorata che si ha impiegando una scheggia di
pino ed acido cloridrico puro per la ricerca dell’indolo nelle col-
ture in brodo, ¢ pit sensibile di quelle che si ottengono cogli altri
metodi sin ora impiegati ;

20 Che essa reazione non ci permette di caratterizzare netta-
mente la presenza del solo indolo, potendosi avere anche del pirolo;

3° Che puo valere a differenziare il b, di Eberth da quello di
Escherich meglio che le altre reazioni in uso;

4° Che la reazione del legno di pino offre il vantaggio della
stabilitd e (i poter conservare pili a lungo i tipi di reazione avuta,
come termini di confronto.

Colle solite 35 forme, foci la prova del dott. Crisafulli, tenendo
prima tutti ¢ 35 i tubi di coltura per 48 ore nel termostato a 370
e poi altre colture degli stessi germi per tre giorni. Delle colture
di 48 ore, reagirono debolmente (scheggia di pino colorata in
rosa pallido) sette; non reagirono affatto cinque (la scheggia non
si colord); tutte le altre_diedero reazione evidente (scheggia rosso
vivo).

Delle colture invece tenute tre giorni in termostato, reagirono
debolmente cinque, non reagirono affatto una sola, tulte le altre
diedero una intensa colorazione della scheggia di pino.

Feci queste prove secondo consiglid I'A. in colture di’ brolo
Loéfiler introducendo prima la scheggia di pino e poi aggiungendo
8 0 10 goccie di IICl purissimo.

Per ottenere pili evidente ed in modo piti rapido la reazione di
Crisafulli, pensai di sottoporre le colture, dopo I'aggiunta della
scheggia di pino e dell’acido cloridrico, alla temperatura di 1000 in
un bagno maria.

Feci dapprima I'esperienza con tre germi, cioé con il n. 22,
le cui culture avevano sempre dato evidentissima la reazione
di Crisafulli, con il n. 25, con il quale la scheggia si coloriva
sempre debolmente e con il n. 19, da cui non avevo ottenuto mai
la reazione.

Constatai infatti che la reazione si manifestava molto pia evi-
dente e sopratutto assai prima, nelle colture poste a bagno
maria, ¢ che il n. 19 che prima non aveva mai dimostrafo di
produrre indolo, dava con questo spediente una discreta colora-
zione rosea.
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Secondo Péré avviene talora che il b. coli perde quasi la pro-
prietd di produrre indolo, gli si pud restituire tale proprietd sia
facendolo passare attraverso il corpo della cavia, sia coltivan-
dolo su agar e facendone ripetuti trasporti. Col primo espediente
non ebbi risultato favorevole operando con il bacillo n. 25, mentre
potei constatare magzior produzione di indolo da parte del germe
dopo averne fatto 10 passaggi nell'agar obliquo.

Volli, seguendo pure I'indicazione del Péré, mutare il mezzo
nutritizio per tutte ¢ 35 le culture, sostituendo al brodo l'acqua
peptonizzata, ed ottenni come risultato che la colorazione della
scheggia di pino comparve in minor tempo e fu pia manifesta.

In parecchi casi poi in cui la scheggia di pino tardava a colo-
rirsi o si coloriva debolmente, provai ad aggiungere un eccesso
di acido e sovente ebbi un risultato favorevole aumentando esso
la vivacitd della tinta alla scheggia di pino.

Una parte di queste esperienze & raccolta nella tavola che segue:

TAVOLA IV,

Reazione dell indolo.

Numero Colture in hrodo Colture in hrodo Collelll;l;p a('tqua
Nume ! ’ S peptonizzata
di di 48 ore ! di 3 giorni di 3 giorni
ordine al termostato al termostato al termostato
2370 a3 an
1 + 1 +
8 + + 4
3 -+ 4 +
" + : +
5 + T +
| 6 d ! . +
7 + ot +
) d i d +
9 + } + +
10 + 1 + +
11 -+ i + +

(Segue)
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cume: Colture in brodo | Colture in brodo Colture in acqua
B I LT vy
ordine al termostato al termostato al termostato
a 370 a 370 2 370
12 + + +
13 -+ + 1
14 d o +
15 + + +
16 d + +
17 - d + |
18 - d + !
19 - ¢ + i
20 — - d i
21 d P JT
22 + + +
23 4. n + |
24 + + -+ |
25 ) o +
26 -+ 4 4
27 + 4 +
28 + + +
2 + + +
30 [ d +
Coli A -+ + +
» B + + N +
» B -+ + +
» G -+ + +
» 8 + + +

Lexicon. — 11 segno (—) indica: non delle reasione. Il segno (+): rea-
zione positiva evidenle. La letera (d): reazione posiliva ma debole.

Conclusioni:

1° La reazione dell’indolo, ottenuta col metodo Crisafulli, & pid
sensibile di quella che si ottiene in generale cogli altri metodi sin
ora impiegati ed offre i vantaggi della stabilita e di poter conser-
vare a lungo i tipi di reazione avuta.
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20 Non sempre la reazione, anche trattandosi di colture gio-
vani, avviene da pochi minuti a mezz'ora, alle volte si fa attendere
da due o pit ore sino a 24.

30 Prolungando la permanenza in termostato delle colture,
prima della reazione, questa riesce favorita.

49 11 calore (bagno maria a 100°) accelera la reazione e la
rende piu evidente.

50 L’eccesso di acido contribuisce a favorirla.

6o L’acqua peptonizzata, usata come mezzo nutritizio, & molto
pitt adatta del brodo, per ricercarvi la presenza dell’indolo.

TFORMAZIONE DI NITRITL

Lunkewikz osservd che negli ordinari mezzi di coltura il b. coli
forina acido nitroso, il b, del tifo no; perd ammette che talora anche
il coli non sia capace di produrre questo composto.

Per riconoscere Facido nitroso I’A. si serve del reattivo di Griess-
Kosway e raccomanda di usare mezzi di coltura senza peptone o
con peptone purissimo.

Siccome perd nel suo lavoro si occupa quasi esclusivamente del
b. del colera e solo per incidenza parla del b. coli, cosi volli pro-
_vare la suddetta reazione per i diversi b. coli di cui disponevo.

Per la ricerca dell’acido nitroso si fa uso di due liquidi:

1.° — Naftilamina gr. 01
Acqua distillata » 20
Acido acetico dil.  » 150

9.9 — Acido solfanilico  gr. 0,5
Acido acetico dil. — » 150

I due liquidi si mescolano a parti uguali all’atto della reazione.
Ebbi naturalmente cura di accertarmi che il brodo da me usato
non dava la reazione dell’acido nitroso. Iatto un’insemenzamento
di tutte e fcrme di cui disponevo, le tenni per 48 ore al termo-
stato a 37°, aggiunsi in seguito il reattivo nella proporzione di un
quinto del volume del mezzo di coltura, ma in nessun tubo ebbi
la reazione.
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Pensai allora di prolungare la permanenza delle colture nel
termostato e feci rispettivamente prove su tubi tenutivi 89, 107,
113 ore, 10 giorni e 12 giorni, ma i risultati furono poco diversi,
eccoli :
dopo 89 ore reagisce debolmente il n. 9;

» 113 » reagiscono debolmente i n. 3¢9, dubbiai n. 10, 12, 22;

» 107 » » » in3e9 » in 10,1222

» 10 giorni, reagisce evidentissimamente il n. 3, meno il 9,

dubbio n. 10, 12, 22;

» 12 » » > il n. 8, meno il 9,

dubbiain. 10, 12,22,

Ho ripetuto allora la prova in altre condizioni, usando agar obli-
quo e facendo su di esso colture per striscio

Le culture furono tenute in termostato rispettivemente 107 ore,
9 giorni, 10 e 12 giorni, ed ecco i risultati:

a 107 orc reagiscono debolmente i n. 3 e 9;

a 9 giorni » evidentemente i n, 3 e 9,

> > > » debolmente i n. 2, 4, 5 ¢ 6;

a 10 » reagisce evidentissimamente il n, 3, meno il 9,

» » »  debolmente i n. 2, 4, 5, 6;

a 12 > reagiscono evidentemente il n. 3 e i cinque coli di la-
> » » > boratorio A. B. E. G. S, meno il n. 9,
> > » » debolmente i n. 2, 4, 5, 6.

Per ottenere la reazione riempivo il tubo di coltura col reagente
e 1o rimettevo in termostato; nei casi in cui la reazione riusciva
evidente, saccedeva in pochi minuti (5 0 10 al pil) e ottenevo
una bella colorazione rossa -del reagente, che in poco tempo si
estendeva a tutta quanta la massa dell’agar.

Da queste prove, credo di non poter addivenire che alla con-
clusione a cui arriva il Losener, che ciod questa reazione & tut-
taltro che certa ¢ caratteristica, né si puo ritenere abbia qualche
valore per la diagnosi fra tifo e coli; debbo aggiungere perd che
l'agar usato come mezzo di coltura favorisce la reazione e che la
permanenza prolungata in termostato giova ugualmente per otte-
nerla qualche volta.
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TAVOLA V.

Formazione di nitriti,

1 | | f
Colture Coltare Collure[Colture|Colture Colture; Coltnre | Colture ColtureanIlure‘-
Numero | i in in in in in in in in | in |
di brodo ' hrodo | brodo | Trodo | brodo | brodo | Agar agar | agar | agar
[ovaine | @iy oai [ a foai o oa | i | o el
| 45 ore 8001'e;1070re 13 ore 10 gior. (12 gior | 197 orei‘.'gior.‘lﬂglor 12 gi i}
| T »f
- = - = - = — -1 - -]
2 - —_— = = = = — ol o
3= = d od | [ -
4 — —_ - - — - - d ol o
Hhl - - — —_ —_ - d o o ;
6 — - - - - = - | oL d
L e I — | - =
S — | = | = = — = = e
9 =1 d d o - d oo -
10, — | — i i i el B —
; I -1 = i e — e —
i R - —| = i i i - - - —
B - - — = — = - = | - —
- - = = - - ==
: L N i R e
T B e Il I
; | === = == =
' B — | - = - — - - - - =
19 — - — - — - - — - -
20 — | — | — - - - ===
A — | — | — - - - - - =
22 — — i i i i - =] = —
28] — | — | - - = - | = —
2l — | — | — - - - -
5 - - ‘ - - - - - | - -
QU; — - = - - — - - - -
20 — - - - — — - - -
: 8l - - - - - - - - =
: 29 L =] = = - - - = =
e e
ColiA — - ’ - - - - - | - = | |
>» B - = == - -~ - | - i
» B — - - - — - — - - i
» G — - } — - - - - - | -
» 8§, = e - - -
! I Coo

Lericon. — 1 segno (- ) indica: reazione negativa. 1l segno () evidente-
mente posiliva. La lettera (d): reazione debole. La leltera (1),: reuzione
evidente.

Conclusioni:
1o La reazione dei nitriti, eseguita col metodo Lunkewikz, non
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serve per la diagnosi fra tifo e coli, giacché in molti casi non si
ottiene con questo secondo germe.

2 Dalla permanenza di molto prolungata delle colture in ter-
mostato, usando I'agar come mezzo nutritizio, la reazione riesce
favorita.

SCOMPOSIZIONE DELL’AMIGDALINA.

Il dottor Inghilleri, in questi laboratorii della Direzione della
Sanita Pubblica, volendo studiare il modo di comportarsi dei microbi
verso i glucosidi e volendo vedere se ve ne fosse qualcuno che go-
desse la proprietd di comportarsi come fermento di queste speciale
gruppo di composti organici, scelse I'amigdalina, studiata prima di
lui da Grisson, il quale trovo che essa si scompone con sviluppo di
acido cianidrico nei processi putrefuttivi. In seguito il Fermi nel
suo stulio sui fermenti peptici ¢ diastatici nega che i molti germi
da lui studiati, fra cui il b. di Eberth e il b. di Escherich, esercitino
questa azione.

1l dottor Inghilleri esperimenta col b. coli e col b. del tifv, allo
scopo di desumere un criterio diagnostico differenziale, e dai risul-
tati ottenuti afferma che la produzione di aldeide benzoica e acido
cianidrico per parte del b coli coltivato in mezzi nutritivi conte-
nenti il 5 p. % di amigdalina & un nuovo criterio di diagnosi
differcnziale fra questi e il b. del tifo che non ne produce mai.
Per la sua espericnza si servi di due forme, b. di Eberth e b. coli
(proveniente da Escherich).

Al solito lasciando a parte quanio riguarda il b. del tifo, mi misi
nelle identiche condizioni suggerite dall’A. (colture in brodo pepto-
nizzato addizionato con 5 p. 9/, di amigdalina ¢ tenuto al termo-
stato a 37° con alecuni tubi di soluzione sterile che servono di
testimonio, osservazione di sci in seiore) e provai colle 30 forme
isolate dalio intestino dei neonati, con lo stesso b. coli di cui si
servi I'A. (b. coli provenienza Lischerich) e cogli al'ri quaitro coli
di laboratorio di varia provenienzi,

Nelle colture giovani, su 30 {ubi, tre soli reagirono (n. 1, 22,
25) con sviluppo di aldeide benzoica; in essi la reazione del ter-
reno nutritizio da alcalina si fece spiccatamente acida nelle stesse
condizioni ¢ nello stesso periodo di tempo circa che ’A. Lrovd pel
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b. di Echerich; in fufti gli altri tubi nessuna traccia di aldeide
benzoica e la reazione si mantenne perfettamente alcalina. Delle
cinque forme di laboratorio, fra cui eravi pure il b. coli di Escherich,
reagi evidentemente con spiccato odore di aldeide il b. coli A (vedi
tavola), gid dopo 21 ore, contemporancamente la reazione ac-
cennd a divenir acida; 'odore e la reazione si accentnarono sem-
pre pilt sino a che verso lottavo giorno 'odore era quasi comple-
tamente mascherato da un puzzo nausecso di putrefazione o I'aciditd
era diminuita grandemente. Per quanto riguarda il b. di Escherich
nei primi giorni di permanenza nel termostato esso non dette svi-
luppo di aldeide benzoica e la reazione nel tubo si mantenne
sempre alcalina; si notarono perd all’ottavo giorno tracce di odore
di aldeide benzoica e reazione leggermente acida; questi caratteri
si accentuavano al neno giorno; ma al decimo gid dim:nuivano e
all’undecimo l'odore di aldeide era completamente soprafatto dal
puzzo di putrefazione, mentre la reazione erasi fatta neutra.

Gli allri quattro b coli del laboratorio non diedero né odore di
aldeide, né cambiamento di reazione alcuna.

Per maggiore sicurezza ho ripetuto due volte le esperienze con
le 30 forme da me isolate, e tre volte con il b. di Escherich e gli
altri 4 b, coli di laboratorio, ma i risultati furono sempre identici.
1l diverso risultato ottenuto da me pel b. di Escherich, lo si deve
molto probabilmente attribuire al fatto che la mia coltura essendo
pitt vecchia di un anno di vita nei mezzi nutritivi di laboratorio,
forse erasi modificata nelle sue proprietd biologiche.

TAVOLA VI
Scomposizione dell'amigdalina.

Per tutti 1 tubi (30 forme giovani) 5 forme di Lalioratorio.

Brodo peptonizzato e addizionato di amigdal na 7. Reazione iniziale alcalina.
Temperatura 37,

Dopo 6 ore dall'insemenzamento, reazione al alina, leggicro intorhidamento del
liquido di coltura,

Depo 12 ore. La reazione si mantiene alcaiing, alcuni tubi hanno un leggicro
odore nauscoso.

Dopo 18 ore. La reazione si manicne alcalina per tutti i tubi, ranne pei n. 1,
22 ¢ 25, in cui ¢ leggerissimamente acida, ¢ si notano in essi traccie di
odore di aldeide benzoica,
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Dopo 24 ore. Lo stesso reperto, pero Podore e la reazione si fanno assai
manifesti pei n. 1, 22 ¢ 25, ed il Coli A da una reazionc leggerissimamente
acida e sviluppo di traccie di odore d’aldeide benzoica.

Dopo 36 ore. Lo stesso reperto, pero Podore pei tabin. 1,22 e 25, ed il Coli A
si fa spiccalissimo, e la rcazione fortemente acida.

Dopo 48 ore, dopo 3 giorni e dopo 1 giorni lo stesso reperto.

Dopo & giorni. L'odore accenna a diminuire in tuti e quattro i tubi, che
dettero fin da principio la reazione inizia'e, Vacidita diminuisce pure.

Dopo 6 giorni. L'odore si fa sempre piti debole, la reazi ne si mantiene acida,

Dopo 7 giorni. L’odore si fa debolissimo, mascherato da odore di putrefazione,
La reazione ¢ ancora licvemente alcalina,

Dopo 8 giorni. L'odore & appena sensibile, la reazione leggermente acida nei
n 1, 22,25 e Coli A, Compaiono traccie di odore di aldeide benzoica nel
Coli E, ¢ la reazione che si cra dimostrata alcalina sempre, diventa legger-
meute acida.

Dopo * giorni, Odore quasi scomparso nei tubi n, 1,22, 25 e coli A, reazione
neutra. L'odore invece si accentua nel n. 4, ma poco; la reazione ¢ evi-
dentemente acida.

Dopo 10 giorni. Anche pel Coli E Podore accenna gia a diminuire, la reazione
¢ meno acida.

Dopo 11 giorni. Nel tubo coli E Fodore & completamente scomparso, la rea-
zione & neutra.

Conclusioni :
1o Non tatti i b. coli, hanno la proprietd di scomporre l'amig-
dalina in aldeide benzoica.
20 Anche quelli che dimostrano di avere questa proprieti la
possono perdere in parte e forse completamente per la vita sapro-
fitica sui nostri mezzi nutritizi di laboratorio.

SPERIENZA SUGLI ANIMALI

Se nessuna reazione dichiarata caratteristica per il bacillo del
tifo o per il b coli si puo ritenere come specifica ed esclusiva per
uno di essi, la prova sulla patogenicitd sugli animali delle due forme
¢ anche meno sicura secondo i vari autori. Quando si pensi che in
questi ultimi tempi, dal concetto che si aveva innanzi della inno-
cuitd del b. coli, si ¢ arrivati a ritenerlo capace di produrre peri-
toniti, infezioni epatiche, quali 'angiocolite suppurativa, infezioni
urinarie secondo il concetto di Necker e Krogius, piclonefriti,
cistiti, ooforiti, lesioni polmonari ¢ pleuriche, meningiti ¢ mieliti,
tiroiditi, endocarditi ¢ focolai suppurativi in genere, ¢ parimenti
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lo si riguarda come causa del cholera nostras e del cholera in-
fantum; quando si pensi a tutto ci6 si puo facilmente comprendere
che un bacterio il quale non produce costantemente una forma
morbosa tipica, deve, a causa di questo diverso suo comportamento,
aver dato risultati discordanti anch: nelle varie esperienze fatte
sugli animali.

Probabilmente in questa diversitd hanno influenza in gran parte
il diverso modo di esperimentare, la provenicnza del b. coli, la
scelta dell’animale, Uetd della cultura, la quantitd ed il modo di
inoculazione; ed a questo riguardo anche Pisenti deplora che le
ricerche non sieno state fatte sempre in modo sistematico, distin-
guendo gli effetti a seconda degli animali.

I da ricordarsi poi il fatto enunciato da Lesage e Macaigne, i
quali dicono di non essere mai giunii a produrre un’infezione con
campioai di b. coli, isolati dalle feci di individui sani. Adungue di
tutti i processi escogitati per caratterizzare il b. coli esperienza
sugli animali pare quella che sin ora ha dato rvisultaii pia incerti.

Volli pertanto provare io pure sopra un nunero limitato di forme

giovani ¢ sui cinque b coli di laboratorio il potere patogeno negli |

animali.
Per tale esperimento mi servii s

1l

non tutte della stessa ¢it ¢ dol

isgrazintunente
iniettavo rel

)]
peritonco quantitt note di coiture & iverd hac
foprima fnfredacevo

Per egni forma provavo su diweooo o

1 eme, alla seeonda 1, eme. di oot nel peritenso con

tali quantita otfenni quasi sempre 0000 Gy w csito feiade, e
nei pochi easi iy ead i visuitato non Do citio, creda quest o dihba
aseriveri ali’etd o sopratutto a! poor DlManivale.

Le cavie che venaero a morte dero costuntemente #se-
guente reperto:

Nulla al Tuogo " innesto, lquido citiino diversanente abtondante
nel peritoneo (talora terbido rossigno, talovi con flocehi (ibrizosi),

Meteorisino delle anse intestinali del erasso, specie del colon che
si mostra enormemente disteso, anse del tenue aleune volte forte-
mente altre solo discretamente inietiate, viva congestione del pe-
ritoneo parictale e viscerale, milza quasi normale, talora emorragia
nelle capsule surrenali, fegato e reni apparentemente inalterati,
contenuto intestinale schiumoso giallo chiaro, rarissimamente licve
essudato pleurico ¢ pericardico.
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Reperto microscopico: batteri tozzi e brevi nei diversi organi e

nel sangue.

TAVOLA VIL

Esperienze sugli animali.

Coli A | Cavia del peso di gr. 180 inoculata con 1 eme. | Morta depo 27 ore

» » 160 » o> » > 20 »

» B » » 220 » 1 » nella notte

» » 220 » I » » »

» E » » 140 » 1 » » » »
» » 190 » oy » dopo 20 ore
» G » » 260 » 1 » » nella notle
» » 163 » 3> > > »
» S » » 170 » 1 » » » »

» » 170 » i La cavia sta molto
male ma non
muore

Num. { » » 490 » 1 » Norta nella notte

» » » 3> > » »

» 2 » » » 1 » > » »
» » » i > » » »
» 4 » » » 1 » » » »
» » » 3> » » »
» o » » » 1 » » » »

» » » 3 » » » »

» 6 » » » 1 » » dopo 20 ore

» » » 3> » » »

» 8 » » » 1 » Sopravissuta

» » » 3 » »

» 9 » » » 1 » Muore ¢opo 13 ore

» » » 5> Sopravissula

» 10 » » » 1 » »

» » » 3 o» »

» 13 » » » 1 » »

» » » 3 »

» 16 » » » 1 » Muore nella notte

» » A i » » » »

» 17 » » » 1 » » » »

» » 385 » 5o » » »

» 18 » » 680 » 1 » Muore dopo 21 ore

» » 495 » 3 > » > Ggiomi

» 19 » » 370 » 1 » » nella notie

» » 365 » o> » dopo 16 ore

» 20 » » 467 » 1 » » nella notle
» » 450 » 3 > > »
» 22 » » 620 » 1 Sopravissuta

» 220 » 3 » »

» 23 » » 460 > o Muwre nella notte

» » 4 » 3 o» Sepravissuta

» 25 » » 218 » I » Muore dopo 18 (re

» » 160 » o> » nella notle




— 33 -

Conclusioni:
12 In linea generale si pud ritenere il b. coli patogeno per le
cavie se si ricorre alla iniezione peritoneale.
2+ Trattandosi di esperimentare sulle cavie, ha influenza sul-
Pesito l'etd ed il peso dell’animale.

CONCLUS!ONI GENERALL

Le principali conclusioni ¢he posso trarre dal complesso di tutte
le esperienze eseguite sono:
12 La denominazione bacterium coli commune non designa una
sola ed unica specie, ma tulto un gruppo di bacilli intestinali.
2 I caratteri che sono condivisi dalla piu gran parte dei
germi appartenenti a questo gruppo sono i seguenti:

1e Potere di coagulare il latte;

2° Produzione d’indolo, specialmente in colture falte in acqua
peplonizzata ; }

30 Proprietd di far fermentare gli zuccheri o con produzione
di acido carbonico a spese del glucosio (prova di Germano e Maurea),
o con formazione di acidi fis:i a spese del lattosio (prova di Chan-
temesse, Widal e Perdrix) (prova di Wurtz).

4o Le forme appartenenti a questo gruppo del b. coli non
presentano in generale tutte queste proprietd riunite, cosicché
per far diagnosi di bacterium coli occorre sottoporre il germe alle
diverse prove sovraricordate.

Roma, luglio 1895.
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