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Metodi di ricerca delle fire- elastiche nell'espettorato

per il dottor CARLLO BRUNETTI.

Sebbene oggidi la ricerca delle fibre elastiche nello sputo non abbia pid
quell’ importanza diagnostica che aveva molti anni indietro, prima cioé della sco-
perta del bacillo di Koch, pure, quando occorre conoscere il grado della lesione
anatomica polmonare, astrazione fatta dalla natura, il reperto delle fibre elastiche
6 senza dubbio la prova pit certa e manifesta del processo distruttivo del paren-
chima polmonare stesso. '

Trovo opportuno qui subito ricordare che allorquando una polmonite lobare
acuta non risolve favorevolmente, ma invece in qualche punto ha luogo necrosi,
disfacimento od anche ascesso, le fibre elastiche sono il primo e possono continuare
per un certo tempo ad essere 'unico indizio diagnostico di queste gravi complica-
zioni della malattia.

Comunemente le fibre elastiche si riscontraro nell’espettorato di gravi lesioni
polmonari: tubercolosi nel periodo cavitario, bronchiettasie, ascessi del polmone,v
bronchiti putride, cangrena polmonare, infarto.

Jaksch gia da molto tempo comunico di aver trovato le fibre elastiche auche
nella polmonite lobare, in rapporto, secondo P’autore, a piccoli focolai distruttivi
del processo stesso; recentemente il Gatti e il Ronzoni hanno confermato tale
reperto.

Invece nella cangrena polmonare detto reperto talvolta & negativo per la pre-
senza di un fermento dimostrato dal Filhene, analogo alla tripsina, capace di
dissolvere le fibre. Tscherich ¢ Devoto avrebbero vinvenuto questo fermento, perd

dotato di minor attivitd, nello sputo di individui tubereolosi.




11 Ronzoni le avrebbe altresi riscontrate nell’enfisema, in cardiopatici con iposi-
stolia, nelle bronco polmoniti, nel diabete mellito, nel qual caso poté escludersi la
natura tubercolare della lesione polmonare.

Prima di esegnire qualsiasi ricerca ho voluto controllare se il metodo del
Fenwich, cemunemente in uso, ci desse garanzia dei risultati che si ottengono : ho
voluto cioé vedere il comportamento di pezzi di polmone posti in liquido alcalino
con I’azione del calore.

Ricordo qui sommariamente i caratteri microscopici delle fibre elastiche in un
preparato per sfibramento. Esse appaiono costituite da sostanza omogenea, incolore,
splendente, di alto potere rifrangente della luce e limitate d’ambo i lati da un
contorno oscuro, netto, regolare. Esse sono della grandezza di 1-3 »; hanno decorso
onduloso, circonvoluto; presentano non di rado delle biforcazioni e si intreceiano
e si intersecano in maniera abbastanza difficile a riconoscersi. Per la loro resistenza
agli acidi e alcali sono differenziabili dalle fibre connettivali che hanno molti carat-
teri simili, possono perd confondersi con i cristalli aciculari di acidi grassi, con fibre
di Jana, cotone e seta. Ma i cristalli di acidi grassi si sciolgono cob calore trasfor-
mandosi in goccioline di grasso; le altre fibre, vegetali o animali, sebbene abbiano
dei caratteri propri, pure non sono sempre nettamente differenziabili; solo con un
poco di pratica facilmente si riconoscono. Talora. invece, fibre di residui alimentari
rimasti tra i denti o nella bocca possono trarre in inganno, ma in tali casi esse
sono pidt grossolane, non hanno aspetto tortuoso e serpeggiante, né mai si vede la
disposizione alveolare che & propria dei polmoni.

Esperienze proprie.

Come sopra ho detto, mi sono proposto di esaminare il comportamento del
polmone sano od ammalato sottoposto al metodo di vicerca delle fibre elastiche
nello sputo, adoperando la soluzione di potassa al 5 0 10 9, e lebollizione o il ter-
mostato. '

Ebollizione. — Di solito la ricerca delle fibre elastiche, come comunemente si
esegue, consiste nel mescolare una certa quantita di espettorato (10-15 grammi) con
egual quantitdy di liscivia di potassa al 10 per cento e facendo poi bollire sino a dis-
soluzione e schiarimento della miscela : cio fatto si lascia sedimentare in un bicchiere
a calice per 24 ore, poi si decanta il deposito, o si centrifuga ; si prende infine un
po’ del fondo e si osserva al microscopio. Stabilito che per far avvenire la disso-
luzione e il rischiaramento della miscela, occorrono dai 10 ai 30 minuti, ecco come
ho proceduto per gli esperimenti.

1° Ho asportato una porzione di apice o lobo polmonare di individuo morto
con apparato yespiratorio suno ; dopo averlo tagliuzzato in pezzi pilt 0 meno regolari

del olume inferiore ad 1 eme., Ti ho lavati ben bene nellacqua per togliere quanto
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pitt possibile il sangue ed il muco ¢ poi li ho gettati in una capsula di porcellana
cou circa 10-20 cme. di soluzione di potassa al 10 per cento.

Appena il tessuto polmonare viene in contatto con la soluzione alcalina, perde
il colorito normale e diviene bruno o grigiastro. L’ebollizione deve essere modica ¢
regolare e il liquido sovente agitato con una bacchettina di vetro. Siosserva allora’
che i brandelli vanno riducendosi di volume e perdono di consistenza, tanto che
10 minuti dopo, si vedono trasformati in piccole masse molli, grigiastre, abbastanza
clastiche e di-tensibili. Prendendo uno di questi brandelli e sfibrandolo con due
aghi su un vetro portaoggetti, guardando a piccolo ingrandimento si vede una
clegante trama di fibre splendenti, omogenee, a bordi oseuri e netti, che limitano
spesso delle cavith rotondeggianti o allungate. Qua ¢ 13 degli accumuli non ben
distinti costituiti da granuli oscuri, ammassi giallastri ¢ ocracei e detritus. Esami-
nando con ingrandimento pitt forte (obb. 7, ocul. 3), si vedono le fibre ben distinte
tra di Joro, ma strettamente aderenti, intrecciate ed intersecate in ogni senso: si
riconoscono quelle che dopo aver circondato una cavity passano a limitarne un'altra,
si vede I'andamento tortuoso di esse ¢ le estremitd arricciate o biforeate.

I pezzi che hanno continuato Pebollizione si assottigliano ¢ si riducono di vo-
lume perdendo in consistenza ed elasticity, di modo che dopo un quarto dora lo
stibramento per apprestarne un preparato ¢ pit facile; si osserva inoltre che si
vanno distaccando dei brandelli dalle parti pit alterate. Al microscopio non vi
sono differenze rimarcabili dalle gid accennate, solo si nota che la trama o impal-
catura ¢ pitt alterata e disfatta; vi sono dei fascetti liberi costituiti da fibre riu-
nite abbastanza saldamente, di maggior o minor lunghezza e delle fibre isolate: poi
il solito detritus amorfo color giallo oro o bruno.

Continuando Vebollizione si vedono quelle masse sempre piu rimpiceiolirsi fino
a ridursi a dei granuli nerastri, grandi quanto una capocchia di spillo, 1 quali,
schiacciandoli, si sgretolano; tutto cio accade dai 20-30 minuti di ebollizione. In
questo tempo si vede che tutto il liquido ¢ divenuto grigio-nerastro, tienc sospesi
I detti grani e non vi sono pidt tracce di blocchi o masse, perd vi sono natanti dei
filamenti. ]

Centrifugando il liquido ¢ osservando col microscopio il deposito non si rico-
nosce pint tessuto polmonare, solo fibre spezzettate che hanno perduto it primitivo
splendore, i contorni non sono netti, né presentano le estremitd arricciate: mai ho-
ritrovato un aggruppamento di fibre da ricordare I’ impaleatura di un alveolo. Un
detritus granuloso, nerastro riempie abbondantemente il campo microscopico.

Piu volte ho ripetuto detto esperimento con polmoni sani, e, salvo differenze
minime di minuti, mai oltrepassando i 35 minuti, ho assistito sempre alla dissolu-
zione completa del tessuto.

Adoperando Ja soluzione al 5 9 gli stessi fatti si osservano un poco pit lenta-
mente, dai 30 ai 45 minuti di ebollizione.




Tali risultati sono cosi importanti ¢ cosi ovidenti che non lusciano nell’animo
il dubbio di un possibile errore e inesattezza, tanto pit che concordano perfetta-
mente con i risultati dei pezzi di polmone messi nel termostato.

*
* %

Riguardo al comportamento dei polmoni malati, seguendo lo stesso procedimento,
ho trovato quanto segue:

I polmone affetto da polmonite lobare nello stadio di infiltrazione rossa o grigia
si comporta press’a poco in modo eguale al normale: in un caso in cui si ossor-
vava Pavviamento all’esito in suppurazione, dopo un quarto d’ora di modica ebol-
lizione il polmone si era ridotto in detritus omogeneo, informe.

Allo stesso modo nella polmonite caseosa ed wlecrosa tubercolare si ha una dis-
soluzione rapida in poltiglia.

In un caso di infurto polmonare non ho trovato diminuzione aleuna della re-
sistenza della trama elastica, tranne che una parte, la quale si prgsentava di colo
rito grigio-giallastra.

Ritengo percio che allorquando si vinvengono fibre elastiche durante un infarto
polmonare, questo debba subire un disfacimento ¢ disgregazione, trasformandosi
in ascesso.

Termostato. — Dei pezzetti di polmone (4-5) lavato o tagliuzzato come sopra,
vengono posti in una provetta contenente soluzione di potassa al 59, chiusa con
batuffolo di ovatta; il termostato va tenuto a 37° centigradi.

Dopo 6 ore si vede il liquido di colorito pit 0 meno roseo, e galleggianti alla
superficie i pezzi di polmone divenuti oscuri. Togliendo il batuffolo si nota un di-
stinto odore di colla, agitando la provetta si vede che i pezzi mantengono il loro
aspetto, ma si vanno lacerando alla periferia: prendendo fra i polpastrelli si sente
che dette masse non possiedono Ia primitiva consistenza e fanno aderire lassamente
le dita. Con degli aghi si possono dissociare facilmente e facendone un preparaco
microscopico a piecolo ingrandimento si vede un ammasso di fibre intrecciantesi in
ogni senso, costituenti una impalcatura ancora resistente: le fibre si presentano a
contorni netti, molto rifrangenti alla luce, con estremitd libere ritorte e arricciate:
aleune cellule non riconoscibili e contenenti detritus incolore o giallo oro.

Dopo 12 ore. 1 liquido & piu torbido, I'aspetto dei blocchi ¢ identico; la coali-
zione delle dita ¢ diminuita ; Paspetto microscopico pressoché identico.

Dopo 24 ore. T pezzi di polmone si vedono ridotti a piccoli blocchi. alla peri-
feria quasi trasparenti e da cui facilmente si distaccano dei brandelli. Al microscopio
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si vede nottameute I impaleatura del tessuto elastico ¢ le fibre che dopo aver con-
tornato un alveolo si incrociano ¢ ne delimitano un altro. Il parenchima é comple-
tamente scomparso, solo qua e la dei bloechi informi pit o meno intensamente
coloriti in giallo. Si vedono molte fibre completamente dissociate, pitt 0 meno arric-
ciate e lunghe; talora sono raggruppate a fascetti.

Dopo 30 ore. 11 liquido ¢ pit torbido, i pezzi di polmone sono pit disfatti e
pitt piccoli. Agitando la provetta dalla periferia dei blocchi si distaccano brandelli
trasparenti che vanno al fondo. L’esame microscopico dimostra una dissociazione
maggiore delle fibre elastiche,

Dopo 36 ore. Sesi prende una provetta gia agitata rimangono galleggianti scarsi
brandelli ¢ al fondo un abbondante deposito fioccoso pitt o meno bruno; agitando
il liquido quei brandelli si disfanno maggiormente. Aspirato con una pipetta il fondo
e osservato col microscopio si vedono fasci di fibre elastiche molto alterate nella
rifrangenza e nettezza dei margini; ammasso granulare bruno cristalli di ematoidina
che riempiono tutto il campo.

Dopo 42-48 ore. Se la provetta non & stata scossa antecedentemente, il liquido
appare pitt 0 meno rosco, avente alla superficie una massa grigia, la quale ai mi-
nimi movimenti si discioglie ¢ va al fondo intorbidando il liquido. Se inveoe la provetta
¢ stata gid agitata nelle ore antecedenti, tutto il polmone si trova ridotto ad am-
masso grigio al fondo. Aspirando con unapi petta si vedono esili fiocchetti oscuri
e detrito informe; al microscopio non si riconoscono fibre elastiche, ma solo qualche
frustolino poco rifrangente, senza biforcazioni; altri elementi assolutamente irrico-
noscibili, detritus bruno e blocchi di cristalli giallo intenso.

Lasciando ancora per 24 ore in termostato, in complesso tre giorni, non si ri-
conoscono nemmeno pitt quei sottili frustolini che presumibilmente erano di origine
elastica; cosi pure odore di colla & del tutto scomparso.

Questa disgregazione e dissoluzione del tessuto polmonare avviene nello stesso
tempo se il polmone ¢ di bambino o di adulto.

Adoperando la soluzione di potassa al 10 9 si osservano gli stessi fenomeni
in periodo di tempo pin breve e precisamente dopo 24 ore si vede quello sfioccamento
dei pezzi di polmone come con Paltra soluzione alle 30-36 ore, ¢ basta un giorno ¢
mezzo per vedere dei corpicciuoli nerastri come carbonizzati, che si schiacciano
premendoli alla parete della provetta e al microscopio nulla pitt & riconoscibile. :

Riassumo qui i risultati delle osservazioni con polmoni affetti da varic malattie,
avvertendo che mi sono servito della soluzione di potassa al 5 %.

La polmonite lobare nello stadio di infiltrazione rosso o grigio non presenta nulla di
rilevante; nel caso gi citato con avviamento all’esito in suppurazione il tessuto pol-
monare dopo 24 ore si presentava disgregato con fascetti e fibre elastiche molto
alterate.

Nella tubercolvsi i risultati sono stati incerti e vari; nella bronchite e peribron-
chite tubercolare non molto avanzata la dissoluzione avviene tra le 36-42 ore. Nella
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polmonite tubercolare senza formazione macroscopica di cavernule Ia distruzione ha
luogo in 30 ore, allorché esistono caverne dopo 24 ore, e talora anche prima, si vede
un defritus amorfo e fioccoso, di cui non si poteva riconoscere nulla al micro-
scopico.

Nell'infarto emorragico non esiste diminuzione aleuna della resistenza elastica.

(OSSERVAZIONI,

Dai fatti supra esposti mi pare evidente che il processo dell’ebollizione per la
ricerca delle fibre elastiche nell’espettorato si debba completamente abbandonare o
per lo meno modificare, giacché ’azione prolungata (24 ore) della soluzione alcalina
distrugwre o altera quelle poche fibre che potrebbero trovarsi nell’espettorato. Questa
ipotesi & confermata dal fatto che nelle comuni ricerche le fibre elastiche appaiono
pitt pallide, non si rinvengono in fasci e molto raramente si vede la trama di un
alveolo. .

Inoltre ¢ logico pensare che quando 'e fibre vengono espulse non sono staccate
di recente dal parenchima polmonare e che, a causa del lento processo dissolutivo
del polmone, sono prima alterate nella nutrizione, poi pitt o meno energicamente
attaccate dall’ambiente alcalino del secreto ed essudato, dal fermento triptico del
Filhene che ¢ capace di disgregarle e che non & esclusivo della cangrena pol-
monare.

Date quindi queste alterazioni e modificazioni, esse non possiedono pit quel grado
di vitalitd che le ¢ proprio e 'azione ulteriore della potassa le deve notevolmente
danneggiare.

Qualcuno pud obbiettare che tuttavia con quel processo sono state rinvenute
fibre elastiche nell’espettorato. Non contrasto tale affermazione, ma 'espericnza di
molti professori e colleghi d’ospedale non & favorevole a tale ricerca, sia perché
prima di avere un risultato positivo hanno dovuto ripetere la prova 3 o 4 volte,
sia perché pill spesso riesce negativa o al massimo con la visione di frustolini di
fibre isolate senza i caratteri propri, non ostante che Pesame fisico dimostrasse
Pesistenza di una cavita.

Come risultato delle numerose ricerche eseguite, per procedere alle ame delle
fibre clastiche nell’espettorato consiglio di mettere una certa quantita del materiale
con ugual parte di soluzione di potassa 5 % ¢ fare una ebollizione modica per soli
5-10 minuti, ritenendo quest’ultimo come tempo massimo,
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In tal modo non si ha uno schiarimento completo della miscela, ma d’altra

parte siamo sicuri che le fibre elastiche presumibilmente esistenti non soffrono una
dixsoluzione. Raffreddato il liquido si centrifuga, e dal deposito si fanno preparati
microscopici. Con tal procedimento piuttosto rapido le fibre elastiche conservano .
le loro proprietd e risaltano per la loro rifrangenza, gli altri elementi, leucociti,"
cellule purulenti, muco, corpi estranei sono ridotti in detritus non bene riconosci-
bile. Consiglio inoltre non limitarsi mai ad esaminare un solo preparato, e piut-
tosto che osservarlo a lango & meglio scorrere 3-4 preparati, perché le fibre elastiche

quando sono presenti, risaltano a prima vista all’osservatore.

Un altro procedimento che pure mi ha permesso di scoprire la presenza delle
tibre elastiche & il seguente. Si prendono delle porzioni dei bloechi o lenticchie di
sputo e si pongono su un porta oggetti, sehiacciandole con altri porta oggetti in modo
da ottenerne 4-5-6 preparati aventi ognuno un sottile strato. Dopo averli essiccati
all’aria o al calore vi si fa cadere una goccia di soluzione di potassa caustica al 5 ¢,
ricoprendo con copri-oggetti grandi. In tal modo il preparato si rischiara, e aven-
done gid pronti un certo numero si osservano al microscopio con rapiditd, poiché
alta rifrangenza delle fibre spicca sugli altri elementi del preparato. Volendo ri-
schiarare maggiormente si fa scorrere un’altra goccia della medesima soluzione aspi-
rando con carta bibula.

Questi due procedimenti sono abbastanza rapidi, non richiedono una tecnica
speciale né difficile, e di risultato sicuro.

Nella tubzrcolosi in genere le fibre sono in frustoli pilt 0 meno isolati ¢ minuti.
conglobati da muco ¢ pus, nell'ascesso talora si possono vedere dei pezzi di pol-
mone di qualche millimetro (Bizzozero) : il Salkowski dice di aver veduto un cencio
di parenchina di 2-5 centimetri. In tali casi si riconoscono dei fasci di fibre pin
| 0 meno grossi, talora poco alterate, con gocciole di grasso giallo e qua ¢ 1a pig-

mento libero con aghi di acidi grassi. Nella cangrcng possono mancare i pezzi ma-

A —

croseopici di tessuto polmonare, cost pure essere di difficile ricerca mieroscopica le
fibre elastiche molto deteriorate.

COLORAZIONE DELLE FIBRE BLASTICHE, N

Numerosi ¢ svariati sono stati i metodi di colorazione delle fibre clastiche in
genere: essi si possono distinguere in 4 gruppi. .

I° gruppo. In questo la rete del tessuto elastico & messa in evidenza per mezzo della
dissoluzione della sostanza collagena e percid pnd chiamarsi : mefodo per macerazione,

Con tale processo perd le fibre vengono pilt o meno alterate sia nei hordi che
nel loro intrecciamento, e la colorazione & di secondaria importanza.

Ricordero i pitt importanti.
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EBNER fa bollire il tessuto in soluzione di potassa ¢ poi lascia per 24-48 ore
in soluzione diluita di fuxina: le fibre vengono intensamente colorate in rosso.
RexavLr si serve dell’acido picrico e poi colora con picrocarminio e purpurina.
Scuiver adopera il rosso magenta.
Bavzer colora prima con eosina e poi Java i pezzi con soluzione di potassa.
Ko1LIKER fa una miscela di acido acetico, ossalico ¢ cloridrico, poi colora con
safranina o fuxina.
Kuskow macera prima con pepsina e acido ossalico, poi colora con acido picrico.
DiirnseN adopera soluzione di potassa al 2 % ¢ poi colori di anilina.
Sarris mescola acido solforico e acetico, qaindi colorazione comune.
i

f
Unya sioserve di una soluzione aleoolica acida di dahlia.

grappn. Pud chiamarsi: melodo per impregnazione.

LustearreN soluzione di bleu vittoria.

Magrixorer G, soluzione aleoolica di safranina,

HerrzyMany soluzione ammoniacale di carminio,

Scnitrz soluzione di acido pierico ¢ fuxina acida.

Marrixorri U, acido arsenico ¢ soluzione di nitrato Cargentd in clicerina.

I gruppo. Questo adopera come sostanza colorante una soluzione basica e
puo dirsi: metodo per colorazione basica.

A seconda poi del liquido decolorante possiamo  distinguere una prima classe
che siserve di un acido, ¢ una scconda di un mordente.

Alla prima appartengono:

TapNzer colota con vesuvina o soluzione acquosa di bleu, poi lascia i pezzi
per 24 ore in soluzione alcoolica di fuxina e acido nitrico. Decolora con acido ni-
trico ¢ acqua acetica.

MawcHor colora con soluzione acquosa concentrata di fuxina e decolora con
soluzione di zuccaro acidificata con acido solforico.

MiseLLi adopera soluzione di safranina decolorando con acido cloridrico,

KoeprpeN si serve di una soluzione concentrata di violetto di genziana; poi
passa il pezzo nella soluzione jodo-jodurata, infine lava con cloruro di sodio.

Alla seconda classe appartengono:

Herxapiver soluzione di ematossilina e poi percloruro di ferro ed aleool.

BuUrer ematossilina e carminio, poi soluzione alcoolica satura di auranzia.

Worrkrs lascia i pezzi per 24 ore in soluzione di clorato di vanadio.

Bexeke ha apportato una modificazione al metodo di Weigert per la colora-
zione della fibrina.

IV° grupps. Questo contiene metodi di colorazione piu sicuri e ben determinati,
potrebbe dirsi delle colorazioni specifiche perché & stato veduto che solamente le
fibre elastiche nei tessuti assumiono un coloriio caratteristico netto: in conbrapposto
al grappo antecedente puo chiamarsi mctodo per colorazione acida.
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UNNA-TAENZER. Questi autori avevano pubblicato un primo metodo in cui
si adoperava come liquido colorante una soluzione alcoolica di orceina (orceina
parti 0.10, alcool a 95 9 p. 20, acqua distillata p- 5) e per decolorante alcool
cloridrico (acido cloridrico p. 0.10, alcool p- 20, acqua distillata p. 5). Questi liquidi
vengono mescolati a parti uguali dove si lasciano per 12-24 ore. '

Successivamente modificarono la costituzione dei liquidi adoperando orceina
p. 1, acido cloridrico p. 1, alcool assoluto p- 100: in questo i pezzi vengono la-
sciati per 15-30 minuti, poi sono decolorati dall'alcool allacido cloridrico,

In tal modo le fibre elastiche assumono una colorazione pitt 0 meno bruna ¢ sono
nettamente distinte dal resto del preparato che & incoloro o tinto lievemente in rosso.

Livise Nell’Istituto di anatomia umana a Firenze Pautore ba proposto ed
eseguito una modificazione nel processo della colorazione di Unna-Taenzer allo scopo
di- avere una netta ed esatta colorazione dei filamenti sottili delle fibre elastiche,
In un vetro da orologio mescola 30 goccie della seconda soluzione di orccina fil-
trata con 5-10 centimetri cubi della soluzione di alcool cloridrico gid nota: vi im-
merge le parti da colorare ¢ ve le lascia dalla mattina alla sera, coprendo esatla-
mente il recipiente in modo di avere un minimum di evaporazione. Poi lava il
preparato accuratamente con alcool, ed anche lasciandovelo molto tempo non suc-
cede eccessiva decolorazione.

In tal modo anche le terminazioni pitt sottili delle fibre clastiche rimangono
tinte in rosso bruno, quasi nero; i preparati sono pit chiari ed eleganti e autore
¢ riuscito ad osservare nei tessuti fetali le fibre clastiche che si vanno costituendo,

Questa modificazione del Livini non & di scarsa importanza perché avere
exattamente indicata la quantitd del liquido colorante e del decolorante & di molto
valore in quanto che queste colorazioni sono molto difficili e Spesso  non  riescono
in modo soddisfacente,

WeieERT. Riferisco la preparazione autentica del suo liquido poichs in vari
trattati non & riportata esattamente. In 200 eme. di soluzione di fuxina all’l 9
(puo essere adoperato il rosso rubino, rosso magenta o rosso anilina) si aggiungono
gm. 4 di resorcina (ovvero acido fenico) e si cuoce a lungo la miscela. Quando si
é raffreddata e depositata vi si versano 25 cme. di percloruro di ferro ¢ si ripone
al fuoco per 2-5 minuti. Dopo che si ¢ di nuovo raffreddato si filtra lasciando il
deposito, il quale si mescola con 200 cme. di alcool a 94 9% e si filtra anch’esso.
Alla soluzione colorante ottenuta si aggiungono 4 cme. di acido cloridrico concen-
trato e 200 eme. di alcool,

Le parti da colorare si lasciano per 15-30 minuti, servendo quindi come de-
colorante Ialcool e rischiarante lo xilolo; le fibre clastiche presentano una colora-
zione violetto oscuro.
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Come ben si comprende nen tutti i processi sopra deseritti sono appropriati
per argomento di cui mi occuyo, riferisco ora i metodi e le modificazioni appor-
tate dagli autori specialmente per la colorazione delle fibre elastiche nellespettorato.

Il Garrr (1893) servendosi della colorazione con I'orceina (prima soluzione), cosi
procede : distende una abbondante quantita di sputo su vetrini copri oggetti, li
fissa in alcool assoluto e poi 1i passa nel liquido colorante lasciandoveli 3 ore:
quindi vengono lavati in alcool e rischiarati con xilolo, L’autore afferma che in
tal modo le fibre clastiche si riconoscono pitt sicuramente ¢ pit abbondanti; ri-
seontrd la presenza di esse negli escreati della poimonite in risoluzione in 2 casi
su 3, aflermo inoltre di averle rinvenute in 3 casi di enfisema polmonare,

I May (1900) ha fatto le sue ricerche nella Clinica medica di Monaco e il suo
processo consta di 3 tempi:

1° Soluzionc. — Diluisce una certa quantity di espettorato con pari volume
di soluzione di soda caustica al 109 ¢ riscalda a bagno-maria agitando la miscela
lino a completa soluzione; quindi centrifuva e toglie via il liquido sovrastante, la-
sciando al fondo il sedimento,

2v Colorazione. — Unisee al sedimento circa 2 centimetri cubi di soluzione
di orceina Unna-Taenzer, ed ottiene una colorazione violetta prodotta dal liquido
alealino: poche goceie di acido cloridrico (2-5) sono sufticienti a ripristinarc il co-
lorito rosso della soluzione di Unna. Poue allora il tubo della centrifuga contenente
la miscela a hagno-maria per 2-5 minuti, fissando in tal modo la colorazione che a
freddo richiederebbe due giorni.

3% Decolorazione. — Aggiunge alcool cloridrico nella nota soluzione agitando
la provetta e centrifugando di nuovo. Dal sedimento toglie una goceia, la mette su
un porta oggetti e la esamina al microscopio. Le fibre elastiche appaiono pit o
meno colorate in bruno violetto, le altre fibre ¢ il defritus rimangono scoloriti.

Questo procedimento ¢ pero abbastanza complesso ¢ richiede un tempo  piut-
tosto lungo.

UNNA-TAENZER. Questi autori si sono serviti della seconda soluzione di orceina.
Dopo aver disteso Iespettorato su un porta oggetti mettono questo in un recipiente
che contiene la soluzione colorata dove si lascia per 15-30 minuti; la colorazione -
avviene meglio a bagno-maria. Poi si decolora con P alcool cloridrico fino a com-
pleto scoloramento.

Le fibre elastiche si preseatano di un colorito pit 0 meno oscuro o bruno a
seconda della permanenza maggiore o minore nei liquidi colorante o decolorante;
esse sono nettamente distinte ¢ tutti gli altri elementi sono incolori o leggermente
tinti in rosso.

MicHagris. Questo autore ha pubblicato uno studio sul chemismo delPelastina
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rispetto alle sostanze componenti il liquido colorante del Weigert ed esegue la co-
lorazione delle fibre elastiche nell’espettorato nel seguente modo. Il porta oggetti
su cui & disteso I'escreato viene posto in un recipiente cilindrico contenente il li-
quido del Weigert, il quale, per la presenza dell’alcool, serve anche da fissatore-
Dopo averlo lasciato qui per mezz'ora lo lava con acqua e poi lo passa nell’alcool
cloridrico al 3%, fino a che non si vede decolorato, poi lava per togliere I'eccesso
di acido ed osserva al microscopio: le fibre elastiche si Ppresentano colorate in violetto
oscuro e le fibre vegetali o gli elementi estranei rimangono incolori. Fgli aggiunge
cheil percloruro di ferro, agendo come ossidante, puo venire sostituito dal persolfato
d’ammonio o con altri fenoli (pirogallolo, ortocreosolo); invece le ammine e il para-
creosolo non rispondono bene allo stesso modo. Al posto della fuxing si possono
adoperare altri colori basici (tionina, bleu di tolnidrina, i comuni violetti e la di-
metilsafranina), o le basi aromatiche, la anilina idroclorica, la dimetilanilina e la pa-
ratoluidina ; invece il bleu di metilene di un precipitato che non colora le fibre
elastiche. Le soluzioni acquose dei sopra detti colori danno una certd diversita nella
tinta e le fibre assumono varie nuances.

Nelle mie ricerche ho eseguito tanto la colorazione con la soluzione seconda
dell’orceina, quanto con il liquido del Weigert. Prendo una goccia del deposito cen-
trifugato dopo ebollizione (durata al massimo 10 minuti) dello sputo con la solu.
zione di potassa 59 ; la spando su un vetro porta oggetti lasciandola essiccare,
ovvero ho quel sotti'e strato di escreato dopo lazione della soluzione di potassa.
Metto il preparato in recipiente cilindrico con I'una o l'altra sostanza colorante :
trattandosi dell’orceina posta a bagno-maria, dopo 15 minnti il preparato & gid suf-
ficientemente colorato e basta un rapido passaggio in alcool cloridrico per decolo-
rarlo: trattandosi del liquido del Weigert, a freddo, occorrono dai 15 aj 30 minuti,
regolandosi dall’esperienza e poi si decolora al solito con alcool cloridrico,

In ambedue le maniere ho sempre ottenuto belli preparati, molto netti ed evidenti,

RrAsSsUNTO T 0 NCLUSIONTI,

-

L. Mettendo dei pezzi di polmone umano di individuo sano (& indiffereute se

bambino o adulto) del volume di 1 centimetro cubo in soluzione di potassa al 10 9,
e stabilita una modica ebollizione, si osserva:

#) Dopo 10 minuti detti blocchetti sono ridotti di volume ¢ hanno perduto
di consistenza. Al microscopio le fibre elastiche appaiono molto rifrangenti, a bordi
oscuri e netti; formano una elegante trama intrecciata in ogni senso, la quale co-
stituisce P'impalcatura degli alveoli del parenchima polmonare : si riconoscono bhene lo
fibre che dopo aver circondato un alyeolo passano a limitarne un altro. Gli element]
cellulari sono irriconoseibili,
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%) Dopo 15 minuti i pezzi sono ridotti a piccole masse molliccie, grigio-gial-
lastre con vari brandelli distaccati: la consistenza e Ielasticitd sono molto ridotte.
Al microscopio I'impalcatura appare pilt alterata e qua e la disfatta: molte fibre,
alcune riunite a fasci, altre isolate, si rinvengono del tutto distaccate e libere.

7) Dopo 15-30 minuti il liquido non contiene altro che granuli nerastri pi
0 meno grossi e dei filamenti opachi. Previa centrifugazione si ottiene un deposito
che al microscopio risulta composto di piccole fibre spezzettate, d=i frustolini che
non possiedono pitt i primitivi caratteri, per cui non siamo in grado di dichiararle
fibre elastiche. Mai ho potuto vedere un fascio o un ageruppaments da ricordare
anche lontanamente I'impalcatura di un alveolo.

Adoperando la soluzione di potassa al 59, si assiste del pari al disfacimento
del polmone. perd occorrono dai 30 ai 40 minuti per osservare la completa disso-
luzione dei blocchetti di polmone,

II. Ripetendo le stesse osservazioni con blocehi di polmone malato (vedi sopra)
non si osserva una diminuzione notevole della resistenza altro che allorquando la
malattia si avvia ad un disfacimento o ascesso. .

IIL. Ponendo in termostato a 37 centigradi i pezzi di polmone sano, messi in una
provetta ricmpita a metd circa con soluzione di potassa al 59%, chiuso al batuf-
folo di ovatta:

%) Dopo 12 ore il liquido & tinto in roseo, un po torhido, i blocchi sono
rammolliti ¢ diminuiti di volume. Allaprire della provetta colpisce un odore di
colla di pece; si ha una aderenza delle dita se si prende un pezzo di polmone fra i pol-
pastrelli. L'impalcatura & gi alterata, le fibre sono divaricate con le estremita libere.

) Dopo 24 ore I'odore di colla va perdendosi, i blocehi del polmone hanno alla
periferia dei brandelli quasi trasparenti che si distaccano e si dissolvono alla com-
pressione. Al microscopio si osserva ancora la trama polmonare e le fibre che da un
alveolo passano a delimitarne un altro: vi & defritus informe e colorato in giallo,
Esistono fibre e fasci di fibre completamente isolate e staccate.

7) Dopo 42-48 ore. Se la provetta non era stata agitata il liquido ¢ roseo e
alla superficie una massa grigia galleggiante, la quale alle minime scosse «i disgrega
e si discioglie cadendo lentamente al fondo. Se la provetta era stata gia adoperata
antecedentemente, allora il liquido & torbido con deposito al fondo della provetta.
Con la centrifugazione si ottiene un ammasso che esaminato al microscopio non lascia
riconoscere elementi elastici, si vedono dei frustolini poco rifrangenti, a contorni non
netti, senza o con rare biforcazioni: un detritus bruno & cosparso su tutto il preparato.

Adoperando la soluzione di potassa al 10 % si osservano gli stessi processi in
tempo pii breve: dopo 30 ore il polmone & completamente disfatto.

IV. Riguardo alla resistenza del polmone malato valgono le medesime osserva-
zioni gid fatte, cioé che si disgrega pitt presto solo allorquando il processo morboso
si avvia al disfacimento.

V. Da cio che si ¢ detto risulta evidente che il polmons sano e le fibre ela-
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stiche in esso contenute, sottoposte all’azione prolungata della soluzione di potassa,
con l'aiuto del calore, si distruggono tutte e cid avviene con I’ebollizione in tempo
all’incirca uguale e quello suggerito del Fenwich per la ricerca delle fibre elastiche
dell’espettorato. E’ logico quindi pensare che lo stesso avverra di quelle fibre ches
accidentalmente esistono nello sputo, le quali inoltre, per le considerazioni esposte
pilt sopra, non possiedono pit quel grado di resistenza loro proprio. 11 metodo del
Fenwich dice che l'espettorato deve mettersi con ugual quantitdy di soluzione di
potassa al 10 9%, deve bollire fino a dissoluzione e schiarimento completo della
miscela, di pitt deve lasciarsi decantare per 24 ore. Questa ulteriore permanenza
nel liquido alcalino non pud non riuscire ulteriormente dannosa a quelle poche
fibre elastiche che si trovavano nello sputo.

VI. Percio, ricordando che I'ebollizione di 10 minuti con soluzione di potassa
al 10 9 su pezzi di polmone sano lasciava integra I'impalcatura del parenchima,
consiglio il seguente procedimento: :

Metto una certa quantita di espettorato (10-15 grammi) in wna capsula di porcel-
lana, la mescolo con ugual quantita di soluzione di potasse al 5 % e faccio bollire
modicamente per 5-10 minuti, non superando mai questo tempo. In tal modo qualche
volta non avremo una completa dissoluzione o schiarimento della miscela, specie se si
tratta di sputi densi e mucosi, ma d’altra parte si ¢ certi che le fibre elastiche non
vengono intaccale. Lasciata raffreddare la miscela si versa in provini da centrifuga
facendo girare per wn poco di tempo. Dal fondo si prende wna piccola quantita che

serve per apprestarne un preparato a fresco.

VIL Un altro procedimento ottimo consiste nel prendere quelle parti di sputo
! dette nummulari o lenticchie; schiacciarle strisciando fra pid porta oggetti fino ad avere

un sottile strato di espettorato e lasciarlo asciugare. Poi mettervi una goccia di

soluzione di potassa al5 0109, ricoprire con copri-oggetti e osservare al microscopio.
I () =2 s

In tal modo non si ha un campo cosi netto come col primo procedimento,
perché i leucociti, il muco, i corpuscoli purulenti, sono ridotti ad un detritus, tut-
tavia se esistono fibre elastiche, risaltano bene. D’altra parte la rapidita e semplicity
del modo di apprestare preparati permette guardarne un gran numero.

VIII. Esistono metodi di colorazione che si possono dire specifici delle fibre
elastiche; in tal modo si hanno preparati che presentano il vantaggio di poter essere
conservati. Tra 1 metodi di colorazione consigliabili sono quelli del Michaelis,
servendosi del liquido del Weigert, ovvero quello che adopera la seconda soluzione
dell’orceina (Unna-Taenzer).

Quest’ultimo procedimento & preferibile:

2) per la sua tecnica semplice;

5) per la nettezza della colorazione;

7) per la facile e semplice preparazione del liquido;
©) perché richiede un tempo breve;

:) perché successivamente possono farsi altre colorazioni.
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Ed ora sento il dovere di ringraziare il prof. Amico Bignami, il quale mi spinse
a intraprendere le suddette ricerche e mi fu largo di consigh.
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