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IL CROMO-CITOMETRO

NUOVO STRUMENTO

per dosare l'’emoglobina del sangue

L

La grande importanza che venne sempre attribuita ai
globuli rossi del sangue ha fatto si, che in ogni tempo
si moltiplicassero le proposte di metodi aiti a determi-
nare la quantitd in cui essi sono contenuti in questo
prezioso liquido; sicche lavoro di lunga lena sarebbe
quello di darne una esposizione. Per l¢ comuni esigenze
della fisiologia e della clinica, perod, era ed & condizione
indispensabile per adottarli questa, che il metodo ri-
chieda una picecola quantita di sangue, e dia risultati
di una relativa esaltezza. 8 intende da s&, che nelle
indagini sia in animali che nell’vomo generalmente non
¢ indifferente la sottrazione di una notevole quantitad di
sangue, la quale, oltre al far danno alla salute, puo
anche alterare i risultati dello sperimento; e s’ intende
facilmente del pari, che, s¢ la maggiore esattezza & sem-
pre desiderabile, tuttavia pud accontentarci per ora an-
che una esattezza relativa, trattandosi della dosatura di
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una sostanza che va soggetta a variazioni quantitative
continue anche nello stato fisiologico.

Tra i metodi proposii in passato si possono, quindi,
lasciar da parte tanto quelli basati sull’analisi chimica,
poiché richiedono soverchia copia di sangue, quanto
quelli fondati sulla numerazione dei globuli, perche, oltre
all’essere di noiosa applicazione, mancano di esatteiza,
essendo stato dimostrato che il numero dei globuli non
¢ sempre in ragione diretta della quantita d’ emoglobina;
ora, & appunto di guesta e non di quello che all’osser-
vatore importa di tenere il massimo conto.

Rispondono meglio alle esigenze scientifiche parecchi
metodi proposti in tempi pil recenti, e poggiati sulla in-
tensitd di colorazione della emoglobina sia sciolta, sia
ancora fissata nei globuli sanguigni. — lo non fard che
accennarli, essendo essi gid stati replicatamente descritti
nei molti lavori pubblicati negli ultimi anni su questo
interessante argomento (1).

Nel metodo di Hoppe-SEYLER la soluzione di sangue da
analizzare viene paragonata ad una soluzione di emo-
globina di conosciuta tilolazione, ed allungata con acqua
fino a che la colorazione delle due soluzioni sia eguale.
Dalla quantitd d’acqua che s’é dovula aggiungere alla
quantitd nota di sangue adoperato si desume il conte-
nuto in emoglobina. — Modificazione di questo & il me-
todo di Worm MULLER, che, invece di diluire una data
quantitd di sangue con una indelerminata guantitd di
acqua, colorisce una determinata qﬂanﬁ& d’acqua con
una indeterminata quantitd di sangue, € determina il

(1) V. ad es. la rassegna che ne & fatta nella l(qmoria di L.
MALASSEZ : Sui diversi melodi di dosatura dell’ emoglobinag e su di
un nuove colorimelro. Parigi, 1877.
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contenuto emoglobinico dalla quantitd di guest’ ultimo
che si dovette adoperare.

Haveym, invece, paragona il colore di una determinata
soluzione del sangue in esame coi diversi gradi di una
scala fatta con colori all’acquerello, coi quali s’ & studiato
d'imitare al pit possibile il colore del sangue. L'esame
si fa a luce riflessa, pon per trasparenza, come cogli

. altri metodi.

Nel cromometro di Marassez il colore della soluzione
sapnguigna raccolta in un piccolo recipiente di vetro a
faccie parallele, in modo che essa costituisca uno strato
coslantemente dello stesso spessore, viene paragonato
per trasparenza al colore di una soluzione contenuta in
un prisma cavo di vetro, e colorata per mezzo del pi-
crocarminato d’ammoniaca, che, com’ & noto, & assai si-
mile , per colore, al sangue. A seconda del punto del
prisma che si esamina, lo spessore dello strato di solu-
zione contenutovi, e, quindi, la sua intensitd di colora-
zione sarad diversa. Ora, la determinazione della quantita
di emoglobina del sangue da analizzarsi si desume dal
punto del prisma in cui la sua intensild di colorazione
¢ eguale a quella della soluzione sanguigna contenuta
nel recipiente a faccie parallele.

Su consimile principio & basato I'emocromometro di
Quincee. Consta di una serie di tubi di vetro tutti di
egual lume. In uno s’assorbe il sangue in esame con-
venientemente*diluito ; negli altri stanno, chiusevi a fuoco,
delle soluzioni a diversa e conosciuta concentrazione di
picrocarminato d’ammoniaca.Si determina quale di queste
soluzioni corrisponda, per intensita di colore, alla soluzione
sanguigna, e, con questa base, mediante un calcolo sem-
plicissimo si pratica la determinazione dell’emoglobina.

N
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Buoni risultati hanno dato i metodi spettroscopici.
PrevER fu il primo che ne ebbe l'idea. kisaminando allo
spettroscopio una soluzione concentrata di una nota quan-
tita di emoglobina, non si scorgono che i raggi rossi;
ma se si aggiunge gradatamente dell’acqua, arrivera un
momento in cui appariranno anche i raggi verdi. A que-
sto punto si determina la quantitd d’acqua aggiunta, e,
con c¢id, si titola la soluzione. Si avra cosi una soluzione
titolata d’emoglobina che in quelle date condizioni {luce,
larghezza della fessura dello spettroscopio, spessore dello
strato di soluzione) permette il passaggio ai raggi verdi.
Cid premesso, ad essa si sostituisce una determinata
quantita del sangue da esaminare, e la si allunga gra-
datamente di tanto, che anch’essa produca lo stesso ef-
felto otlico, permetta ciod il passaggio de’ raggi verdi: la
soluzione sard a questo punto d'egual titolo di quella
antecedente. di emoglobina, e dalla quantitd d’ acqua
che si & aggiunla si desumera il contenuto di sostanza -
colorante. — QuiNcke ha modificato leggermente questo
melodo; invece di diluire il sangue in un ematinometro,
ne meite una soluzione a titolo fisso in un prisma di
vetro, che fa scorrere dinanzi alla fessura dello spettro-
scopio, e arresta in quella posizione in cui cominciano
ad apparire i raggi verdi.

Per quesii due metodi 8’ ha lo svantaggio di dover pi-
gliare per punto di partenza una soluzione titolata di
emoglobina. Nel metodo di Vigrorpr cieP non & neces-
sario, ed anche la quantita di sangue che abbisogna per
lesame & piccolissima. Questo metodo venne gia appli-
cato da diversi osservatori, e su di esso & basato il bel
lavoro di LeicureExstern pubblicato nel 1878: Indagini
i; sul contenuio in emoglobina del sangue negli stati normali
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e patologici (1). Esso si fonda sulla diversa intensita di as-
sorbimento di luce in corrispondenza delle sirie spettro-
scopiche dell’emoglobina a seconda della concentrazione
di soluzione di guest'ultima. Siccome, perd, la descrizione
ne ¢ alquanto complicata, cosi rimando alla anzicilata
Memoria di LeicaTensterN ed alle pubblicazioni dellin-
ventore (2).

Il metodo di ManTEGAazza, finalmente, riposa su di un
principio affatto differente da quelli finora esposti; sulla
misura del grado di trasparenza di un liguido in cui i
globuli siano soltanto sospesi. Se, guardando la flamma
di una candela stearica atiraverso uno strato di spessore
costante della diluzione sanguigna, s’interpone una serie
di vetri azzurri fra questa e la fiamma, arriverd un mo-
mento in cui la iamma non sard pia visibile. E chiaro,
che quanto pin il sangue sard trasparente, tanto pitt
grande sard il numero dei velri azzurri che si potranno
interporre senza che la fiamma scompaia; dal numero
dei velri si potra, cosi, giudicave della trasparenza della
soluzione, e, conseguentemente, della sua ricchezza in
sostanza colorante.

Parecchi mesi or souo, intendendo io di dar principio
ad una serie di indagini sulle alterazioni qualitative del
sangue, mi trovai nella necessita di scegliermi uno stro-
mento per potere, con precisione e relaliva rapidita,
dosare Vemoglobina. Mi procurai, percid, parecchi degli

(1) Untersuchungen tber den Haemoglobulingehall des Blules in ge-
sunden und kranken Zuslinden. Leipzig, F. C. W. Voger, 1878.

(2) VieroRDT, Die Anwendung des Spectralapparates 5. Messung und
Vergleich. des farb. Lichles Tibingen, 1871, — Die Anwend. des Spe-
ctralapparales sur Photometrie der Absorplionsspekiren. Tiibingen, 1873,
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strumenti piul sopra descritti, ed istituii fra loro un con-
fronto. — Fino da quando io assisteva il Prof. ManTE-
cazza nelle sue esperienze sul globulimetro, io mi era per-
suaso della grande esatlezza cui si pud giungere col
principio da lui adottato, e m’era rimasto il desiderio di
fare al suo istrumento alcune correzioni, modificazioni
ed aggiunte, le quali emendassero i difetti che vi erano
stati riconosciuti e che ne avevano impedito la diffusione.
Delle critiche fatte al globulimetro di ManTEGAzza al-
cune reggono, alire no. — Non regze quella che tenta
di dimostrare erroneo il principio su cui si fonda. Da
alcuni si disse: i raggi luminosi che passano attraverso
lo strato sanguigno, in parte vengono assorbiti, in parte
vengono riflessi dai globuli sanguigni. Ora, siccome questi
ultimi sono costituiti da uno stroma entro cui sta la
materia colorante , emoglobina, cosi una maggiore o
minore riflessione deilla luce potra dipendere tanto da
una alterazione della emoglobina,quanto da un’alterazione
dello stroma. Le indicazioni date dallo strumento, percio,
pon. saranno dovute sempre al variare dell’emoglobina,
e, quindi, non potranno servire alla dosatura di essa. —
Il ragionamento & giusto, ma la premessa & inesalta.
1 globuli sanguigni riflettono la luce specialmente in ra-
gione della emoglobina che contepgono, e della forma
che, quando ne: contengono, hanno. Il loro stroma & cosi
trasparente, che quando (sottoponendo il sangue al con-
gelamento, all’azione dei vapori di cloroformio, all’ag-
giunta di acqua ecc.) 'emoglobina ne esce e si diffonde
nel liquido che li circonda, esso sfugge assolulamente
alla vista, sicché per molto tempo si credette che si di-
sciogliesse; di conseguenza, il sangue divenla lrasparente.
Nessuno ha dimostrato che cid non sia anche nei casi
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patologici. La mancanza di trasparenza dello strato san-
guigno non dipende dalla presenza degli stroma dei glo-
buli, ma si da cio che in essi & contenuta "emoglobina;
& questo fatlo che produce una differenza dell’indice di
rifrazione fra i globuli ed il siero; quanto piu la guan-
titd di emoglobina & considerevole, tanto maggiore sard
la differenza dell’indice, e piu grande 'opacita dello strato
sanguigno.

Pel globulimetro non regge nemmeno la critica fatta
al lattoscopio di Donngi; che, data eguale la quantitd la
dell’emoglobina, qut del grasso, la riflessione sia influen-
zata dalla grossezza dei globuli che stanno- sospesi nel
liguido. Infatli, nel sangue i globuli hanno presso a poco
lo stesso diametro, ed anche nei casi di microcitemia il
numero dei globuli piccoli & relativamente ristretto.

Un’altra serie di critiche, invece, ha solida base; ed
e in seguito ad esse che io ho trasformato il globuli-
metro nel mio nuovo strumento.

La principale & quella che riguarda la graduazione.
Come si & detto, questa nell’istrumento di MaNTEGAzZza
viene fatta mediante un vario numero di vetri colorati
disposti dinanzi alla soluzione sanguigna.-— Ora, pre-
scindendo da cid che la scala risultante & affatto arbi-
traria, riesce impossibile il confronto dei risultati otte-
nuli fra due strumenti diversi non confrontati con un
istrumento modello, poiché in commercio ¢ impossibile
ottenere delle lastre di vetro della precisa grossezza ed
intensitd di colorazione. Si poti che l'errore pud essere
grande, poich& p. es. nei casi di anemia lerrore dipen-
dente dalla differenza del vetro deve essere moltipli-
cato per 15 - 20 - 25, guanti, cioé, sono i vetri che
corrispondono al grado dell’anemia stessa. — Per to-
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gliere questo difetto jo ho adottato pel mio strumento
il principio di costruzione del lattoscopio di Dowmng; ho
preferito misurare la trasparenza dello strato col modi-
ficarne lo spessore. Per questa via si ottiene una gradua-
zione a base fissa, e che puo essere riprodotta in qua-
lunque istrumento, da qualunque fabbricatore, senza il
paragone con alcun istrumento campione.

Per usare del globulimetro di ManTecazza la notevole
quantita di sangue che si richiedeva (1 cent. cubo) co-
stringeva a salassare direttamenle una vena. — lo ho ri-
dotto assai le proporzioni del mio strumento, sicché per
£8s0 possono bastare 10 mill. cub. di sangue, assai meno,
cioé, del sangue che s'ottiene da una piccola puntura di
spillo. .

Finalmente il globulimetro trova una fonte di errori
nel fatto, che in date condizioni il sangue contiene degli
elementi morfologici incolori (leucociti, globuli di grassoj
che possono riflettere la luce indipendentemente dall’e-
moglobina, e che, quindi, rendono lo strato piu opaco.
Della gravezza dell’errore verra trattato pilt tardi. — Io
ho perd rimediato completamente a cid, dando allo stru-
mento tale disposizione che lo si possa (quando si voglia)
facilmente far agire non gid con sospensioni, ma con vere
soluziont di sangue ; trasformandolo, cosi, da globulimetra,
o citometro che dir si voglia, in cromomelro. Si & ap-
punto pel fatto che il mio strumento pud lavorare su
due diversi principi, ed &, per cosi dire, un istrumento
doppio, che io gli applicai il nome Qi eromo-citometro.
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IL

Il cromo-citometro serve a determinare la quantita di
emoglobina contenuta nel sangue.

Il cromo-citometro pud servire come citometro o come
cromomelro. E nell’ uno ¢ nell’ aliro caso listrumento
agisce per cio, che con esso si fa variare lo spessore di
uno strato di sangue diluito; e dallo spessore che si
deve dare allo strato onde ottenere un determinato ef-
fetto ottico si deduce la ricchezza emoglobinica del li-
quido preso in esame. Quando lo strumenlo agisce du
citometro il sangue viene semplicemente mescolato cou
una determinata quantitda (1:50) di soluzione (cloruro
sodico 0,75, acqua 100) che non ne altera i globuli:
questi ultimi quindi rimangono colorati e stanno so-
spesi nel liquido : la ricchezza emoglobinica del sangue
si deduce dallo spessore che devesi dare allo sirato per
poter vedere appena appena distinta la fiamma di una
candela posta in una camera buia ad un metro e mezzo
di distanza dall'istrumento, — Quando invece l'istrumento
agisce da cromometro, il sangue viene mescolato con una
determinata quantita di acqua, Ja quale scioglie 1'emo-
globina, sicché il liquido, pur rimanendo colorato, diventa
trasparente; la ricchezza emoglobinica si deduce dallo
spessore che devesi dare allo strato perché la sua in-
tensita di colorazione sia uguale a quella di un vetro-
‘campione colorato, che fa parte dell'istromento.




Descrizione dello strumento. .

La parte essenziale dello strumento (fig. 1* e 2°) & co-

" stituita da due tubi (ab e ¢d), di cui 'uno entra nell’altro.
Entrambi i tubi sono chiusi ad una stessa estremitd da
un disco di vetro (z e z'); Paltra loro estremitd & aperta.
Il tubo interno pud essere introdotto liberamente nel
tubo esterno, ma solo per un certo tratlo; per I'ultimo
tratto , ch’ & circa di 6 millimetri, vi si introduce per
mezzo d’una vite, di cui esso porta il maschio (¢'), menire
la madrevite & incisa sulla superficie interna del tubo
esterno (v). Quando Vun tubo & avvitate completamente
nell’altro, i due dischi di velro sono a reciproco contatlo.

Al di sopra del tubo esterno & saldato un recipiente
(r) a forma di semicanale coll’asse pin lungo parallelo a
quello del tubo, limitato all’avanti e all'indietro da due
superficie piane, della lunghezza di 13 mill. e capace di
qualcosa piu che mezzo grammo di liquido. Questo re-
cipiente nella parte anteriore del suo fondo porta un foro,
che corrisponde ad un foro scavato nella parete del tubo
esterno; si ha cosi un canaletto che meite in comuni-
cazione il semicanale con la capacitd del tubo esterno,
e che mette capo in quest’ultimo immediatamente all’in-
dietro del disco di vetro che ne chinde I'estremitd an-
teriore. — Il lubo esterno & fermato a vit¢ sul manico
dell’istrumento (m, m').

11 tubo interno ha la lunghezza totale di 21,5 mill. —
All’estremita ant. (ch’ & chinsa dal disco di vetro) il suo
diametro interno ¢ di 5 mill.; andando all'indietro, si
va lentamente dilatando, sicché all’estremita posteriore
raggiunge 7 mill. — La superficie esterna del tubo (fig. 1*
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e 22 ¢d), andando dall’avanti all’indietro, offre le se~
guenti particolaritd: 4° per un millimetro e mezzo essa
& liscia, e qui il tubo misura la grossezza di 7,55 2° pei
successivi 5™,5 essa porta lelica della gia menzionata
vite, il cui passo misura precisamente mezzo millimetro,
e qui il tubo misura 8,0; 3° di nuove per 1=,5 il tube
¢ liscio ¢ va leggermente ingrossando; 4° nei successivi
12 il tubo ha una grossezza di 8m,5, ed & liscio ; & su
questa sezione che & segnala la graduazione dello stru-
mento, che verra descritta a momenti; 5° nell’uliimo
mill. il tubo & abbracciato da un cercine (¢r) a forma
di disco forato, del diametro di 19m, che & saldato fer-
mamente col tubo, e che serve a doppio scopo: cioz a
maggior comoditd nell’'avvitare e svitare il tubo, e ad
interceitare i raggi luminosi che non passano per lo
strato di sangue, quando si pone in attivita I'istrumento.
Ecco ora come & fatta la graduazione del tubo, affine
di determinare la distanza che separa l'uno dall’altro i
due dischi di vetro che limitano lo strato sanguigno; val
quanto dire, adunque, lo spessore di quest’ultimo. Nel
disegno del tubo interno che & rappresentato dalla fig. 12
si scorge, che nella quarta porzione del tubo stesso sono
segnate 7 linee circolari (parallele fra loro) lontane un
millimetro 'una dall’altra. Quando il tubo interno & al
piu possibile introdotlto nell’esterno (e, quindi, i due
vetri sono a contatto), il margine posteriore di questul-
timo coincide precisamente con la prima di queste linee
circolari. Ora, se noi svitiamo il tubo di 2 passi di vite,
siccome ogni passo & 0=,5, cosi l'avremo svilato di un
millimetro, e il margine posteriore del tubo esterno cor-
rispondera alla 2* linea; se svitiamo di 4 passi, il tubo
sard stato svitato di 2 mill,, e il margine del tubo esterno
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corrispondera alla terza linea; e cosi di seguite. Con altre
parole, dal numero delle linee che sporgono al di fuori
del margine posteriore del tubo esterno si deduce di
quanto si sia estratto il tubo interno, ovvero di quanto
distino fraloro i due dischi di vetro che chiudono l'estre-
mitd dei due tubi, ovvero ancora lo spessore dello strato
sanguigno che & compreso fra questi due dischi. — Sic-
come il passo della vite & di mezzo millimetro, se nel
tubo interno si avesse voluto segnare ogni passo, le linee
graduatorie avrebbero dovuto distare soltanto mezzo mil-
limetro 'una dall’altra. Ma la loro vicinanza ne avrebbe
reso difficile la lettura; epperd ho preferito segnare sol-
tanto i millimetri; e di cid & importante tener conto nel
leggere la graduazione, onde non commettere degli er-
rori di mezzo millimetro. — Allo scopo di misurare le
frazioni di willimetro, la parte sporgente del tubo in-
terno & divisa in 25 gradi per mezzo di linee equidi-
stanti Yuna dall'altra e parallele all’asse del tubo stesso.
Si comprende agevolmente, che se un’intera rotazione del
tubo intorno al proprio asse corrisponde a mezzo milli-
metro, ogni grado varrd ®%/,,, ossia un cinquantesimo
di millimetro. Per facilitare i calcoli, & preferibile tra-
durre in centesimi di millimetro; per il che si riterrd
che ogni grado della scala equivale a due centesimi di
millimetro (0=,02).

La lettura di queste frazioni di mill. viene resa piu‘
agevole dacid, che i gradi sono numerizzati ogni cinque.
Ad istrumento chiuso, il 0 della scala corrisponde ad
una linea segnata sul tubo esterno dello strumento. Per-
¢id, ad ogni rotazione completa del tubo interno, cio? ad
ogni variazione di spessore dello strato sanguigno eguale
a mezzo millimetro, lo zero tornerd a corrispondere alla
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linea del tubo esterno; mentre, invece, nelle frazioni di
rotazione a quest’ ultima linea corrispondera, a seconda
dei casi, 'uno o laltro dei gradi della scala, ——
Allorché si vuole far funzionare I'istromento da cro-
mometro, & necessario annettergli un vetro-campione co-
lorato. Questo vetro @ tenuto fisso e difeso in una specie
di scatola circolare d’ottone (fig. 3" e 4* s¢), le cui due
metd si fissano I'una sull’altra a vite, e che porta nel
suo ceniro un foro circolare (6g. 3* f) del diametro di
5 mill,, il quale & chiuso soltanto dal vetro colorato in
questione. Quesla scatola.® fissata in una lamina (Bg. 3¢
e fig. 44 I} parimente d’otione (colorata, come la scatola,

in nero) la quale, per mezzo di un’asticina (fig. 3* ast)
P g

dello stesso metallo che si insinua nel foro y (fig. 1° ¢ 2%)
si pud fissare all’istrumento, e levare da esso con tutta
facilita. Credo che uno dei pregi principali dello stro-
mento sia il procésso che ho tenuto percolorare questo
vetro-campione. E noto quanto sia difficile ottenere dei
vetri che abbiano la stessa qualitd e intensita di colore
di una data soluzione di sangue. S8i & per guesta diffi-
coltd che in metodi e strumenti recenti, p.es., in quelli
di Rasewsky, di Mavassez, di Quincke e di GROWEERS si
& pensato di giungere allo scopo usando di soluzioni di
picrocarminato di ammoniaca. Senonché esse hanno due
difetti: & raro che abbiano precisamente il vero tono di
colore del sangue (ed io me ne sono persunaso tanto in
un istrumento di Mavrassgz, quante in due di QUINCKE,
che ho esaminato}, poi hanno lo svantaggio, coll’andar
del tempo, di impallidire. — Percid io mi sono messo
all’impegno di colorare i miei vetri colla stessa ossiemo-
globina del sangue, per nulla scoraggiato delle difficolta
che 'si sono incontrate finora per preservare Vossiemo-
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globina dalla decomposizione. Dopo parecchie prove ho
irovato che il metodo che meglio corrisponde allo scopo,
& di conservare V'ossiemoglobina essiccata, a bassa tempe-
ratura, nella gelatina, e preservata dallumidita ed altre
azioni atmosferiche col chinderla in vernice Damar soito
up coproggetti, come s'usa per le ordinarie preparazioni
microscopiche. Ecco il metodo dettagliato, che meitte in
grado chicchessia di ottenere vetri colorati come i miei,
e, ad un dipresso, della stessa intensita di colorazione.
Faccio tagliare dei dischetti (tolti ad una lastra di vetro
comune, ma scevro di difetti) di un centimetro di dia-
metro. Poi preparo la soluzione nel seguente modo: Sciolgo
0;4 Cc. di sangue di coniglio in 4 Ce. di acqua resa leg-
germente alcalina con una frazione di goccia di ammo-
niaca; fatta la soluzione, vi faccio sciogliere un pezzettino
di carbonato di soda, per meglio conservare I’ ossiemo-
globina. D’altra parte preparo a bagno maria una tenue
soluzione di gelatina di Parigi; quando questa & sciolta,
lascio raffreddare la soluzione stessa a dolce lepore, poi,
con una pipetta leggermente tepida ne misuro 2 Ce. che
aggiungo alla preparata soluzione di sangue. Siccome la
gelatina & in piccola quantitd, la soluzione risultante dalla
mescolanza rimane ancora liguida; di questa assorbo in
una pipettina tiepida 20 mmo. che soffio e lo distendo di-
ligentemente su uno dei dischettini di vetro gia preparati
puliti. In pochi minuti la soluzione gelatinosa si soli-
difica; ed in poche ore, evaporata I’acqua, rimane uno
strato abbastanza upiforme di gelatina colorata e secca.
Su questo si versa una goceia di vernice Damar, e il
tulto si copre con um vetrino picecolo da microscopio.
Dopo qualche giorno, essiccata la vernice, il veiro co-
lorato & pronto a servire pel cromometro. '
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Allorche la gelatina & ancora umida, esaminato lo strato
allo spettroscopio, le due striscie di assorbimento dell’os-
siemoglobina appaiono pin spiccate che quando, piu tardi,
essa secca. Succeduta, peré, questa primitiva modifica~
zione, Possiemoglobina pare non continui a decomporsi.
Almeno io non mi posso accorgere di alcuna variazione
dell’aspetto speilroscopico in preparati che conservo da
5 mesi e mezzo (dalla fine di Novembre). Non posso gua-
rentire che per Vavvenire non succeda qualche modifi-
cazione della colorazione, benché nulla me lo faccia, per
ora, presagire. Ove anche, perd, cid accadesse, si potrebbe,
col confronto fra il valore citometrico e il cromometrico
di un sangue sano, calcolare la differenza fra i loro rap-
porti e modificare la tabella. — Del resto , una decom-
posizione dell’ ossiemoglobina ridotta a2 soluzione cosi
tenue in upo strato cosi sottile parmi non possa modi-
ficare notevolmente le intensita e il tono di colore del
vetro-campione.

Modo d’usare Pistrumento.

CITOMETRO

1° Per mezzo della pipetta si misura con precisione
mezzo centimetro cubico di soluzione sodica e la si versa
nella provettina. .

2° Con una lancetta si pratica una piccola ferita
(lunga un 2 o 3 millimetri) sulla punta di un dito, pre-
feribilmente nel rilicvo culaneo che limita lateralmente
le unghie. Colla pratica facilmente si acquista I’abitudine
di far ferite né troppo grandi né troppo piccole, in modo,

2 G. Bizzozero.
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che senza bisogno di legare il dito, semplicemente col pi-
gliarlo dolcemente, si ottenga una bella goccia di sangue.

3° Colla pipetta piccola si assorbono e si misurano
esattamente 10 mill. cubici di sangue. Per assorbire si adalta
alla parte tronca della pipetta il tubo di caoutchou, si
immerge la punta di essa nella goccia di sangue e si
aspira leggermente collabocca all’estremita libera del tubo.
Per esser pill precisi nella misura si aspira una colonna
di sangue un po’ pitl lunga del traito dei 10 millimetri
cubici, poi si asciuga la punta della pipetta, e, cid fatto,
si colpisce leggermente colla punta medesima il polpa-
strello di un dito; ad ogni colpo una minima gquantita
di sangue aderisce alla pelle, e conseguentemente I’al-
tezza della colonna nella pipetla si abbassa; si danno
cosl 3, 4, 5 colpettini, fino a che il limite superiore della
colonna corrisponde precisamente alla linea incisa sul
vetro.

4° Simescolano i 10 mm. cubici col mezzo centinmciro
di soluzione sodica. Per far cio si immerge la punta della
pipetta nella soluzione sodica, e si soffia leggermente
nel tubo di caoutchou; il sangue, cosl, passa dalla pi-
petta nella soluzione. Per due o tre volte si aspira, e si
espira dal tubo un po’ di soluzione a fine di pulire bene
la pipetta, 1a quale poi viene lavata con acqua.

5% La sospensione del sangue viene resa omogenea
col rimescolarla per mezzo del bastoncino di vetro di
cui Vestremitd appiattita si immerge nel liquido, mentre
la cilindrica si fa rotolare fra le dita.

6° La sospensione del sangue si versa nel semi-canale
del citometro, i cui vetri sono a reciproco contatto.

7° 8i svita il cilindro interno; con cid I'un vetro si
allontana dall’altro, e nello spazio risultante viene aspi-

|
|
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rato il liquido. Si continua a ritrarre finche lo strato
ligquido abbia lo spessore di qualche millimetro. A questo
punto listromento & pronto per 'osservazione.

L’operazione si fa in una camera buia nella quale pos-
sibilmente non vi sieno correnti d’aria che facciano oscil-
lare troppo la flamma della candela. I’osservatore si pone
ad un metro e mezzo dalla fiamma, d4 di piglio all'istro-
mento colla mano sinistra e porta la visnale del tubo in
corrispondenza dell’'occhio destro. Colla mano destra, poi,
svita ed avvita il cilindro onde modificare lo spessore dello
strato di sangue.

Come si disse, per apprestare I'istrumento all’osser-
vazione s’era gia dato allo strato lo spessore di alcuni
millimetri, sicche al primo applicare V'occhio all’istru-
mento la flamma non riesce visibile. Man mano, perd,
che si assottiglia lo sirato, essa compare sotto la forma
di un punto splendente a contorni sfumali che va spie-
cando sempre pih ed acquistando contorni piu decisi. Si
continua ad avvitare il tubo finche i tre quarti superiori
della flamma appaiono a contorni netli. A questo punto,
si gira in senso inverso la vite; la fiatmma va man mano
riacquistando i contorni sfumati. 8i rigira nel senso di
prima ed i contorni riappaiono. Ripelendo cosi un due
o tre volte, si giunge a trovare quel puntv in cui i con-
torni dei tre quarti superiori della fiamma sono spiccati,
ma non tanto che svilando leggermente il tubo non, tornino a
farsi diffusi; la fiamma stessa, poi, non appare lucente, ma
¢ come velala, e di colore rossigno. E questo il punto giu-
slo; non resta che a leggere su l'istrumento lo spessore
dello strato di sangue.
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CROMOMETRO

1° Allistrumento si applica la lastra metallica col
vetro-campione. ’

2° Colle stesse precauzioni indicate per I'esame cito-
metrico si misurano 10 mm. ¢. di sangue, ¢ si versano
in mezzo grammo di acqua distillata. Rimescolando, in
pochi istanti si ha una soluzione perfeita di emoglobina.

3° Questa soluzione si versa nel semi-canale dell’istro-
mento, e, svitando il tubo interno, la si aspirafra i due
vetri paralleli, fino a che si formi uno strato di aleuni
millimetri.

4° A questo punto s’innalza lo strumento, lo si dirige
contro una superficie bianca bene illuminata, od anche
direttamente verso il cielo (naturalmente, non verse il
sale) e si paragona il colore del vetro campione col co-
lore dello sirato di sangue: Siccome a quest'ultimo. s'era
dato uno spessore di alcuni millimetri, cosi il suo colurily
sard piu intenso. Si avvita quindi il tubo dell'istrumento
(e per questo si assottiglia lo strato di sangue) fino a che
il colore sia eguale a quello del vetro campione. Nel fare
questo paragone, per avveriire anche le minime differenze
che ci potessero essere, gioverd precludere la via ai raggi
luminosi che non passano attraverso al vetro ed allo strato
di sangue; il che si ottiene parzialmente applicando an-
teriormente allo istrumento il cartone annerito (annesso
all’istrumento), che porta due fori, ai quali si fanno cor-
vispondere lo strato di sangue ed il vetro-campione.

5° Quando sembra che il colore del vetro-campione
¢ quello dello strato sanguigno siano d’'uguale intensita,
non si ha che a leggere sulla scala lo spessore che si &
dovuto dare a quest ultimo per ottenere quest'effetto, e
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riscontrare sulla tabella la quantita di emoglobina che
corrisponde al grado ottenuto.

6° Nei casi di forte anemia pud darsi che la solu-
zione sanguigna sia cosi scolorata che uno spessore di 6
mill. (che & il massimo dato dall’istrumento) non hasti a
dare allo strato un colorc eguale a quello del vetro-
campione. In questo caso si scioglieranno (invece di 10)
20 mm. c. di sangue nel mezzo grammo d’acqua. Questa
avvertenza vale anche per il citometro.

Di uno stesso sangue si pud fare contemporaneamente
Pesame citometrico e cromometrico. A questo scopo si
comincia a versare in una provetta la soluzione sodica,

.nell’altra, l'acqua; poi si versa nell’una e nell'altra la
richiesta dose di sangue; infine si passa all’esame col-
Iistrumento, avendo cura:

1° Che, mentre si fa un esame, il liquide che servira
per l'altro sia coperto per impedirne I’evaporazione;

2° Che fatto un esame, I'istrumento sia ben lavato
ed asciugato.

Lavatura dell’iatrumento.

1° 8i svita il tubo interno e lo si immerge nell’acqua
in modo che in questa peschino il vetro e tutta quella
parte di tubo che & bagnata di soluzione sanguigna. Non
lo si deve immergere lutto, affinché I'acqua non penetri
nel tubo stesso, e vada a bagnare la superficie posleriore
del vetro, di cui riuscirebbe difficile 'asciugamento. Poi
con un pannilino o col fazzoletto si asciuga bene tanto
la superficie anteriore del vetro, quanto la vite e la parte
bagnata dal tubo.
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9° Colla grossa pipetta si schizzetta dell’acqua nel lume
del tubo esterno, in modo da lavarne la superficie interna
ed eziandio la superficie posteriore del vetro. Altra acqua
si schizzetta nel semi-canale. Poi queste parti accurata-
mente si asciugano. Cosi l'istrumento & pronio per una

nuova osservazione. Usando di queste precauzioni, non si
bagnano che ben di rado e per shaglio la superficie
anteriore del vetro anteriore, e la posteriore del vetro
posteriore ; il che abbrevia di molto la pulitura dell'istru-
mento.

. Graduazione del citometro.

Uno dei vantaggi principali dello strumento si & questo,
che la sua graduazione non poggia su di una scala ar-
bitraria, quale sarebbe una scala colorala (HavemM) o
soluzioni colorate di diversa concentrazione (QUINCEE) o
in strati di diverso spessore {MarLassgz), ma sivvero su
di un principio fisso e determinato: lo spessore dello
strato della diluzione sanguigpa. La quantitd dell’emo-
globina viene desunta dallo spessore che si deve dare a
questo strato per otlenere un determinato effetto ottico:
il rendere appena visibile la fiamma d'una candela.
Quanto maggiore & lo spessore che si esige, tanto mi-
nore ¢ la ricchezza emoglobinica, e viceversa.

Cosi stando le cose, una volta che sia conosciuto il
grado che corrisponde alla media del sangue normale, &
agevole dedurre il valore e la significazione di tutti gli
altri. Per veritd, la maggiore esattezza s’avrebbe determi-
nando il grado citometrico di un sangue di cui s’ & col-
I’apalisi chimica constatato direttamente la ricchezza in
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emoglobina, e servendosi di questo dato come di base
della scala. Ma, anche attualmente, la determinazione
guantitativa esatta dell'emoglobina incontra tanto gravi,
per non dire insuperabili difficolta, e, d’altra parte, la
quantitd di guesta sostanza varia tanto anche nello stato
fisiologico, ch'io ho creduto bene di limitarmi ad esa-
minare il sangue di buon numero di giovani sani e ro-
busti, dedurne il grado citometrico medio, e, supponendo
corrisponda a quest'ultimo una quantita di emoglobina
=100, servirmene per punto di partenza per assegnare
la ricchezza in emoglobina agli altri gradi dell'istrumento.

Con questo metodo, ai gradi del citometro corrispon-
dono delle quantita relative (relative alla quantitd che ne
possiede I'uomo sano) d'emoglobina. — Con cid non si
toglie, perd, che i risultati ottenuti con esso non pos-
sano venire per P'avvenire iradotti in quantita assolute (in
rapporto, cioé, all’unitd di peso o di volume del sangue).
A cio basta che in ulteriori ricerche venga con preci-
sione determinato qual grado segni un sangue di cui
si sia conosciuto coll’ analisi chimica il contenuto emo-
globinico : acquistato questo dato, esso potird essere
applicato ad ottenere la quantitd assoluta di emoglobina
sia nelle ricerche successive, sia in quelle fatte prima
che questo dato l'avesse.

Da numerose osservazioni faite in Marzo ed Aprile in
individui sani dai 20 ai 40 anni mi risulto, che il sangue
normale segna in media 110 al citometro (cioé corri-
sponde ad uno strato sanguigno dello spessore di cen-
todieci centesimi di millimetro). Ammesso, ora, che 110
corrisponda a 100 di emoglobina, & facile desumerne la
quantita di questa corrispondente agli altri gradi. Desi-
gniamo con g il grado segnato dal sangue normale, con g’
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quello del sangue in esame, con ¢ la ricchezza in emo-
globina del primo, con ¢' la ricchezza (ancora ignota)
in emoglobina del secondo. Ammesso che il prodotto
della ricchezza in emoglobina per lo spessore dello strato
liquido sia una quantiti costante, ossia che sussista la
relazione

eg=eg (%)
si avra la seguente formola

+

’ eq
= e I
¢ =S [1]

Supponiamo che il sangue dell’ individuo segni 180,
coi dati suesposti del sangue normale la formola si tra-

durra cosi

100110 11000 .
f e — _—
= 180 = 180 =61.1.

11 sangue, ciog, conterrd 61.1 di emoglobina.

Dalla formola [I} se ne pud ricavare un’altra per scio-
gliere il quesito: qual numero corrisponderd ad una
data quantita di emoglobina, supposto che sia conosciuto
il numero che corrisponde ad una quantitd parimente
nota di emoglobina?

€

g =

X
©

> 021,

Supponiamo che la quantitd di emoglobina sia = 50, la
formola si tradurrd come segue

100 X 110 _ 11000
’— —— —
g = 50 =—% =220 .

[

(*) Questa formola si deduce dalla legge dell’assorbimento della
luce, nella supposizione che la costante di assorbimento delle
varie diluzioni sia direttamente proporzionale (stando pari le altre
circostanze) alla ricchezza in emoglobina. (V. Mousson, Diec Physik
auf der Grundlage der Erfahrung. Bd. 11, 5. 472).
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Il sangue, contenendo 50 di emoglobina, segnerd al ci-
tometro 220.

Si & applicando queste due formole, che sono fatte le
seguenti due tabelle: in esse non sono, naturalmente,
segnati i gradi che a certi intervalli ; chi vorra precisare
i gradi intermedi potra facilmente applicare la formola
da s&. Nel calcolo dell’emoglobina & supposta la quan-
titd normale ==100.

TaseLra 1* TaBeELLA 2*
e ——— e e
Grado del citometro  Bmoglobina Emoglobina  Grado del citometro
110 — 100.0 100 — 110
120 —  91.6 90 — 122
136  — 84.6 80 — 137
140 — 78.5 70 — 157
150 — 73.3 60 — 183
160 — 68. 7 50 — 220
1790 — 64.7 40 — 275
180 — 61.1 30 — 366
190 — 57.9 200 — 550.
200 — 55.0
210 — 52. 4
220 — 50.0.

Ancora piti chiara la scala citometrica appare nella
annessa tavola grafica. — E in questa, e nelle due tabelle
risulta evidente, che un singolo grado del citometro non
ha sempre lo stesso valore; quanto pit si sale nella
scala, tanto piu il valore suo diminuisce. Infatli, mentre,

p. es., il grado da 109 a 110 vale %?—0- di emoglobina ,
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. oL, 100

il grado da 219 a 220 vale la metd, cioe 550" Si & per
questa ragione che mentre, p. es. {V. Tabella 1%) la dif-
ferenza di 10 gradi citometrici fra 110 e 120 equivale a
8.4 di emoglobina, la stessa differenza fra 210 e 220
equivale soltanto a 2. 4 di emoglobina. E, d’altra parte,
mentre (V. Tabella 2¢) la differenza di 19/;¢9 di emoglo-
bina, fra 100 e 90 equivale a 12 gradi citometrici, la
stessa differenza di emoglobina, ma fra 30 e 20, equi-
vale a 184 gradi dello strumento. — Un’idea pil com-
plessiva s’avra gettando locchio sulla tavola grafica
(V. Tav. fig. 5).

Graduazione del ecromometro.

Sullo stesso principio & graduato il cromometro. Per
questo, perd, il punto di partenza ¢ dato dal rapporto
suo col citometro; il gnale rapporto, a sua volta, dipende
dalV intensitd di colorazione del vetro-campione.

Per graduare il citometro non si ha, quindi, che a tro-
vare sperimentalmente per la prima volta, esaminando
un sangue qualunque, quale grado de! cromometro cor-
risponda al grado segnato da questo sangue al citometro.
Supponendo, ad es., che il sangue segni 110 al citometro
e 140 al cromometro; siccome noi sappiamo che un san-
gue che segna 110 al citometro contiene una quantitd
d’emoglobina =100, cosi ne dedurremo, che il grado
140 del cromometro corrisponde del pari ad una quan-
tita di emoglobina =100. Avuto questo dato, applicando
le formole [1] e [2] si potrd rapidamente completare la
tabella.




Errori dell’istromento.

Gli errori che si connettono alle osservazioni fatte col
cromocitometro si dividono in due classi: in quelli co-
muni a tutti gli siromenti finora usati per l'esame del
sangue, e in quelli proprii del mio. Tratterd degli uni
e degli altri.

g) Errori comuni a tutti gli strumen:i.

1° Errori nel fare le diluzioni di sangue. Per gquanto
si cerchi di esser precisi nel misurare le quantita di
sangue e di soluzioni che devono essere mescolate fra
loro, si ha generalmente qualche variazione che non di
rado & avvertita dall’ istromento. Gli errori possono di-
pendere da varie cause: dall’aver lasciato evaporare un
po’ la goccia di sangue onde si fece uso, dall'altezza che
si da alla colonua liquida, dall’aver adoperato p. es.non
abbastanza asciutta la pipetta misuratrice del sangue. La
dimostrazione di questi errori io V'ho fatta pungendo un
punto della pelle, ed esaminando successivamente due o
pitt prese del sangue che ne esce; oppure esaminando
successivamente diverse prese tolte ad nna certa gquan-
tita di sangue defibrinato. Nel primo caso gli errori so-
gliono essere piccoli, come dimostrano i seguenti esempi,
in cui riferisco le medie ottenute da % determinazioni
citometriche per ciascuna presa

Uomo di 33 anni Uomo di 32 anni Coniglio
1* presa 122 122 131
2° presa 121 119 133.
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Nel 2° caso gli errori sogliono essere maggiori, ed io
credo che la ragione sia la seguente: nel sangue in ri-
poso i globuli, tendendo a precipitare al fondo, si distri-
buiscono in diverso numero nei vart sirali del liquido;
ora, anche agitando accuratamente quest’ uliimo, & dif-
ficile ridurlo sufficientemente omogeneo; sicché tra una
presa e Valtra di sangue possono occorrere errori di pa-
recchi gradi. Naturalmente gli errori sono minori quando
il sangue & stato pid a lungo rimescolato. Di cid si deve
tener conto quando si voglia determinare I'esattezza del-
I'istromento facendo successive determinazioni di una
stessa qualita di sangue. -

2° Errori dipendenti da modificazioni del sangue estratio.
La ‘quantitd di emoglobina nel sangue estratto di uno
stesso individuo puo variare a seconda del punto da cui
venne estraito il sangue, e a seconda del modo con cui
veune estratto. Per quanto spetta al 1° caso trascrivo qui
parte di una tabella data da LercmTENsTzen, nella guale
vengono dati i coefficienti di estinzione del sangue di varie
parti (diluito ad 1/,o) esaminato col metodo spettrasco-
pico.di ViERORDT.

Polpa del medio della mano sinistra...... 1, 2007

» del mignolo » » destra ...... 1,1601
Punta del dito grosso del piede sinistro ... 1,2076
Punta del 5° dito del piede destro..... . 1,1373
Regione sopraspinata destra.............. 1, 2252.

Come si vede, le differenze sono abbastanza notevoli. E
pilt motevoli ancora vennero osservate da LEICHTENSTERN
in altre regioni del -corpo dello stesso individuo; p. es.
la- parte esterna del braccio sinisiro dava 1, 0934, la nuca,
invece, 1,2578; il che egli attribuisce all’aver dovuto in
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alcune parti della pelle comprimerla fortemente, od ap-
plicarvi una ventosa, affine di ottenerpe la necessaria
quantitd di sangue. ’

Nelle mie ricerche ho trovato io pure che, quando si
deve comprimere molto per far uscire la goceia di sangue,
questo appare spesso al citometro meno ricco di emoglo-
bina che nel caso opposto; probabilmente perché la pres-
sione fa escire insieme ad esso anche una variabile
guantitd di linfa. E quindi precetto di fare colla lancetta
Pincisione della pelle di tal modo, che la goccia di san-
gue, ‘dopo 10 o 15 secondi, esca spontaneamente dalla
ferita, o, al pil, richieda una leggierissima compressione.
— Queste incisioni, del resto, non sono piu dolorose di
una puntura di spillo, non offrono alcun pericolo, e non
passano mai a suppurazione. Io ne ho potuto far la
prova in larga scala su me e sugli altri, anche d'in-
verno, nella stagione, ciog, in cui i tagl piu stenlano a
guarire.

30 Errori dipendenti dall’occhio (stanchezzaj. L'occhio,
in queste osservazioni, si stanca pia presto di quello che
comunemente si creda. E questo fatlo appare, non lanto
pel senso di stanchezza che prova U'ssservatore, quanto
per gli errori, pei salti strani, altrimenti inesplicabili, che
si verificano nei risultati di successive osservaziori. Ap-
pena cid si avverta, sard bene cessare dal lavoro. —
Anche durante un’ unica determinazione citometrica,
quando si tratia di determinare se i contorni della iamma
sono o no dislinti, & utile chiudere per qualche secondo
Pocchio, in modo che, al riaprirlo, esso sia riposato, ep-
perd pit sensibile alle impressioni luminose.




b)Y Brrori proprt del citometro.

1° Siccome i globuli sanguigni, per la prova cito-
metrica, stapno soltanto in sospensione nella soluzione
sodica, cosl si potrebbe credere che essi, tendendo rapi-
Jdamente a cadere al fondo, debbano alterare la precisione
dell istrumento. Questa obbiezione avrebbe valore ove
I'esame citometrico durasse lungo tempo; invece, una
singola determinazione non richiede che pochi secondi.
Sicche il precipitare dei globuli non ci pud esercitare
influenza alcuna. Cid, del resto, viene confermato anche
dall’osservazione diretta; infatli, & necessario continuare
per parecchi minuti I'osservazione collo stesso sirato di
sangue lasciato in perfelto riposo nel recipiente dell’istru-
mento per vederne variare il valore citometrico.

Del precipitare dei globuli, invece, va tenulo conto
quando (come si dovrebbe sempre fare), della sospensione
ottenula col sangue di un individuo, si vogliano fare suc-
cessivamente due o pit determinazioni, onde stabilirne
la media. In questo caso, dopo ogni determinazione si
versera il liquido gia adoperato nella provetta, e non lo
si adopererd di nuovo che dopo averlo ben agitato col
rimescolatore. _

20 Non & ancora dimostrato che nelle diverse malattie,
o nei diversi individui, i globulirossi si comportino tutti
allo stesso modo nelle soluzioni di una stessa concentra-
zione. Potrebbe darsi, che in dati casi vi si raggrinzassero o
gonfiassero pi che non in altri; e si potrebbe supporre,
che guesta diversita della forma che essi assumono valesse
ad alterare 1'esattezza del citometro. Se p.es. i globuli
dei clorotici si raggrinzassero pilt che i globuli normali,
¢ questo cambiamento di forma aumentasse o diminuisse
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la facolta che posseggono di riflettere o irattenere la luce,
il grado citometrico da essi date non corrisponderebbe
con precisione alla quantita in cui essi si trovano nel
sangue; poiche il grado citomelrico viene calcolato nei
globuli normali.

A fine di determinare il valore di questa eventuale ob-
biezione, io delerminai di esagerare quelle condizioni
in cui polrebbero trovarsi i globuli di un sangue sup-
posto anormale nel senso sopradetto, e di studiare se cid
valesse ad alterare il risultato della determinazione. A
questo fine esaminai uno stesso sangue in soluzioni di
cloruro sodico di diversa concentrazione; naturalmente i
globuli nelle soluzioni pix concentrate erano assai pin
raggrinzati e spinosi che nelle meno; e, quindi, si avevano
qui in grado esagerato quelle alterazioni che si suppo-
sero possibili in un sangue malato. Ecco alcuni degli
sperimenti fatti tulti col sangue diluito in 50 parti di
soluzione:

1
Sangue defibrinato di vitello,
Soluzione 0.75 0 Soluzione 1 9/,
a 120 120
1" presa 12 presa
121 )Iledia 123 /Media
119 123.
117 a 124
2% presa ; 119 2" presa 1'22 (
1L
Sangue umano ottenwuto per puniura.
Soluzione 0. 75 9, Soluzione 2 9,
140 155 .
139 (Media 152 %ll’gd;
138 ( 139 152 ’

141
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Sangue di altro indéviduo.

Soluzione 0.75 % Soluzione 2 %,
118 (Hedia 125 | yedia
118 419 126 ¢ 1og
120 127 :

Appare da queste prove, che anche quando la differenza
di forma dei globuli & assai grande, il risultato delle de-
terminazioni citometriche varia, ma di poco: di una quan-'
tita veramente lrascurabile quande si considerino gli er-
rori inerenti ad ogni metodo di determinazione del’emo-
globina, e le variazioni continue di quest’ ultima nello
stesso individuo.

39 Generalmente nel sangue la quantitd dei globuli
bianchi di fronte a quella dei rossi & cosi scarsa, ch’essa,
nelle determinazioni fotometriche, pud essere trascurata.
Nella leucemia e nelle leucocitosi di un certo grado, in-
vece , essa aumenta di tanto, da influenzare sensibil-
mente i dati forniti dagli strumenti. LEICHTENSTERN ha
oia dato la dimostrazione di questa influenza nel dos-
saggio spettroscopico dell’ emoglobina. Lo 'stesso deve
succedere nelle determinazioni per mezzo del citometro,
in quanto che in tali casi la luce che passa attraverso allo
strato sanguigno & arrestata non soltanto dai globuli rossi,
ma sl ancora dai numerosi leucociti che vi stanno sospesi; -
di copseguenza l'istrumento segna una quantitd di globuli
rossi superiore alla reale. L facile accertarsene facendo
artificialmente delle miscele di sangue e di pus, come
nel seguente esperimento, in cui nella solita quantitd di
cloruro sodico venne diluita non soltanto la solita quan-
titd di sangue defibrinato di coniglio, ma eziandio egnale
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quantitd di pus proveniente da un ascesso della mam-
mella:

Sangue defibrinato solo  Pussolo  Sangue e pus a parti uguali

142 358 100.

Appare da questo esperimento, che l'aggiunta del pus
ha fatto scendere il grado citometrico da 142 a 100; o,
con altre parcle, ha reso il sangue apparentemente pill
ricco di globuli rossi. — In questo caso ho voluto deter-
minare a quale grado di leucemia avessi ridotto il sangue.
Coll’oculare quadretiato feeci due numerazioni di parec-
chie centinaia di globuli per constatare il rapporto fra
globuli bianchi e rossi; nella prima il rapporto risultd
1:6.73; nellaseconda 1:6.09; corrispondente quindi ad
un grado abbastanza clevato di leucemia.

Questo sperimento mi servi anche a confermare la esat-
tezza delle determinazioni ottenute col citometro. Infatti,
supposto che un sangue che segna 142 contenga 5.000.000
di globuli, un pus che (come il suesposto ) segna 358
corrisponde a seconda della formola [I] ad un sangue
che contenga 1,984,000 globuli. Se ora, imitando gquante
abbiamo fatto nellesperimento, aggiungiamo questo nu-
mero. di globuli ai 5 milioni, avremo 6,984,000 globuli,
i quali, diluiti nella solita quantita di cloruro sodico,
dovrebbero, secondo la formola [2], segnare al citometro
all'incirca 102. Ora, sperimentalmente, la miscela di
sangue e pus segnd 100; dando cosi un errore di ap-
pena 2 °f,.

Un’influenza eguale a quella dei globuli bianchi eser-
citano Je gocciole adipose sospese nel plasma nei rari casi
di lipemia dell’ uomo. Gio si pud provare sperimental-

3  G. Bizzozero. )
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mente aggiungendo al sangue del latte; cosi,mentre un
sangue defibrinato di agnello segnava 155 in media, al-
lorche nel grammo di cloruro sodico oltre ai soliti 20 mm. c.
di sangue vennero sospesi altrettanti mill. cubi di latte
di eccellente gualita, segno 139.

Nullameno, come gid feci osservare, gli errori cui il
citometro darebbe luogo nella leucemia e nella lipemia
vengono avvertiti dal paragone coi-dati forniti dal cro-
mometro. Quande nel sangue non sono copiosi né i glo-
buli bianchi, n& le gocciole adipose, le soluzioni che si
fanno del sangue stesso nell’acqua per 'esame cromome-
trico riescono trasparenti; e forniscono dati corrispon-
denti a quelli del citometro. Nella leucemia e mnella li-
pemia, invece, le soluzioni riescono torbide pei leucociti
o le gocciole adipose che, indisciolte, vi rimangono
sospese; ed il sangue al cromometro risulta pi povero
di emoglobina. — Aggiungendo alla soluzione una mi-
nima quantitd di soluzione di potassa caustica, se si tratla
di leucemia lintorbidamento scompare, perché i leuco-
citi si sciolgono; mentre se v’ ha lipemia P'intorbida-
mento perdura. L’aggiunta della potassa, percid, ci per-
mette di distinguere fra leucemia e lipemia. Ed, oltraccio,
rende pill esatto anche il risultato cromometrico ; poiche,
quando la soluzione & torbida, appare pili colorata, e, di
conseguenza , le si attribuisce un grado cromometrico
superiore di alquanto al vero.

Questa inesattezza venne notata anche dal LEICHTENSTERN
nell’esame spettroscopico e da lui corretta parimente col-
I'aggiunta della potassa (1).

E agevole comprendere, che quanto maggiore & il nu-

(1) L.c., pag.21.
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mero dei globuli bianchi e delle gocciole adipose nel
sangue, tanto maggiore sard la differenza fra i risultati
dati dal citometro ¢ quelli forniti dal cromometro. Sicche
dalla misura di questa differenza si potrd desumere il
grado di alterazione del sangue. — Riassumendo, senza
il microscopio, noi possiamo, controllando il citometro col
cromomelro, ¢d aggiungendo la potassa, determinare
quando esista leucemia o lipemia, precisare se si tralli
dell'una o dell’alira, e, fino ad un certo punto, anche de-
terminarne il grado.

4° Gia dissi come, adoftando per le determinazioni
citometriche la luce artificiale, si sfugga a tutte le cause
Q’inesatlezza dipendenti dalle variazioni infinite della luce
naturale, sieno esse dipendenti dallo stato del cielo, dal-
I’esposizione, dall’ampiezza delle finestre, e via dicendo;
e come, adottando, fra le diverse fonti di luce artificiale,
la fiamma di una candela stearica, s'abbia un terwine di
confronto facile ad aversi dappertutto, e non soggetto a
variar tanto di intensila quanto le fiamme di gas, olio e
petrolio. Tuttavia, anche fra le candele steariche v'hanno
diversita dipendenli specialmente dalla fabbrica e dalla
qualita. Ora, queste differenze possono esercitare influenza
sui risultati citometrici? E se s}, son desse tali da render
necessarie speciali cautele per avvertirle e tenerne il
dovuto calcolo? A questo riguardo io esaminai le candele
delle fabbriche dei Fratelli Lanza di Torino e di C. Veratti
e (. di Milano. I risultati che ne ottenni mi parve ba-
stassero ad esonerarmi da ulteriori prove; ecco due deter-
minazioni fatte colla stessa diluzione di sangue, ma con
candele di diversa qualitd; la fiamma della candela di gua-
lita inferiore, benche lucente, aveva un color giallognolo.
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Candela di qualita superiore Candela di bassa qualita
142 ’ 142
143 ) 144
144 143,

Come si vede, fra 1’una e l'altra non v’ ha differenza
di risultati. Il che ho comprovato anche mettendo le due
candele ad un decimetro 'una dall’altra, e guardandole
contemporaneamente collo stramento; le due fiamme co-
minciavano a comparire al tempo stesso, e, variando lo
spessore dello strato sanguigno, presentavano le stesse
modificazioni nel loro aspetto.

Quand’anche si supponga che in altre candele possa
variare in maggior. misura la qualitd della flamma, da
quanto ho veduto, non si pud credere che cid possa in-
fluire apprezzabilmente sui risultati citometrici. Ne’miei
studi io usai di un tipo di candela stearica che consu-
mava gr. 9.410 all’ora.

Piuttosto devesi aver riguardo a cid, che la fiamma sia
regolare, smoccolando di tanto in tanto la punta carbo-
nizzata del lucignolo; ed, inoltre, ch'essa sia immobile,
poiché unafiamma oscillante rende incerta l'osservazione.
Per un certo tempo io ho usato circondare la flamma
con un tubo di cartone aperto solo dalla parte rivolia
verso 1’osservatore, e atto a regolare !’afflusso dell’aria
alla fiamma ed a sottrarla alle correnti; ma poi I'ho la-
sciato per non aggiungere alla citometria una complica-
zione che mi si dimostrd superflua, essendo facile ottenere,
colla chiusura degli usci e con altri mezzi comuni, la
calma dell'aria dell’ambiente entro cui si fa ’osservazione.
Siccome la parte libera del lucignolo & sempre curva,
cosl la flamma delle steariche non & conica, ma appialtita.
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Ha due superficie piu larghe e due meno. Ritengo ulile
far notare, che nelle mie osscrvazioni ho sempre usato
della superficie larga della fiamma, perche in questa riesce
piu esatto lo studio dei contorni.
5° Per ultimo devesi notare che, se la soluzione so-
dica entro cui si sospende il sangue ne rallenta, non
ne impedisce la coagulazione, la quale sopravviene dopo
3/, d’ora, 1 ora e pilt secondo i casi. L’esame citome-
trico dovra esser fatto prima della coagulazione, poicheg,
se fatto dopo, il grado citomelrico riesce sempre pin
alto, trovandosi molti globuli imprigionati dai coaguli
fibrinosi.

Grado di esattezza dello strumento.

Ho provato V'esattezza dello strumento in doppio modo :
1° esaminando successivamente parecchic volte una stessa
diluzione sangnitna; 2° allungando un dato sangue con
diverse determinate quantila di un liquido indifferente, in
modo da ottenere dei sangui rappresenianti diversi e de-
terminati gradi di oligocitemia ; poi, determinato collo
strumento il contenuto emoglobinico di ciascuno di essi,
confrontando i risultati ottenuti sperimcntalmente per
questa via coi litoli delle diluzioni primitive, e determi-
nando, cosi, la grandezza degli errori.

Che degli errori ci debbano essere, nessuno pud du-
bitare. Quando noi stabiliamo come termine di paragone
la nettezza a cui c¢i appaiono gli orli della flamma i
una candela, ci assoggettiamo a tutti gli errori che sono
propri delle prove fotometriche. ‘Tra Fapparire netti o
sfumati non ¢' & salto brusco, ma sl un passaggio gra-
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duato, che trova la sua espressione in un errore di qualche
grado dell'istromento; un contorno che pud apparir netto
in una osservazione, non sembra pih tale in un’alira;
tale osservatore pud accontentarsi di una nettezza, che
non soddisfa ad un altro. Si intende da s&, che chi non
ha normale la accomodazione deve pensare a corregger-
sela, che non puo pretendere di vedere la fiamma nel-
I'istromento chi non la pud vedere ad occhio nudo.

Preoccupato da questi errori di cui ignoravo la gravita,
escogitai, per porvi riparv, parecchie aggiunte o modifi-
cazioni allistrumento. Affine di avere un termine fisso
di paragone per la nettezza della fiamma applicai a lato
dellistrumento un vetro smeriglialo colorato in rossigno,
il quale mi lasciava scorgere la fiamma a contorni ap-
pena spiceati, e cercava, nelle determinazioni citometriche,
di ridurre la pettezza di contorno della iamma, veduta
attraverso- allo strato sanguigno, eguale a quella della
fiamma veduta attraverso al vetro smerigliato. — In
un’altra serie di esperienze invece di prendere per ter-
mine di confronto la fiamma, ideai di sostituirle uno
scritto a caratteri di determinata grandezza e grossezza,
da leggersi attraverso allo strato sanguigro ad una de-
terminata distanza dalla fiamma della candela. — Ed
avrei continuato a modificare il metodo, se 'esperienza
pon mi avesse dimostrato, che era fatica inutile, e che
coll’esame diretto della fiamma i limiti d’errore sono
pi vicini fra loro che quelli dipendenti dalle altre cause
sopramenzionate e comuni a tulti gli strumenti misu-
“ratori dell’emoglobina.

A questo riguardo devo notare, che fu appunto un
esame comparato della grandezza degli errori dipendenti
dai diversi apprezzamenti della nettezza con cui si vede
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la fiamma che mi decise ad adottare come termine di
paragone il primo apparire della nettezza de’ suoi conlorni
nei suoi tre quarti superiori. lo avrei potuto scegliere il
primo apparire nel campo dell'istrumento di una macchia
splendente indicante la fiamma; oppure la limitazione netta
di tutta la fiamma'e via dicendo. Ma mi sono persuaso,
che questi termini di paragone ammettono, per lo stesso
occhio, de’ limiti di errori pitt ampi di quelli dati dal
termine di paragone da me definitivamente proposto.
Allorcheé, per studiare Vesattezza dello strumento, si
adopera del sangue defibrinato, & da ricordare, che i
globuli rossi nel siero tendono sempre a precipitare. E
quindi necessario, prima di aspirare colla pipetta la vo-
luta quantitda di sangue, di rimescolare il lignido; e,

< M

notiamo , di rimesrolarlo molto accuratamente, perché
altrimenti i diversi strati liquidi contengono globuli in
varia misura, e danno luego, di conseguenza, in suc-
cessivi esami a risultati citomeirici discordanti fra loro.
Parimente quando si vuol esaminare il sangue di un
animale, lo si faccia mentre & ancor vivo; poiche, fer-
matasi la circolazione, i globuli precipitano nelle parti
piu declivi dei vasi; sicché i risultali cilometriei variano
tante volte gquanti sono i vasi da cui vennero tolte le
singole prove di sangue.

Cio premesso, ecco un esempio (preso a caso fra i mol-
tissimi che conservo) dei risultati dati in dieci succes-
sive determinazioni da una stessa diluzione di sangue
di vitello (diluzione ad 1/y, in soluzione 0.75 0fy di clo-
ruro sodico).
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160
156
160

158 .
157 Hedia

160 ( 158,7 .
159
160
158
159 !

1.587.

Supponendo che la media 158,7 corrisponda ad una
guantitd d’emoglobina = 100, i due numeri massimo e
minimo 160 e 156 corrisponderebbero, secondo la for-
mola [1],il primo ad una quantita di emoglobina =99. 2,
il secondo ==101. 7; avremmo quiudi avuto un errore in
meno di 0.8 0, un errore in pin di 1.7 0/, (*).

(*) Secondo la teoria degli errori, l'errore medic di ciascuna
osservazione sarebbe in grali del citometro eguale a 1.45; ossia
0.9 °/, all'ineirca ; e l'errore del valore medio sarebbe 0.46; ossia
0.3 °/, all'incirca. Nella tabella riferita qui sotto sono indicate
nella 1* colonna i valori osservati al citometro, nella 2¢ le diffe-
renze fra il valor medio e i singoli valori desunti dalle osserva-
zioni, e nella 3* i quadrati di queste differenze.

) 2
160 + 1 1
156 —3 9
160 + 1 i
158 —_—1 1
157 — 2 4
160 + 1 1
159 0 0
160 41 1
158 — 1 1
159 0
15687 $8%==19 .

L’errore medio di ciascuna osservazione, come risulta da -questa
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Ecco, invece, i risultati ottenuti diluendo una stessa
qualita di sangue defibrinato con diverse quantitd de-
terminate di siero artificiale di Mavassez, in modo da
oltenerne parecchie qualitd di sangue a diverso e ben pre-
cisato contenuto di emoglobina. Da ognuna-di queste qua-
litd si estraeva la solila quantita, che veniva metodica-
mente sospesa nella soluzione di ctlorure sodico: per
ognuna di esse si fecero due determinazioni, di cui io
non riferisco qui che la media. Aggiungo qui sotto: 1° il
valore emoglobinico di ogni sangue guale deriva dalla
proporzione in cui venne fatta la miscela, supponendo
il valore del sangue puro ==100; 2° il valore emoglobi-
nico ottenuto sperimentalmente, deducendolo colla for-
mola [I] dai numeri medi avuti nelle successive deter-
minazioni. '

Sangue |Sangue 9)Sangue 8| Sangue 7 | Sangue 6| Sangue s
puro Siero 4 | Siero 2 | Siero 3 | Siero 4| Siero 5

Grado citometrico| 135 149 166 198 229 280

Emoglob. secondo

Ia’ titolagione | 100 | 90.0 | 80.0 | 70.0 | 60.0 | 50.0

Emoglob. secondo|

la determinazione] 100 | 90.9 | 81.3 [ 68.2 | 59.2 | 48.3
citometrica

tabella, & quindi eguale a V1_99 =V2, 1111 =1, 4530; ossia calco:
lando per cento — 0.914. L’errore del medio valore sarebbe poi

— 1(’)_99 =0, 4595, ossia 0,3 %, .
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Io ho fatto parecchi di questi esperimenti, ed ho otte-
nuto risultati consimili. Gli errori sono sempre un po’
maggiori di quelli in cui si incorre facendo successive
determinazioni di una stessa quantiti di sangue. Il che
dimostra che l'aumento d’errore & imputabile, non gia
all’esattezza dello strumento, ma ad altre cause; ¢ spe-
cialmente : alla difficoltd di ridurre omogeneo il sangue
che s’adopera per l'esperimento, ed alle inesattezze ine-
vitabili nella misurazione del sangue e della soluzione
sodica che s’adopera per la diluzione. '

Da taluno si potrebbe sospettare che uno stesso san-
gue possa segnare un diverso grado citometrico quando
venga esaminato a diverse ore di distanza ; poiché, dipen-
dendo la determinazione del grado dal concetio che in
quel dato momento l'osservatore si fa della netiesza dei
contorni del termine di confronto (lamma della candela),
nulla ripugna ad ammettere che questo concello possa
variare da un momento all'altro. — Tl preeisare la esi-
stenza ed eventualmente, la gravitd di questa possibile
fonte d’errore mon & facile, poich® se si adopera per
I'esame del sangue defibrinato, si sa che la costituzione
di questo si altera da un giorno all’aliro, se si adopera
il sangue d’'un animale vivente, si trova un ostacolo nelle
variazioni continue a cui il suo sangue & soggetto nei
diversi periodi della giornata. Io ho dovuto, percid, accon-
tentarmi di confrontare le determinazioni della mattina
con quelle della sera, in un sangue tenafo al fresco nella
stagione invernale, in modo d'impedirne, possibilmente,
la decomposizione. Un sangue di bue mi diede (in media)
alla mattina 120, alla sera 119 ; un sangue di vacca ane-
mica mi diede alla mattina 169, alla sera 167. Come da
queste cifre appare, ¢’'¢ una leggerissima differenza; e
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nemmeno questa differenza la possiamo senz’altro ascri-
vere alla supposta causa sovraccennata, perche anche gui
si hanno, come fonti d’errore, le mancanze d’omogeneita
del sangue, le inesattezze di misurazione, ecc.

I11.

CONCLUSIONI

Dalla relazione fin qui esposta de'miei studi sul ero-
mocitomelro si pud comprendere facilmente per quali
ragioni io preferisca guesto strumento agli altri che ven.
nero finora proposti per la determinazione dell’emoglo-
bina del sangue. & da preferire nelle ricerche sull'vomo
e in molte sugli animali ai metodi di Hopre-SeYLER,
MiLLer, PrEver e Quincke percheé richiede una minima
quantita di sangue, e non esige una soluzione di emo-
globina previamente titolata di confronto. E preferibile
ai metodi di Havem e di Marassez, perché & assai pid
preciso. — La parte cromometrica del mio strumento
& a un dipresso fondata sullo stesso principio di cui usd
MarLassez; e, come s'e veduto, io non la adopero che
come controllo nei casi di leucemia e lipemia, perché da
risultati assai meno esatti della parte citometrica.

Io ho posto a confronto il mio strumento coi due suc-
citati, che io mi sono procurato dai fabbricatori primitivi
di Parigi, e che ho, quindi, tutta la ragione di credere
fabbricati{secondo le intenzioni e le indicazioni dei ri-
spettivi inventori. L’istramento di Havem fu quello che
mi diede gli errori pitl notevoli; ad onta che io cercassi
di usarlo nelle pit svariate condizioni della luce diurna,
s'osservava sempre una differenza pit o meno grande fra
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il tono della soluzione sanguigna e quello delle tinte di
confronto. Ora, ognuno sa quanto sia difficile ottenere
anche approssimativamente il rapporto fra il valore di
due tinte quando ne sia differente il tono.

I risultali del cromometro di Mavassez furonoe migliori;
ma, ad onta di ¢io, i suoi errori superano generalmente
del doppio e del triplo quelli del mio citometro. Anche
in esso il colore di confronto non & perfetto; il picrocar-
minato ha una tinta piu gialla della soluzione sanguigna.
Sotlo questo punto di vista la parte cromomelrica del
mio sirumento & gid pilt perfetta, percheé colorata -diret-
tamente coll’ ossiemoglobina. — Inoltre il cromometro
di.Marassgz, in confronto col mio, ha gli svantaggi, che
va pure soggetto alquanto all’influenza delle variazioni
della luce diurna; ha una pipetta graduata facile a gua-
starsi e relativamente di difficile maneggio ; non pud
servire a luce arlificiale, & pit voluminoso e costoso.

Resterebbe il metodo spetiroscopico di VieromrpT, che
viene considerato come esatlissimo, e che esige piccolis-
sima gnantitd di sangue. Riguardo ad esso, perd; osservo,
che per metterlo in pratica & necessario di possedere uno
spettroscopio munito di speciali modificazioni e di saperlo
adoperare ; il che impedira certamente che si diffonda fra
I medici pratici. Inoltre, ge considero alcuni dati forniti
da LeicHTENSTERN (1), che pure & grande sostenitore di
questo metodo, non trovo che la sua esattezza, tuito
considerato, lo raccomandi a preferenza del mio. Infatti,
esaminando parecchie vollte successivamente una stessa
soluzione del proprio sangue, LEicHTENSTERN oftenne i

(1) L.c., pag. 19.
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corrispondenti coefficienti di estinzione i cui estremi varia-

vano fra 1.4378 e 1.4943 ¢ con una media di 1.4711;
ebbe quindi un errore massimo, di 2.3 9/,

To spero che il cromo-citometro, anche pel suo poco
prezzo e pel facile maneggio, incontrera favore non solo
nelle ricerche scientifiche, ma anche presso i medici
pratici. Quando si consideri su quali criteri questi ultimi
siano attualmente costretti a fondarsi per diagnosticare le
anemie, non deve far meraviglia la speranza, che debba
riuscire accelto un istrumento che, con cosl poco di-
sturbo, permette di constatare I'esistenza dell’oligocitemia,
di determinarne il grado, e di tener dietro con esattezza
alle modificazioni cui soggiace nel decorso della malat-
tia, e sotlo l'influenza della cura. Una serie di ricerche
in questo indirizzo si sta ora facendo da uno dei fre-
quentatori del mio laboralorio, il Dott. I. FEnogrIo, a cui
debbo cordiali ringraziamentii per lo zelo con cui mi ha
assistito ne’ miei studi sul citometro.

Anche in ricerche molto delicate il citometro ha cor-
risposto alla mia aspettativa. In un lavoro sperimentale
che, in unione al mio Assistente D, Sanviori, sto com-
piendo sull’anemia, abbiamo potuto constatare (contro
(quanto si assevera da altri) che la quantitd procentuale
di emoglobina diminuisce anche quando la sottrazione
sanguigna praticata non arriva che all’'l o al 2 9y del
peso dell’ animale. Con un metodo meno esatto non
avremmo certamente potuto accertare l'esistenza di va-
riazioni cosi leggiere della quantitd dell’emoglobina.
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Spiegazione delle figure.

Fig.1a Diverse parti del citometro: ab tube esterno, munito del
recipiente r in coi si versa la diluzione sanguigna, e
fissato sul manico m che porta un foro y destinato a fig—
sarei la lastra del vetro-campione pel cromomstro (fig. 3°).

Fig. 2+ 1 due tubi dell'istrumento immaginati in sezione verticale.
Le lettere corrispondono a quelle della figura antece-
dente. 1 vetri che limitano lo strato sanguigno somno se-
gnati con z e z’. i

Fig. 3* Lamina metallica che porta in [ il vetro colorato campione
per ’esame cromometrico.

Fig. 42 Cromocitometro visto dall’alto. Lettere come nelle figure
antecedenti.

Fig.5* Tavola grafica dei valori del citometro. 1 numeri in serie
verticale indicano le diverse quantity di emoglobina,

. ammessa la qualita normale =100. — I numeri in serie
orizzontale indicano i gradi del citometro.
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