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Malgrado la notorieta dell'argomento, non sard inopportuno riassumere
gli estremi prima dillustrare i risultati di queste ricerche; pertanto mi limi-
terd a ricordare soltanto cid che riguarda la bacillemia tubercolare studiata
con il metodo culturale.

E’ noto che il LoEwensTEIN, sin dal 1gos, applicava il metodo culturale
per la ricerca del micobatterio tbe., oltre che negli espettorati, anche nel sangue,
previo trattamento emolisante con acido solforico al 15%, consecutivo la-
vaggio ¢ centrifugazione; con tale sistema egli, in collaborazione con i suoi
allievi, riusciva nel 1921 ad isolare, su patata glicerinata, il b. di Koch anche
dal sangue di animali infettati sperimentalmente. Pur essendosi questo metodo
dimostrato ottimo per la ricerca del b. di Koch nei prodotti tbe. ¢ nel sangue
di animali sottoposti all'infezione sperimentale, esso dava risultati completa-
mente negativi per 'isolamento nel sangue umano ¢ il LoewensTEIN si dava
allo studio per trovare sia un procedimento adatto per svelare il b. di Koch
nel sangue umano, sia un terreno culturale particolarmente clettivo per il
micobatterio tubercolare.

Nel 1930 infatti il LoEWENSTEIN comunicava di essere riuscito, mediante
lo speciale procedimento cui aveva sottoposto il sangue prima della semina ¢
mediante la semina in substrato culturale di speciale composizione, ad otte-
nere il 100, di positivita nelle forme di tbe. miliare, il 50 o/ in quelle di the.
ossea e renae, il 55% nella the. cutanea ¢ laringea, il 37 % in quella artico-
lare, il #59% nella tbe. oculare. Questo reperto iniziale, basato su 5000 inse-
menzamenti, sembrd veramente sorprendente e richiamo l'attenzione di tutti
i ricercatori. In ricerche successive ed in collaborazione con REerTTER € KreN,
il LoswENSTEIN comunicava di avere ottenuto risultati positivi per il b. di
Koch oltre che nel sangue, anche nel liquido cefalo-rachidiano ed articolare
in diverse affezioni dinsospettata natura tbe., quali la demenza precoce, la
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sclerosi multipla, il reumatismo articolare acuto e la corea. A parte quest'ul-
timo reperto, che esula dall’argomento di questo lavoro, le ricerche del Log-
WENSTEIN, sulla bacillemia tbc., oltre a indicare un nuove indirizzo sullo
studio dell'emocultura, venivano a creare concetti nuovi nel campo dell’etio-
patologia delia tbe. polmonare, ponendo la batteriemia come base dellinfe-
zione stessa, quale fatto primitivo passibile di complicarsi in un secondo tempo
con localizzazioni in uno o piut organi.

Avendo tale questione sollevato grande interesse, si susseguirono ininter-
rotte le ricerche di controllo, da parte di numerosi AA., 1 cui risultati sono
molto discordi da quelli del Loewensteix. Infatti con la ricerca emoculturale
del B. K. promulgata dal LoewensTEIN, 1 vari AA. (le vaste citazioni biblio-
grafiche di Perravrt, Katros e Karros-Derrner, Lentr, mi dispensano dal
citarli singolarmente), hanno ottenuto i risultati piu disparati che vanno dal
100 %, di positivitd del LoeweNsTEIN ¢ collaboratori sino al 0 % di altri AA,,
con tutta una gamma di percentuali intermedie. Il Saenz, che dope il Lok-
weNSTEIN ha fatto il maggior numero di emoculture, su 936 campioni di
sangue (circa 6000 tubi) esaminati sino al maggio 1935, ha trovato solo 12 casi
positivi per micobatterio tbe. (1,2 %).

In complesso bisogna riconoscere che, parallelamente ai perfezionamenti
della tecnica, va aumentando il numero dei ricercatori che trovano bacillemia
positiva; perd le percentuali di queste restano sempre molto basse ¢ in forte
contrasto con quelle altissime comunicate dal LoewensteIN e collaboratori
(Konrap, VALLGREEN, JERUsALEMN e Urcorri, Kren, Russer, WEssELY, ecc.).
Il LoewenstsN giustifica queste divergenze affermando che occorre atte-
nersi rigorosamente alla tecnica da lui comunicata; egli infatti da grande
importanza alla scelta di un terreno particolarmente elettivo per I'isolamento
e la moltiplicazione del B. K. ed all’allontanamento totale dell'emoglobina,
previa emolisi del sangue da seminare, in quanto I'emoglobina nuocerebbe
allo sviluppo del bacillo stesso; d’altra parte in questa guisa si verrebbe a
ridurre al minimo volume la massa di sangue prelevato. Per questa ragione
egli avrebbe dovuto pilt volte perfezionare il suo metodo sostituendo, nella
emolisi dei globuli rossi, la saponina all’'acido acetico in un primo tempo
e poi l'acqua distillata alla saponina.

Proprio questo tempo del metodo del Loewenstein ¢ stato molto discusso
e criticato; infatti molti AA. hanno potuto dimostrare che il siero di sangue
ed i costituenti ematici, lungi dall’avere potere antibacillare o dall’ostacolare
lo sviluppo del B. K., ne favoriscono invece la crescita. Per primo il Ron-
ponI (1924) poteva asservare che non solo il sangue 2 tozo ed il siero di cavia,
ma anche i filtrati di vecchie culture hanno un potere eccitante sullo sviluppo
del micobatterio tbe., al contrario di cid che avviene per altri batteri (cocchi
piogeni, gonococco, ecc.). L'anno dopo anche lo ScraT riscontrava questo
fenomeno, che fu battezzato col nome di Rondoni-Schmidt e pit tardi Pe-
TRAGNANI € poi BINcoLp riuscivano a coltivare il micobatterio tbc. umano in
terreni diversi, previa aggiunta di sangue 7z fofo o dei vari suoi costituenti
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(plasma, gl. rossi, siero), in diversa percentuale; anche il BarerLr riscontrava
un’azione favorente dei costituenti ematici sullo sviluppo culturale del B. K.
ed ottenevano identici risultati Kircuner e Li lavorando sul terreno sinte-
tico di Kirchner liquido e solidificato.

11 Kircuner ed in scguito Kavros e NaTHAN, avendo saggiato il potere
battericida del siero di sangue, portando il B. K. nel suo terreno liquido a
composizione sintetica, dove il siero era diluito in proporzioni convenienti,
concludono che né il siero di sangue di ammalati di tbe., n¢ quello di indi-
vidui normali, possiede potere inibitore rispetto al micobatterio tbc.; anche
CorpEr ¢ Vioar, Houn, Porper, Ninnt € BeTrREY, DI MaURO ¢ GENTILE, GRA-
ziosi, Barsint, Dappi, Lentr, giungevano alle medesime conclusioni ed il
Perracnant avendo studiato in collaborazione con MazzerTi il potere batte-
ricida del sangue di cavie vaccinate col B. K. (iz vitro) proponeva di adottare
come terreno di cultura per il micobatterio tbe. il sangue defibrinato, addi-
zionato con eguale volume di soluzione fisiologica, brodo di Loeffer o di
liquido di Sauton.

La Dk Santis, avendo studiato ampiamente il potere battericida del san-
gue dei tubercolosi sul B. K., lavorando su terreno liquido di Kirchner,
previa aggiunta di sicro in varie proporzioni, conclude che il siero di sangue
nei tubercolosi (omologo ed eterologo), si mostra capace di un’azione decisa-
mente favorevole allo sviluppo del B. K. e cid non solo a somiglianza del
siero normale, ma in grado molto superiore a questo. Quest’azione eccitante
lo sviluppo del micobatterio the. & stata osservata anche nei vari terreni ove
erano state aggiunte piccolissime quantitd di essudato pleurico od articolare
(Exea, VioLi, AcNELLo, ecc.) ed il Roxpont infine spiega questa azione am-
mettendo « che nell'organismo infetto circolino sostanze bacillari reperibili
nel siero, le quali possono essere facilmente ingranate nei processi sintetici
del protoplasma batterico ¢ condizionino cosi la pit rapida crescita dei
germi ».

Un'altra causa delle differenze circa i risultati ottenuti nelle ricerche di
controllo sulla bacillemia tbe., va ricercata nel criterio d'interpretazione dei
risultati stessi; infatti & noto che il LoEweNsTEIN considera positive 'emocul-
ture anche soltanto in base al reperto di bb. acido-resistenti (colonie micro-
scopiche) ottenuto col raschiamento del terreno di cultura ed anzi egli con-
siglia di ricercare detto reperto anche nei terreni inquinati da funghi; secondo
il LoeweNsTEIN questi bb. acido-resistenti sarcbbero l'esponente di un parti-
colare stadio di sviluppo iniziale (Anfangstadium) del micobatterio tbe. ¢
possono dare talvolta, se trapiantati, delle colonie normali macroscopiche,
mentre generalmente non dinno luogo a sviluppo alcuno; il LOEWENSTEIN
percid, in base a queste microcolonie formula senz’altro giudizio di cultura
positiva. Bisogna notare che sopra 1600 esami culturali, escguiti nel Labora-
torio del LoswensTEIN, solo in 8 campioni di sangue vi fu sviluppo di germi
trapiantabili e dotati di potere patogeno per la cavia, mentre 56 volte i bb.
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acido-resistenti risultarono non trapiantabili e privi di potere patogeno; esclu-
dendo questi ultimi, i risultati del LowENSTEIN rientrano quasi nella percen-
tuale data dai ricercatori di controllo, la quale si aggira intorno al 6 %.

Il Tiepeman pensa che detti germi acido-resistenti non siano altro che
BB. K. aviari preesistenti nelle uova adoperate per la preparazione del ter-
reno culturale; se si pensa perd che il LICHTENSTEIN su 525 uova di galline di
ignota provenienza, ha trovato soltanto 2 volte bb. tbc. ¢ che il raschiamento
della superficie di cultura, non ancora seminata, non da mai reperto di bb.
acido-resistenti, bisogna concludere che 'evenienza prospettata dal TiEpEMAN
deve considerarsi almeno come molto rara.

1l Saenz, isolate alcune di queste microcolonie ed avendole trovate prive
di qualsiasi potere patogeno, propende a credere che si tratti di saprofiti para-
tubercolari banali a lentissimo sviluppo o di semplici ammassi di cadaveri di
bb. acido-resistenti presenti nel sangue seminato sol perche giuntivi con i vari
liquidi impiegati nel trattamento; in questo senso starcbbe la grande diffu-
sione di tali germi nell'ambiente dimostrata da molti AA. (Ssenz, Bincovp,
Lance, DE BeNeperTr ¢ Macena). Questa interpretazione perd non convince
molto quando queste figure bacillari acido-resistenti si trovano nel sangue
insemenzato, anche quando vennero impiegati liquidi bidistillati e filtrati per
candela e recipienti lavati e sterilizzati accuratamente (Veromia, ecc.). I1 Bian-
cHI invece interpreta queste figure bacillari acido-resistenti quali prodotti ar-
tificiali della colorazione o quali residui acido-resistenti di provenienza ema-
tica (emazie, granuli di leucociti, o lipidi); anche questa ipotesi, se in taluni
casi & ammissibile, talvolta mal si accorda con l'osservazione microscopica di
germi acido-resistenti troppo caratteristicamente ed uniformemente bacillari
¢ raggruppati a mo’ di colonia si da far pensare a bacilli che ad un certo mo-
mento del loro sviluppo non abbiano pitt trovato la capaciti o le condizioni
necessarie per la crescita.

Date appunto le diversitd e le difficoltd d’interpretazione in proposito,
alcuni AA. nelle loro esperienze pronunciano giudizi di negativita, per il
B. K., quando siano presenti colonie microscopiche che non abbiano effetto
patogeno nella cavia o che non sieno trapiantabili, mentre altri AA. prendono
in considerazione unicamente le colonie microscopiche a sviluppo normale,
tralasciando il successivo studio sulle colonie microscopiche.

Se si pensa che gli AA. sopracitati hanno lavorato attenendosi rigorosa-
mente alle prescrizioni del LoewensteN e che d’altronde alcuni AA. (Hor-
STER, Bianchi, Saenz, Houm, Torri, ecc.), dopo aver imparato personalmente
la tecnica dellemocultura nella clinica di Loewenstein, non sono riusciti a
riprodurre risultati simili a quelli del LoEWENSTEIN stesso, se si pensa infine
che molti AA., lavorando con altri metodi sono riusciti ad ottenere risultati
positivi che si avvicinano pili o meno alla media sopra data, bisogna conclu-
dere che malgrado le innumerevoli ricerche di controllo, il problema della
bacillemia tbe. & sempre molto intricato e che non sia inopportuno avviarsi
in queste ricerche anche con altri metodi e criteri differenti,
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RICERCHE PERSONALI

TEcNICA DI LAVORO. — Ho esaminato la bacillemia tbe. in rapporto ad al-
cuni momenti meno studiati, da questo punto di vista, nel corso della ma-
lattia tbe. e precisamente dopo l'instituzione del pnx., durante, dopo una delle
manifestazioni pitt gravi della tbe.: T'emottisi, durante complicazioni tbe.
extra-polmonari in soggetti gid affetti da lesioni polmonari ed in soggetti
affetti da adcnopatia tracheo-bronchiale (fanciulli).

Complessivamente ho preso in osservazione 47 ammalati degenti nei
sanatori provinciali milanesi, di cui 27 aduld e 20 fanciulli non oltre il 12"
anno di eta.

Per queste ricerche mi sono servito dei terreni culturali di Loewenstein
¢ di Petragnani e di quelli sintetici liquidi di Model e di Kirchner; ho voluto
adoperare questi due ultimi substrati culturali liquidi, parallelamente ai clas-
sici terreni all'uovo, per potere stabilire un confronto di sensibilita, prendendo
lo spunto dalle ricerche della DE Santis e da quelle di Popper; quest'ultimo
A. infatti avendo seminato campioni di sangue, trattati secondo la tecnica
di Loewenstein, parallelamente in terreno di Loewenstein ed in un terreno
liquido di sua composizione, ha avuto un risultato positivo in entrambi i
terreni. Inoltre ho voluto seminare parallelamente sangue soltanto citratato
e sangue trattato secondo il metodo di Loewenstein, per stabilire se i due me-
todi si equivalgono.

Non essendo scopo di questo lavoro compiere la duplice ricerca culturale
¢ biologica, a scopo di accertamento ho proceduto alla prova biologica sol-
tanto nei casi positivi ed in quelli dubbi, inoculando nella cavia per via endo-
venosa cc. 5 di soluzione di Ringer in cui erano sospesi frammenti di colonie
positive microscopicamente o il sedimento del materiale di dubbia positivitd
previamente omogencizzato con antiformina. Circa la composizione di questi
terreni, mi sono attenuto strettamente alle formule prescritte dagli AA. pre-
mettendo che in tutte le operazioni ho adoperato liquidi filtrati e sterilizzati
nonche recipienti perfettamente lavati e sterilizzati.

In ciascuno di questi terreni culturali (essendo i terreni liquidi mclto
soggetti agli inquinamenti, ho aggiunto, nella soluzione madre, della solu-
zione acquosa di verde malachite al 2% ed in proporzione del 3 %), mi sono
preoccupato che alla fine di tutte le varie manipolazioni il pH. si aggirasse
intorno a 6,8-7,0, essendo questo loptimum per lo sviluppo del micobatterio
the. Per la determinazione di detto pH. mi sono servite del metodo colori-
metrico ed ho adoperato il bleu di bromo-timolo secondo il metodo di Conn.
Dopo aver controllato la sterilita dei terreni ponendoli in termostato per tre
giorni consecutivi dopo la preparazione e poi in luogo fresco, man mano che
preparavo una nuova scrie di terreni mi assicuravo delic buone capacita cultu-
rali di essi, seminando in alcuni tubi di ciascun terreno, parallelamente alle
semine sperimentali, alcune goccie di centrifugato di essudato pleurico gia no-
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toriamente bacillifero; inoltre tenevo alcuni tubi sterili di ciascun terreno in
termostato, insieme a quelli seminati come controllo; per il sangue mi sono
attenuto alla tecnica seguente: prelevati sterilmente a digiuno 20 cc. di sangue,
li raccoglievo in un provettone dove vi erano 6 cc. di citrato di sodic al 109
e dopo aver tappato ermeticamente con tappo di gomma sterile, agitavo ener-
gicamente per impedire che si formasscro coaguli; dopo aver lasciato il pro-
vettone a sedimentare per 24 ore in termostato, decantavo il plasma, con una
pipetta sterile munita di filtro alla quale avevo attaccato una pera aspiratrice,
curando di non intaccare lo strato superficiale ove si raccolgono i leucociti;
indi mescolavo questi con la massa dei gl. rossi e a questo punto procedevo
alla semina in tubo di Kirchner, in uno dj Modcl, in uno di Petragnani ed
in uno di Loewenstein, insemenzando 1/2 cc. per ogni tubo e curando che il
materiale fosse distribuito ugualmente e regolarmente sulla superficie dei
terreni solidi. Finita questa prima operazione procedevo al trattamento della
restante quantita di sangue secondo il metodo di Loewenstein ed ossia riem-
pivo il provettone con acqua distillata e dopo averlo tappato ermeticamente ¢
sterilmente, agitavo ancora energicamente affinche Temolisi avvenisse in modo
cempleto; quindi centrifugavo a 2000 giri per 30 minuti. Dopo aver ripetuti
i lavaggi emolisanti e centrifugato pilt volte sino ad avere un sedimento gri-
giastro completamente privo di emoglobina, lo raccoglievo con una pipetta
sterile da 1 cc., lavavo il tubo della centrifuga con poche goccie di acqua di-
stillata, riempivo con questa la pipetta sino ad 1 cc. avendo cura di capovol-
gere pitt volte la pipetta stessa, perche il sedimento si mescolasse uniforme-
mente ¢ quindi seminavo in un tubo di Petragnani, in uno dj Loewenstein,
in uno di Kirchner ed in uno di Model, insemenzando 1/4 di cc. per ciascuno.
Non ho praticato I'ultimo tempo facoltativo del metodo dj Loewenstein
(Paggiunta di 12 cc. di H.SO, al 159, al sedimento per distruggere gli even-
tuali germi che non siano b. di Koch) in quanto ho lavorato con la massima
sterilita ed anche per evitare eventuali dispersioni del sedimento.
Complessivamente per ogni campione di sangue venivano seminati 8 tubi
di cui 4 solidi ¢ 4 liquidi; dopo la semina ponevo i tubi di Loewenstein e
Petragnani in posizione obliqua, affinche il materiale restasse uniformemente
adagiato sulla superficie del terreno, per poi paraffinarlo accuratamente dopo
24 ore e porli verticalmente in termostato a 37°1/2; i tubi di Kirchner e
Model invece, dopo averli paraffinati, li ponevo subito in termostato a 37°1/2
e li agitavo sistematicamente ogni due giorni per i primi 15 giorni, sia per
stabilire un intimo contatto tra il substrato culturale e gli eventuali bazilli
presenti ¢ sia per assicurare le condizioni di ossigenazione favorevoli allo
sviluppo del b. di Koch. Dopo il 15" giorno dalla semina controllavo macro-
scopicamente 'eventuale sviluppo di colonie e solo dopo 40 giorni dalla se-
mina procedevo all'esame microscopico; a riguardo, dopo aver allestito due
vetrini indifferentemente per ogni tubo, nei terreni solidi procedevo al raschia-
mento totale della superficie, inquinata o sterile che fosse e trattavo il mate-



Ricerche sulla bacillemia nella the. polmonare 9

/

1iale ottenuto con antiformina al 20 7 per due ore a 37", per poi centrifugare
ed allestire un’altra serie di preparati microscopici con il sedimento; nelle
culture liquide invece aggiungevo senz’altro antiformina al 20 % in quei tubi
ove avevo seminato sangue citratato o dove vi era inquinamento, mentre nei
tubi sterili, seminati secondo il metodo di Loewenstein, procedevo all’allesti-
mento dei preparatti solo dopo semplice centrifugazione. Ogni volta mi sono
prcoccupato di conservare il resto del sedimento, perche dopo attento esame
microscopico, nei casi positivi o dubbi procedevo al trapianto delle colonie
¢ del sedimento in terreni freschi, nonché all'inoculazione in cavia.

CASI ESAMINATI - RISULTATI DELLE RICERCHE

SOGGETTI SOTTOPOSTI A INSTITUZIONE DI PNX. — Partendo dal concetto che
il gas introdotto nel cavo pleurico possa, per azione meccanica, determinare:
disturbi di circolo o consecutiva penetrazione in esso di germi localizzati nei
focolai collassats, alcuni AA. hanno studiato Ia bacillemia the. prima ¢ dopo
la instituzione del pnx. Con questo sistema Worr ha esaminato 12 casi e VEr-
DINA 15, entrambi con esito negativo; uguale reperto ebbe il Wonken in 11
casi, mentre Daopr, in 20 casi studiati, ebbe 4 risultati positivi alla prova
biologica.

Recentemente Bruno, avendo studiato la bacillemia dopo I'instituzione
pricumo-terapeutica, conclude che la bacillemia, rara negli individui affetti
di tbe. polmonare, diventa pit frequente dopo il suddetto intervento, sia per
azione meccanica ¢ sia per uno stimolo dovuto ad assorbimento dj sostanze
tipo tubercolina.

Io ho studiato Ia bacillemia in 18 soggetti sottoposti ad intervento preu-
mo-toracico istituito per forme di tbe. essudativa post-primaria a tendenza
ulcerosa od ulcerosa senz’altro in taluni casi ¢ di questi 18 pazienti, 12 ¢rano
adulti e 6 fanciulli sotto il 12" anno di cti.

Nella scelta dei casi mi regolavo cosi: scartando quei pazienti dove la
quantita di gas introdotto era minima, prendevo in considerazione solo quei
casi dove la quantitd di gas garantiva una buona istituzione di pnx.; in questi
casi prelevavo il sangue un’ora dopo la prima introduzione e un'ora dopo il
successivo rifornimento; il prelievo di sangue antecedente allinstituzione del
pnx. Tho eseguito soltanto nei bambini, 24 ore prima dellintervento.

Di questo gruppo, in 14 soggetti Ia bacillemia risultd assolutamente nega-
tiva, in 3 soggetti invece (2 adulti e r bambino), si riscontrarono delle figure
bacillari acido-resistenti e questo reperto fu trovato complessivamente in g
tubi. Queste figure bacillari acido-resistenti perd diedero risultato nettamente
negativo sia al controllo biologico, sia nei successivi trapianti.

In un solo caso Pemocultura risultd nettamente positiva in 3 tubi; si trat-
tava di un bambino di 8 anni sottoposto ad intervento pneumotoracico per
un infiltrato parailare di formazione recente con tendenza evolutiva; pra-
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ticata Pemocultura si ¢ avuto sviluppo macroscopico di colonie di bb. di Koch,
due volte nel campione di sangue prelevato un'ora dopo il primo riforni-
mento, mentre risultd negativo il campione prelevato 24 ore prima dell'in-
tervento. Dei tre tubi positivi due contenevano Kirchner liquido insemenzato
con sangue citratato ed il terzo tubo invece conteneva terreno di Petragnani
alla cui superficie era stato seminato sangue citratato.

Al 30” giorno, prelevate delle ansate, furono allestiti alcuni vetrini, col
metodo Ziehl-Neelsen, sui quali si potevano notare facilmente grovigli di
bastoncini acido-resistenti uniformi come dimensioni ¢ colorabilita ed un po’
incurvati come si riscontra sui vetrini allestiti da culture fresche di b. di Koch.

Furono eseguiti diversi trapianti sul Loewenstcin e Petragnani ¢ dopo
circa 20 giorni si ebbe lo sviluppo di belle colonie rugose caratteristiche, alcune
delle quali diluite in Ringer ed inoculate in cavia per via endovenosa, risulta-
rono positive per il b. di Koch anche alla prova biologica.

In questo gruppo di pazienti quindi la bacillemia tbe. ¢ riuscita positiva
nel 5,55 % dei cast presi in esame, mentre nel complesso dei tubi la percen-
tuale discende a 0,9 % (3 tubi su 336).

SOGGETTO IN CORSO DI EMOTTISL. — A questo gruppo appartengono 7 pa-
zienti adulti, nei quali ho prelevato il sangue poco dopo l'inizio di una emot-
tisi grave. In questo gruppo, in un caso non si ¢ avuto alcun reperto bacillare,
in due casi si sono riscontrate delle figure bacillari acido-resistenti in due tubi
per ciascuno, mentre in 3 casi risultarono positivi per il b. di Koch diversi
tubi con colonie macroscopiche. Da notare che uno di questi casi era gia in
corso di trattamento pneumotoracico e intervenuta I'emottisi, il sanguc fu
prelevato dopo un rifornimento a scopo emostatico.

Su 24 tubi seminati in questi tre casi, hanno dato reperto positivo macro-
scopicamente ben 11 tubi di cui, 5 contenenti substrato culturale solido, e
6 contenenti terreno liquido. Dei 5 terreni solidi 3 erano Loewenstein di cui
2 insemenzati con sangue citratato ed 1 con sangue trattato secondo il metodo
di Loewenstein; gli altri 2 tubi invece erano Petragnani seminati uno con
sangue citratato e l'altro con sangue trattato secondo il metodo di Loewenstein.
Dei 6 tubi contenenti terreno liquido, 5 tubi contenevano Kirchner liquido
dei quali 3 insemenzati con sangue citratato ¢ 2 con sangue trattato secondo
il metodo di Loewenstein; il 6" tubo conteneva substrato liquido di Model
seminato con sangue citratato e questo ¢ stato l'unico caso di positivita su
terreno di Model. In questi tubi le culture erano molto pili rigogliose nei
terreni liquidi e pit numerose nei terreni solidi che non nei tubi positivi
appartenenti al caso del gruppo precedente ¢ dette colonie riuscirono sempre
positive per il b. di Koch sia nei numerosi preparati microscopici allestiti, sia
nei successivi trapianti culturali ed alla prova biologica.

Volendo fare un raffronto clinico fra i casi di emocultura negativa e
quelli ad emocultura positiva, dird che in questi ultimi vi fu un peggiora-
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mento progressivo con fatti tossiemici febbrili e con disseminazioni, in parte
certamente di origine ematogena, dopo la cessazione della emottisi; invece
nei pazienti ad emocultura negativa, oltre alla breve durata deil’emottisi, vi
fu una rapida ripresa dello stato generale senza complicazioni postume.
Considerando questo gruppo di pazienti a parte, la bacillemia ¢ risultata
positiva nel 42,85 % dei casi presi in esame (3 casi su %), mentre nel com-
plesso dei tubi seminati ¢ riuscita positiva nel 22,919 (11 tubi su 48).

PAZIENTI AFFETTI DA LESIONI TUBERCOLARI EXTRA-POLMONARL — Ho esami-
nato la bacillemia the. anche in 8 pazienti affetti contemporancamente da le-
sioni polmonari ed extra-polmonari (4 di orchiepididimite tbe., 3 di tbe. ossca
ed 1 di tbe. renale); in questo gruppo l'emocultura risultd sempre negartiva
malgrado che uno di questi, dopo circa un mese dal prelicvo di sangue, pre-
sentasse nuove metastasi ossce d’origine ematogena. In un tubo appartenentc
a quest'ultimo caso ed in altri due appartenenti ad un altro caso, vi fu il solito
reperto di bb. acido-resistenti non trapiantabili ed innocui per la cavia.

PAZIENTI AFFETTI DA ADENOPATIA TRACHEO-BRONCHIALE. — Ho voluto anche
studiare la bacillemia tbe. in 14 bambini affetti da adenopatia tracheo-bron-
chiale con scarsi fatti infiltrativi parailari in qualche caso; i risultati furono
costantemente ¢ completamente negativi.

ConsiEraziont. — Le indagini compiute con la tecnica riferita sulla
bacillemia tbe. in 47 pazienti, hanno dato colonie macroscopicamente positive
per il b. di Koch nell’8,55% dei casi, mentre sul complesso di 568 tubi si ¢
avuto risultato positivo nel 2,82 %; inoltre nel gruppo di soggetti in corso di
emottisi la percentuale di positivith & stata molto alta (42,85 °%). Premettendo
che in queste percentuali non sono state calcolate le microcolonie di bb. acido-
resistenti ad esito negativo nelle sub-culture ed in cavia, i risultati sopra ri-
portati si prestano a numerose considerazioni generali d’ordine clinico e bat-
teriologico.

Anzitutto nei pazienti colpiti da emottisi, I'alta positivitd riscontrata di-
mostra che, forse per le comunicazioni pilt o meno ampie stabilitesi durante
il fenomeno emoftoico tra il focolaio ed il vaso usurato, o per la congestione
sopravvenuta, si pud avere molto spesso una immigrazione di bb. di Koch
nel sangue circolante ed in quel numero sufficiente (20 per cc. secondo SAENZ)
per dare buoni risultati culturali; tenendo inoltre presente il peggioramento
post-emoftoico verificatosi nei casi ad emocultura positiva, Pesame culturale
della bacillemia eseguita metodicamente in questi casi, pud aiutare nel giu-
dizio prognostico e talvolta anche nellindirizzo terapeutico.

Quanto alla bacillemia the. studiata dopo Pinstituzione pneumo-terapeu-
tica, pur non avendo avuto una forte percentuale di positivitd (5,55 95, sui
casi in esame ed il 0,0% su 336 tubi esaminati), bisogna tener conto che al
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contrario dei casi studiati dal Dabpr (positivitd nei campioni di sangue prele-
vati prima dellinstituzione del pnx.), nell'unico caso positivo il risultato ¢&
stato tale nei tubi seminati con il sangue prelevato dopo I'instituzione del
pnx., mentre la bacillemia tbe. ¢ riuscita nettamente negativa nel campione
di sangue prelevato prima dellintervento stesso ; In questo caso positivo sa-
rebbe stato interessante studiare dopo quanto tempo la bacillemia risultava
negativa, ma mi ¢ stato impossibile perche segul il trasferimento del bambino
a causa del cattivo stato generale. Comunque la percentuale di positivita otte-
nuta in questo gruppo ¢ gid sufficiente per far pensare che il collasso pol-
monare possa determinare la dispersione di alcuni germi nel sangue circo-
lante, spiegando le disseminazioni ematogene seguenti le prime introduzion,
descritte da CuLorra ¢ dal Civourmant e spicgando altresi i rialzi termici
consecutivi alle prime introduzioni; la negativita degli altri casi in esame
puod darsi sia dovuta al non aver sorpreso il « momento » saltuario corrispon-
dente al maggior numero di bb. circolanti nel sangue; cio vale anche per i
soggetti affetti da lesioni polmonari con manifestazion; extra-polmonari, men-
tre per i bambini affetti da adenopatia tracheo-bronchiaie con scarsi fatti
infiltrativi, bisogna ammettere con LiesermEisTER che la ricerca emocultu-
rale sia stata praticata troppo tardi ed ossia quando i germi sono gid annidati
nei tessuti.

Passando ad un’altra considerazione d’ordine batteriologico, la semina
del sangue, praticata parallelamente e con lo stesso campione a sangue sol-
tanto citratato ed a sangue trattato secondo il metodo di Loewenstein sia nei
terreni liquidi che in quelli solidi, ha dato risultati migliori con il primo
metodo che con il secondo; infatti con il sangue citratato complessivamente
si sono avuti 10 tubi positivi per il b. di Koch (3,52 %) mentre in quelli semi-
nati con sangue emolisato secondo il metodo di Loewenstein s & avuto I'r,43
per cento ed ossia 4 tubi su 280 seminati con tale tecnica. Questa constatazione
ribadisce 'opinione dei numerosi AA. gia citati a suo tempo, che Pemoglobina
ed i costituenti ematici in genere favoriscono lo sviluppo del b. di Koch
anziché ostacolarlo; per ricerche quindi di questo genere, la semina con
sangue citratato, oltre alla maggior praticitd che permette di evitare quasi
totalmente gli inquinamenti, di anche una maggiore positivitd a paragone
del metodo del Loewenstein.

Altra considerazione molto importante concerne I'uso dei tecreni liquidi;
tralasciando il terreno di Model, che oltre a dare un solo risultato positivo,
si ¢ dimostrato inadatto perché dopo un certo tempo cambia colore e presenta
al fondo dei precipitati cristallini, prenderd in considerazione il terreno dj
Kirchner; questo substrato liquido infatti su 14 tubi complessivamente posi-
tivi, ha dato ben 7 tubi positivi contro lo stesso numero di tubi positivi dati
da tutti gli altri terreni messi insicme ed inoltre ha dato risultati positivi in
ogni campione di sangue positivo sugli altri terreni, mentre quest’ultimi in-
vece non hanno corrisposto ugualmente in tutti i 4 casi positivi.
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Questo fatto potrebbe spiegarsi ammettendo col Bousson, che il ter-
reno di Loewenstein non sia tanto appropriato per il b. di Koch quanto si
crede, specie quando si tratta di bb. a scarsa vitalita.

Nei suddetti tubi di Kirchner la caratteristica maggiore ¢ stato I'inizio
dal fondo di un intorbidamento granulare (colonic sommerse del Kirchner)
cui si aggiungeva, dopo I'ultimo scuotimento, una patina superficiale tendente
a risalire sulle pareti del tubo ed a diventare rugosa. Data la sua grande pra-
ticita d'impiego e sensibilitd rispetto al b. di Koch, questo terreno merita di
entrare sistematicamente nell'uso comune per le ricerche sulla bacillemia tbe.,
parallelamente agli altri terreni, anche perche permette di diagnosticare il
b. di Koch talvolta gid dopo 10-14 giorni dalla semina.

Quanto ai terreni di Loewenstein e di Petragnani, pur avendo dato cia-
scuno lo stesso numero di tubi positivi, nel secondo si ¢ avuto uno sviluppo
pitt numeroso di colonie e pili rigoglioso che nel primo.

Volendo esaminare anche i risultati dati dalle microcolonie, questi si
sono riscontrati nel 14,85%, con 7 casi positivi per bb. acido-resistenti su 47,
mentre nel complesso dei tubi la percentuale discende a 2,829, con 16 tubi
positivi su 568.

Naturalmente questi reperti non sono stati presi in considerazione perche
1 successivi trapianti in terreni freschi e 'inoculazione in cavia diederc sempre
esito negativo. Bisogna notare perd che queste microcolonie 9 volte furono
riscontrate sui vetrini allestiti con sedimento ottenuto dal materiale omoge-
neizzato con antiformina al 20 %, per duc ore, mentre le altre 7 volte furono
riscontrati nei vetrini ottenuti nel raschiamento della superficie culturale;
ora, a prescindere dall’uso fatto di liquidi e recipienti sterilizzati, l'avere otte-
nuto queste figuge bacillari nel sedimento del materiale omogencizzato, do-
vrebbe far escludere trattarsi di bb. acido-resistent paratubercolari se, come
affermano SpinpeLEr ed Encmerseew, detti bb. vengono distrutti dall’anti-
formina al 159, per mezz'ora. Non avendo inoltre mai trovato tal; reperti
nel materiale raschiato dalle superfici culturali dei tubi dj controllo, escludo
anche che si trattasse di bb. di Koch aviari, giunti con le uova nella prepara-
zione dei terreni, anche perché tali figure bacillari si trovavano egualmente
al fondo dei terreni liquidi nella cui confezione non entravano a far parte le
uova; escludo anche, tranne in qualche caso, che si trattasse di residui ema-
tici o di artifici di colorazione; infatti sulla maggior parte dei vetrini si pote-
vano notare al microscopio bastoncini cosi tipicamente bacillari ed aggrup-
pati, da non far dubitare sulla diagnosi chi non ne sapesse la provenienza;
data piuttosto la minor acido-resistenza cd alcool-resistenza di questi bb. al
confronto dei bb. di Koch trovati nelle colonie macroscopiche, si potrebbe
pensare col Courmont che si tratti di bb. di Koch giovani ed ancora non
rivestiti 0 poco provvisti del rivestimento cirograssoso ed incapaci, per questa
scarsa vitalita, a produrre emoculture od inoculazioni positive. Non esclu-
dendo che questi « bacilli nudi» del Courmont non rappresentino altro che
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lo stadio iniziale del micobatterio tbc. (Anfangstadium) ammeso dal Log-
WENSTEIN, comunque sulla etiologia di queste microcolonie ¢ ancora aperta
la discussione e certamente ulteriori ricerche chiariranno il problema.

CONCLUSIONI

I. — La bacillemia tbc. nei malati di the. polmonare costituisce un ri-
scontro raro; perd puo verificarsi dopo la instituzione di pnx. (1 su 18 nei
pazienti presi da me in esame).

IL. - In corso di emottisi invece ¢ facile riscontrare bacillemie positive
(3 su 7 casi da me presi in esame e cio¢ nel 42,85 %), ed in questi casi I'emo-
cultura puo anche servire quale giudizio prognostico, come ebbi a verificare
nei casi ad emocultura positiva dove vi fu un peggioramento clinico in con-
trasto con la rapida ripresa dei pazienti ad emocultura negativa.

III. — Nel complesso dei miei casi presi in esame, la bacillemia ¢ risultata
positiva nell’8,55 % dei casi (4 su 47), mentre sulla totalitd dei tubi & riuscita
positiva nel 2,46%, (14 su 568 tubi insemenzati).

IV. — La bacillemia tbc. costituisce un fenomeno assolutamente ecce-
zionale in pazienti affetti da adenopatia tracheo-bronchiale con scarsi fatti
infiltrativi.

V. — Pur dovendo ammettere clinicamente la bacillemia tbe. in pazienti
affetti da tbc. polmonare o manifestazioni extra-polmonari, essa non ¢ facil-
mente dimostrabile, il che si pud ritenere dovuto alla sua saltuaria inter-
mittenza.

VI. — Stante il maggior numero dei tubi positivi da me avuti mediante
la semina con sangue soltanto citratato (3,52 %), in confronto dei tubi inse-
menzati secondo la tecnica del Loewenstein (1,43 %), lungi dallinibire lac-
crescimento del b. di Koch debbo affermare che i costituenti ematici si mo-
strano capaci di favorirne lo sviluppo. Questo metodo quindi per la sua sen-
sibilita e per la sua maggiore praticitd pud essere fiduciosamente sostituito
alla lunga tecnica proposta dal LoewensTein per la disemoglobinizzazione
del sangue.

VII. — 11 substrato liquido di Kirchner, oltre alla sua praticita di im-
piego, si mostra perlomeno altrettanto idonco alla cultura del micobatterio
tbe. dei terreni solidi e per questa sua qualitd dovrebbe entrare nell’uso co-
mune per lo studio della bacillemia tbc. da solo o quale controllo degli altri
terreni.

VIII. — I terreno di Petragnani, per la sua sensibilitd per nulla inferiore

a quella del Loewenstein, e per la sua facilita di preparazione, resta sempre i
migliore tra i terreni solidi per ricerche sul b. di Koch.
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IX. — Nelle ricerche surriferite sono state riscontrate microcolonie non
trapiantabili ed innocue per la cavia in 7 casi su 47 (14,85 %), mentre nel
complesso dei tubi sono stati riscontrati 16 volte su 568 tubi insemenzati
(2,82 %); pur non potendo considerare questi reperti fra quelii positivi per
il b. di Koch, la natura di queste microcolonie merita di essere ulteriormente
studiata.

X. — Di pari passo al perfezionamento della tecnica, va aumentando il
numero degli AA. che riescono a dimostrare bacillemie tbe. positive pur non
raggiungendo le alte percentuali del LoEweNsTEIN, alte percentuali che, ove
non si computino le microcolonie non trapiantabili, quasi rientrano nella
media percentuale data dagli altri ricercatori. I dati sperimentali quindi,
anitamente ai dati clinici, dimostrano che la bacillemia tbe. pud essere repe-
ribile microscopicamente ed i risultati contradditori dei vari ricercatori non
fannc che confermare la grande difficoltd di sorprendere il momento fugace
ed intermittente in cui i bb. di Koch sono circolanti nel sangue.

SOMMARIO

L’A. ha ricercato culturalmente la presenza del b. di Koch nel sangue di pazienti
affetti da tbe. in corso d’emotiisi, dopo la prima introduzione pneumo-terapeutica, in
pasienti affetti da tbe. polmonare con manifestazioni extra-polmonari ed infine in un
gruppo di bambini affetti da adenopatia tracheo-bronchiale; parallelamente egli ha
effettuato la senina con sangue soltanto citratato e con sangue trattato secondo il metodo
di Loewenstein, sia sui terreni solidi di Petragnani ¢ di Locwenstein e sia in quelli
sintetici liquidi di- Kirchner e di Model. La bacillemia & risultata positiva nell'8,55 %,
sul totale dei casi esaminati con un massimo di positivita nei pazienti in corso di emot-
tisi (42,85 9); inoltre rispettivamente la bacillemia & risultata positiva nel 2,46°/ sulla
totalita dei tubi insemenzati, nel 3,52 %, nei tubi insemenzati con sangue solo citratato e
nell’1,43 %, dei tubi insemenzati con sangue trattato secondo la tecnica di Loewenstein;
da tale computo furono escluse le microcolonie non trapiantabili viscontrate nel 2,82,
rispetto ai tubi seminati ¢ nel 14,85 %, rispetto ai casi studiati.
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