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Laboratorio di Micrografia ¢ Batteriologia della Sanith Pubblica

STUDIO DI UN BATTERIO PATOGENO
per ghi animali isolato da carni insaccate

———— e e -

Per il Dott. M. PERGOLA - Assistente

NOTA SECONDA

Ina un mia precedente nota su questo medesimo argo-
mento, ') ho esposto i caratteri morfologici, di colorazione
¢ culturali di un batterio, indicato colla denominazione di
Bacillo di Lugo, perché avevo avuto oceasione di igolarlo da
carni insaccate provenienti appunto dal comune di Lugo,
(provincia di Ravenna) e che avevano provocato fenomeni
morbosi in vari individui, che di ossi s erano alimentati. Ne
ho riferito anche alcune azioni biochimiche (indolo, protei-
nocromo, idrogeno solforato), concludendo che, in base alle
ricerche fino allora esegute, il B. in esame era da ripor-
tarsi, colla massima probability, al gruppn Proteus. Riferird
oro lo studio ultsriormente eseguito per stabilire, mediante
ricerche pir precise, se il giudizio di probabilita emesso
doveva rigettarsi, o trasformarsi in giudizio assoluto e defi-
nitivo. A tale scopo intrapresi lo

PROVE SIERODIAGNOSTICHE.

Col B. di Lugo immunizzai dei conigli, dai quali ottenni
un immunsiero che mi servi per I’ agglutinazione e per la
prova di Pfeiffer, o batteriolisi. I’ immunizzazione fu prati-
cata nel seguente modo:

19 Geanaio 1910 - Inoculazione endovenosa di un’ ansa
di agarcultura di 21 ore, emulsionata in soluzione fisiologica
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sterile e sottoposta al riscaldamento a 60°-65° C. per un’ora.

16 Gennaio 1910 - Inoculazione endoperitoneale di mezza

patina di agarcultura di 2! ore, trattata come sopra.

25 Gennuio 1910 - Inoculazione endoperitoneale di una
patina di agarcultura di 24 ore, trattata come sopra.

1 Febbraio 1910 - Inoculazione endoperitoneale di due
patine di agarcultura di 24 ore, trattate come sopra.

8§ Febbraio 1910 - Inoculazione endoperitoneale di mezza
patina viva di agarcultura di 24 ore.

20 Febbraio 1910 - Inoculazione endoperitoneale di una
patina viva di agarcultura di 2! ore.

O Marzo 1910 - Salasso dell’ animale,

Interessandomi di fare ricerche comparative, con tratta-
mento immunizzatorio analogo a quello indicato pel B. di
Lugo, preparai i relativi immunsieri anche pel Proteus vul-
garis, pel B. paratifico B, pel B. enteritidis di Gértner, pel
B. paratifico A e pel B. del tifo.

Agelutinazione - Le diluizioni del siero per tutte le prove
di agglutinazione sono state latte secondo il seguente schema.

[ diluizione 1:10 — 1 ecc. di siero - 9 cc. di soluz. fisiol. sterile
I » 1:25 =1ty » » -~ 12 » » » »

Lt » 1:50 = 5ece I diluiz. - 5 ce. di soluz fisiol. sterile
v » LI —= 1 » | - 4 9 » » . .
v » 1250 =— 1 » I » 9 » » » »
VI » 1:500 = 1 » 1l » + 9 » » » »
Vil » L:LO00 == | » IV » 9 » » » »
Vi » 12500 = 1 » V » -9 » > » »
X » B3000 = 1 » VI » + Y » » » »
X » 1:10.000= 1 ~ VII » -9 » » » »

Ad I ce. di ciascuna di queste diluizioni, posto in un
tubetto da agglutinazione, ho aggiunto ce. 1 di emulsione
batterica omogenea, ottenuta emulsionando tre :patine di
agarcultura di 24 ore con ce. 25 di soluzione fisiologica ste-
rilizzata e filtrando per filtro di carta pure sterilizzato. Le
prove di agglutinazione corrispondevano percid rispettiva-
mente alle diluizioni di 1:20; 1.50; 1:100; 1:200: 1:500: 1:1.000:
1:2000; 1:5.000; 1:10.000; 1:20.000,

Ho fatto inoltre un econtrollo, ponendo in uno dei soliti
tubetti ec. 1 di semplice soluzione fisiologica, alla quale poi
ho aggiunto cc. 1 di emulsione batterica. Cid per accer-
tarmi che i germi non subissero I’ agglutinazione spontanea.

Ho posto i tubi in termostato a 37° C per due ore e
quindi ho constatato il risultato coll’ osservazione macrosco-
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pica, controllandolo sempre anche coll' osservazione micro-
scopica.

Espongo nella seguente tabella (Tabella I) i risultati ot-
tenuti. Mi astengo perd dal riferire le prove eseguite coll’ im-
munsiero pol B. paratifico A, e pel B. del tifo con cultura
di B. di Lugo, di Proteus vulgaris, di B. paratifico B e di B.
enteritidis di Girtner, come pure quelle fatte coll’ immunsiero
di questi ultimi quattro batteri con cultura di B. paratifico A,
di B. coli e di B. del tifo, perchd si & avuto sempre risultato
negativo.

Si avverta che il segno -|- indica agglutinazione posi-
tiva completa o incompleta, il segno — I assenza di agglu-
tinazione, il segno ? indica che I’ osservazione macroscopica
non permeite un giudizio sicuro; la lettera M, indica osser-
vazione macroscopica, la lettera m, osservazione microscopica.

Taperra 1.

PROVA DELL’ AGGLUTINAZIONE.
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Batteriolisi - 1l siero dei medesimi conigli, che avevo
utilizzato per la prova agglutinante, mi servi anche per la
batteriolisi- praticala coi quattro soliti germi: B. di Lugo,
Proteus vulgaris, B. paratifico B, e B. enteritidis di Girtner.
Eseguii questa ricerca in vivo nel peritoneo della cavia e Ia
tecnica fu la seguente: In ce. 1 di brodo sterile, stemperai
un’ansa di agarcultura, tenuta per circa 18 ore in termostato a
37° C, vi aggiunsi ce. 1 della diluizione [:200 di immunsiero
e inoculai il tutto nel peritoneo della cavia. Setvendomi
quindi di tubetti capillari, aspirai dopo 20 minuti dall’ino-
culazione un po' di liquido peritoneale, col quale feci I'osame
a goceia pendente e in preparati colorati. Quesio esame fu
ripetuto quattro volte, sempre a distanza di una venlina di
minuti I'una dall’ altra. Eeco frattanto nella seguente tabella
(Tabella II) i risultati ottenuti, Il segno -+ indica batteriolisi
positiva, il segno — assenza di batteriolisi.

Tasrrna 1L

PROVA DELLA BATTERIOLISI.
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B.odiLugo . ... . . ..... . | i - -
Proteus vulgaris. ., . ., . . . “ - ‘ _ | _
B. paratifico B. . . . ., . .. -~ — = —
B. enteritidis di Giirtner . . . | . - - ’ —_ e

I

Immunizzazione - Col B. di Lugo, col Proteus vulgaris,
col B. paratifico B e col B. enteritidis di Géartner & possi-
bile immunizzare attivamente gli animali (cavie e conigli) :
ritenni quindi opportuno valermi anche di questa prova per
identificare il batterio che stavo studiando. Perecid, immuniz~
zati gli animali con ciascuno del quaitro mierorganismi, Ii
inoenlai con dosi sicuramente mortali (come risultavano per
gli animali di controllo) dei batteri non usati pel trattamento
ed ebbi i risultati esposti nella seguente tabella (Tudella I71)
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TapeLLa 111,

PROVA DELL' IMMUNIZZAZIONE.

MICRORGANISMO MICRORG.ANISNO
INOCULATO IN DOSE | ESITO

Paavio PEROL IMMUNIZZAZLONS SICUR AMEN T MORTALE

B.di Imgo . . . . . . .., Proteus vulgaris . . . . Gl animali saprayvivone
1. di Luzo ‘; B. paratifico B , , | | . » s0000mbono
. di Lugo { B. enteritidis di Giirtner » »
Proteus vualgaris . . . . B.diLugo . ... . . Gl animali sopraviveme
Protens vulgaris . ., , . . . B paratiico B . . . . » soccombono
Proteus vulgaris . . ., . . . ' B enteritidis di Giirtoer » »

B. paratifico B ., . . . ., ! B.diLugo . . .., . . ' » »
B. paratifico B . . . . . . . Proteus vulgaris . , , . > »

B. enteritidis di Giirtner. . . ! B. di Lugo

B. enteritidis di iirtner . . ! Proteus vulgaris .

I risultati delle ricerche sierodiagnostiche e immuniz-
zatorie sono cosi evidenti, che mi dispensano da una lunga
dilucidazione. Dalle tabelle infatti si rileva che gli animali
immunizzati col B. di Lugo danno siero agglutinante e bat-
teriolitico per questo stesso mierorganismo e pel Proteus vul-
garis e inattivo pel B. paratifico B e pel B. enteritidis di
Giérer; resistono inoltre alla inoculazione di una dose sicu-
ramente mortale di Proteus vulgaris, mentre soccombono
cogli altri due batteri. Analogamente si comportano gli ani-
mali immunizzati col Proteus, in quanto resistono alla dose
sicuramente mortale di I3. di Lugo e non a quella di B. pa-
ratifico I3 e di B. enteritidis: per questi poi il loro siero @
inattivo, mentre & agglutinante e batteriolitico pel Proteus
¢ pel B. di Lugo. Infine gli animali immunizzati col B. pa-
ratifico B, o col B. enteritidis di Gértner, danno siero vera-
mente atfivo, alle prove dell' agglutinazione e della batie-
riolisi, soltanto col corrispondente batterio e non resistono
all' inoculazione di dose sicuramente mortale di B. di Lugo,
o di Proteus vulgaris. Tl B. di liugo dunque corrisponde al
Proteus vulgaris non solo per i caratteri morfologici e cul-
turali, ma, €id che & pit importante, anche pel comporta-
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mento alle prove sierodiagnostiche e immunizzatorie. Rimane
quindi in modo definitivo contermato il giudizio emesso, che
cio? detto microrganismo appartiene al gruppo Profeus e
volendolo identificare anche pili esattamente si pud dire che
corrisponde al Proteus vulgaris

Un altro studio rimaneva pertanto da fare ed era quello
relativo al

POTERE PATOGENO.

Che il B. di Lugo (per evitare equivoci coniinuerd a
indiearlo con questa designazione) fosse patogeno per conigli,
cavie e ratti, mi risultava gia dalle ricerche preliminari ese-
guite colle prime culture ottenute dalle carni in esame. Si
trattava ora di ampliare le esperienze in proposito, per co-
nogscere pilt dettagliatamente il quadro morboso che sisvol-
geva in questi animali e vedere inoltre se pure altre specie
erano recettive o meno per questo microrganismo.

Ho quindi rivolta lIa mia attenzione, oltre che al comi-
giio, alla cavia e al ratto, anche al topolino bianco, al cane,
al gatto e al piccione. Le vie seguite per !’ introduzione del
germe nell’ organismo sono state complessivamente: la sot-
tocutanea, ' endoperitoneale, I’ endovenosa e la digerente.

Riferisco qui il protocollo di alcune esperienze relative
alle singole specie animali.

ESPERIENZE CON CULTURE FRESCHE.

A. « Fsperienze nei conigli,

a) - Inoculazione per via sottocutanea.

25 Giugno 1910 - Coniglio giovane del peso di gr. 380.
Alimentazione eon crusca e foglie di cavolo. Al mattino si
inoeula, alla parte mediana della regione addominale destra,
1 ce. di brodo sterile in cui si emulsionano 2 anse normali
di cultura in agar obliquo di 24 ore.

Alla sera di questo stesso giorno I’ animale si mostra
sofferente e la zona cutanea, nella quale & stata inoculata
la cultura, si mostra alla palpazione come ispessita e di con-
sistenza pastosa.
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2 Gingino 1910 - Al mattino il coniglio si trova morto.

Reperto necroscopico - La regione perineale & imbrat-
tata di feci poltacee, molli, di colorito verde cupo. Null’ altro
di interessante si rileva alla semplice ispezione esterna del-
I animale. Nel tessuto sottocutaneo si trova un intenso edema
gelatinoso-emorragico, che rende la pelle molto pilt spessa
del normale. Tale edema si estende notevolmente, olire il
punto di inoculazione, verso le regioni inguinali e asce'lari,
specie a destra, degradando pero progressivamente d’ inten-
sita. Tutti i vasi sanguigni del sottocutaneo ¢ dei museoli
toraco-addominali sono ingorgati, per cui appare bene evi-
dente anche la rete capillare. Non si riscontrano emorragie.
Le ghiandole linfatiche inguinali e ascellari, alquanto in-
grossate e percid facilmente visibili, sono di colorito ros-
gastro. All’ apertura dell’ addome si rileva nella cavita peri-
toneale una secarsissima quantitd di liquido. I vasi del pe-
ritoneo parietale sono iniettati e sabito colpisce anche la
evidente iniezione dei vasi del mesentere ¢ dell’ intestino
tenue. Minore & 1’ iniezione vasale nel crasso. Il contenuto
intestinale del tenue & rappresentato da un liguide muccoso
filante, di colorito giallastro sporeco; il contenuto del erasso
& poltaceo, molle e di colorito verds cupo. Anche nel retto
non si trovano feci formate. Nulla di notevole presenta lo
stomaco, ad eccezione di una lieve iniezione vasale della
sua superficie esterna. Il fegato iperemico e forse anche un
po’ aumentato di volume ha uu colorito scuro. La milza
non molto aumentata di volume & essa pure iperemica e di
colorito rosso cupo. Le capsule surrenali evidentemente con-
geste al pari dei reni.

Cavita toracica — Non si rileva presenza di liquido nelle
cavita pleuriche. I polmoni sono di colorito rosso abbastanza
marcato. Il cuore, specialmente nelle orecchiette, & ripieno
di sangue scuro in parte liquido, in parte coagulato.

Dal sangue del cuore e da vari organi (polmone, milza,
fegato, rene, capsula surrenale e ghiandole linfatiche ingui-
nali) si fanno culture e preparati a strisciamento per I' esame
microseopico. I preparati colorati eol metodo di colorazione
semplice e col (Gram, previo trattamento con soluzione di
acido acetico sll’1 %/, mostrano un numero piuttosto scarso
di bacilli, che pei caratteri morfologici e di colorazione ricor-
dano i1 B. di Lugo.

Le semine danmno tutte sviluppo in cultura pura a un
bacillo, che si identifica con quello inoculato.
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6 Gennato 1911 - Coniglio del peso di gr. 1480. Inocu-
lato come il precedente alle ore 19 circa con -+ anse di cul-
tura in agar obliquo di 21 ore, emulsionate in ee. 2 di solu-
zione fisiologica sterile.

7 Gennaio 1911 - Al mattino il coniglio si trova morto.

Il reperto necroscopico analogo al precedente mi esime
dal farne una relazione dettagliata. Accennando quindi in
breve a quanto di piu interessante si @ rilevato, ricorderd
I'edema gelatinoso abbastanza esteso uel sottocutaneo, spe-
cialmente dal lato stesso nel quale era stata pratieata 1 ino-
culazione, I' aspetto nettamente emorragico delle ghiandole
linfatiche inguinali e ascellari di ambedue i lati, la presenza
di scarsa quantita di liquido lievemente emorragico nella
cavith peritoneale, 1" intensa iperemia del mesentere e del-
l'intestino tenue, che in molteplici punti ha dato luogo a
chiazze emorragiche, alcune delle quali anche abbastanza
estese, il contenuto liquido, mucoso, di colorito giallo sporco,
del tenue medesimo e 1 iperemia ben marcata di tutti gli
organi.

Le culture ¢ i preparati microscopici fatti dal sangue
del cuore e dai vari organi danno come reperto il B. di Lugo.
Riesco facile isolare lo stesso germe dal contenuto del tenue
mediante strisciamenti sull’ emoagar del Dieudonné.

Per accertare se la temperatura degli animali presen-
tasse un comportamento in qualche modo interessante, ho
rivolto ad essa I' attenzione in varie esperienze, delle quali
riferisco la seguente:

19 Luglio 1710 - Coniglio del peso di gr. 1150. 8i ino-
cula sotto cute con 3 anse di cultura in agar obliquo di circa
24 ore, emulsionafe in ce. 1,5 di brodo sterile. L.a tempera-~
tura rettale normalo del coniglio, tenuto in osservazione nei
2 giorni precedenti a quello dell’ inoculazione, ha oscillato
attorno a 39-40° C.

I inoculazione si pratica il 19 Luglio 1910 alle ore 10.
La temperatura reftale misurata immediatamente avanti la
inoculazione & di 39°,9 C. I.e misurazioni successive danno
i seguenti risultati:

19 Luglio 1910. Ore 15,45 - Temperatura retfale 10°9 C

» » » » 18, » » 40".8

» » » » 24 » » 40° 8
20 » » » U » » $1°

» » » » 18,30 » » 41°2

21 » » » {0 » » 41°
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21 Luglio 1910. Ore I8 - Temperatura rettale 35°

» » » » 20 » » 31°

22 » » - Al mattino si trova morto.

Il reperto noecroseopico & analogo ai precedenti e lo stesso
risultato danno pure le culture e i preparati microscopici
fatti dal sangue del cuore ¢ dai vari organi.

b) - Inoculazione endoperitincale.

25 Gingno 1910 - Coniglio giovane del peso di gr. 1430.
Inoculato alle ore 10 cirea con ce. 1 di brodo sterile, in cui
¢ stata emulsionata un’ansa di cultura in agar obliquo di
24 ore.

25 (ugno 1910, ore 17 - L’ animale muore. Le feci
emesse poco prima della morte appaiono poltacee, molli, di
colorito verde cupo.

Reperto necroscopico - I’ addome si presenta tumefatto
e alla palpazione si avverte la tensione piuttosto notevole
delle pareti. Nel tessuto sottocutaneo si riscontra una certa
succulenza (lieve edema), per cui la pelle si lascia facilmente
distacecare. Nel tessuto sottocutaneo e nella parete muscolare
toraco~-addominale si trova hen disegnata Ia rete vascolare
sanguigna. Le ghiandole linfatiche inguinali e ascellari non
appaiono ben visibili.

Cavitd addominale ~ Si riscontra una discreta quantita
di liquido rossastro evidentumente siero-emorragico. Il pe-
ritoneo parietale fortemente iniettato, al pari del mesentere.
Le anse intestinali, specialmente guelle del tenue, sono ri-
gonfie per contenuto prevalentemente gassoso.

I’ iniezione vasale intensa ha dato luogo in aleuni punti
ad emorragie, che in corrispondenza di singole anse assu-
mono 1’ aspetto di una vera e propria infiltrazione emorra-
gica. Le anse del tenue che non si mostrano rigonfie hanno
un contenuto liquido, mucoso, filante, di colorito rosso sporco.
Anche il colon si presenta iperemico, ma meno intensamente
ed & ripieno di feci poltacee, molli, di colore verde cupo. As-
senza di feci formate in tutto il tratto intestinale. Lo stomaco
presenta iperemia visibile della sua superficie esterna. Fegato
o milza congesti, non molto aumentati di volume e di colo-
rito rosso eupo.

Del pari iperemici i reni e le capsule soprarenali.

Nel torace - Searso liquido lievemente emorragico nelle
cavita pleuriche. Polmoni arrossati e che al taglio lasciano
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fluire una quantita relativamente abbondante di sangue. Pe-
ricardio con vasi iniettati. Cuore ripieno di sangue seuro in
parte liquido e in parte coagulato.

La semina nei substrati ordinari {(brodo e azar) del san-
gue del cuore, del liquido peritoneale e di piccoli frammenti
di organi, prelevati in modo da evitare il trasporto di germi
eventualmente esistenti nel liquido delle cavita pleuriche c
peritoneale, da sviluppo in cultura pura al B. di Lugo, che
si riscontra in scarsa quantiti anche nei preparati colorati
fatii cogli stessi liquidi e organi.

La morte, cosl rapidamente determinata in questo coni-
glio, mi impedi di tener dietro all'andamento della tempe-—
ratura.

Riporto qui il protacollo di altro coniglio, nel quale potei
fare tale ricerca.

13 Gemnaio 1911 - Coniglio del peso di gr. 1400. Ino-
culo nel peritoneo, alle ore 18 circa, 3 anse di cultura in agar
obliquo di 24 ore.

La temperatura rettale, presa nei due giorni precedenti
all’ esperienza, ha oscillato fra 39° C e 40° C.

14 Gennaio 1911, ore 10 - Temperatura rettale 37° C

» » » » 12 - » » 36° C

L’ animale non emette pitt feci formate, bensl poltacee,
molli, di colorito verde cupo: & apatico e non mangia.

Ore 14,45 Temperatura rettale 35°2 C

» 17 » » 34° C
» 19 » » 32°C

11 coniglio si mostra in preda a un tremore generale
del corpo.

15 Gennaio 1911 - Al mattino si trova morto e proha-
bilmente la morte & avvenuta gia da varie ore.

1l reperto necroscopico & analogo ai precedenti. In questo
animale perd appaiono tumefatte e lievemente emorragiche
le ghiandole linfatiche inguinali di ambedue i lati.

Le semine praticate come nel coniglio precedente e inolire
dalla bile e dall’ urina danno sviluppo in cultura pura al B. di
Lugo, che si isola facilmente anche dalle feci.

Dalla vescica si preleva una certa quantita di urina che
appare limpidissima. La ricerca dell’ albumina ne rivela la
presenza in modo evidente, ma non in quantita abbondante.
Assenza di eilindri.




¢) = Inoeulazione endovenosa.

21 Gennato 1911, ore 18 - Due conigli, uno dsl peso di
gr. 1250 1" altro di gr. 1850, inoculati nella vena marginale
dell’ orecchio il primo con cc. 1 di soluzione fisiologica ste-
rile, in cui sono state emulsionate due anse di cultura in agar
di 24 ore e il secondo con 4 anse.

22 Gennaio 1911 - Al mattino si trovano morti ambedue.

Il reperto necroscopico & analogo a quello gia riferito
per gli altri conigli. I’ addome non & teso, nel tessuto sot-
toculaneo non si riscontra edema gelatinoso, ma un certo
grado di succulenza e iperemia vasale, che si estende anche
alla parete muscolare dell’ addome o del torace. Esiste scarsa
quantitd di liquido nelle cavita sierose (pleura, pericardio e
peritoneo). Iperemia mareata di tutti gli organi interni, il
contenuto intestinale del tenue & liquido, mucoso, giallo sporco,
quello del crasso poltacco, molle, di colore verde cupo, con
assenza di feci formate.

Le culture dal sangue del cuore, dalla bile e dai vari
organi danno sviluppo al B di Lugo. Anche i relativi pre-
parati microscopici colorati mettono in evidenza lo stesso
microrganismo in searsa quantita.

Riporterd ancora un’ altra esperienza la quale dimostra
che, pure nell’ inoculazione endovenosa, la temperatura si
comporta come negli altri casi.

Coniglio del peso di gr. 1270. Inoculo nella vena mar-—
ginale dell’ orecchio ce. 1 di soluzione fisiologica sterile, con -
tenente 3 anss della solita cultura di 24 ore. La temperatura
rettale nei due giorni precedenti os:illa fra 39° o 40° C.

24 Gennaio 1911, ore 9 - Temperatura rettale 3u°,3 (.
Iuoculazione endovenosa.

24 Gennaio 1911, ore 11 - Temperatura rettale 42°. Lo
feci sono ancora formate.

24 Gennaio 1911, ore 15,70 - Tomperatura rettale 40°
Le feci sono ancora tormate.

24 Gennaio 1911, ore IS - Temperatura rettale 33,5, Le
feci sono ancora formate. .

24 Gennaio 1911, ore 19 - Temperatura rettale 37°. I.e
leci sono ancora formate.

24 Gennaio 1911, ore 20 - Temperatura rettalo :33°2
Le feci sono ancora formate.

25 Gennaio 1911 - Al mattino si trova morto. Le alte~
razioni riscontrate all' autopsia sono : forte injezione dei vasi
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del sottocutaneo, con assenza di edema gelatinoso, e di quelli
dei muscoli toraco-addominali. Ghiandole linfatiche inguinali
e ascellari tumefatte, emorragiche. Scarso liquido sieroso nel
peritoneo e nelle pleure, in quantitd pi apprezzabile nel
pericardio. Vasi del mesenterio fortemente congesti Ipere-
mia degli organi toracici e addominali, lieve perd nelle cap-
sule surrenali. I} contenuto del tenue ¢ fluido, mucoso, giallo
sporco, quello de! crasso, poltaceo, verde cupo, mentre nel-
I' ultimo tratto dell’ intestino si trovano ancora feci formate.

La semina del sangue del cuore, della bile e di fram-
menti di vari organi dinno in coltura pura il B. di Lugo.
Questo si isola facilmente anche dal contenuto del tenue, i
cui preparati microscopici colorati, fatti per stiigciamento,
mostrano, come quelli della bile, un numero molto scarco di
batteri, tra i quali un baecillo che pei caratteri morfologici
e di colorazione ricorda il B. di Lugo.

d) - Ingestione.

Due conigli, uno A del peso di gr. 1000, I'altre B di
gr. 1350. Vengono alimentati nel seguente modo :

22 Gennaio 1911 - Cruseca con 3 patine di cultura in
agar di 24 ore, emulsionate in soluzione fisiclogica sterile.

23 Gennaio 1911 ~ Crusca con 4 patine cultarali.

24 Gennaio 1911 - Al mattino si nota che il eoniglio A
& sofferente: nulia di notevole mostra il coniglio B. Si so-
spende tuttavia ja somministrazione delle cuiture. Xel po-
meriggio di questo stesso giorno, il conighio A va aggravandosi
sempre pil. Riiiuta i1 cibo ordinario che gli viene offerto,
si mostra molto debole e nei movimenti cade facilmente di-
steso. Con misurazioni termometriche, praticate preceden-
temente alla somministrazione delle culture, ci si aceerta che
la temperatura rettale dei conigli & normale (oscilla ciod fra
39 0 40° O).

Ecco ora come si comporta durante l'esperienza

Coniglio 4. Coniglie B.
22 Gennaio 1911, ore 10,30 - Temp. rettale 10°,C 39" 50

» » » » IS - » 3908 59T
23 Gennuio 1911, » 10 - » N 40° 40°
» » » » I8 - » » 3906 3998
24 Gennaio 1911 » 10 -~ » » 38° 39°,5
» » » » {2 - » » 3703 39°6
» » - » » 15 - » » 35°6 39,2
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Coniglo &, Coniglo 8.
24 Gennaio 1911, Ore 17 - Temp. rettale 31°5  39°
» » » » I8 - » » B30T B3NS
» » » w2 - » » S 385
25 Gennaio 1911 » 0 - Sitove morto 38"
» » » »  f2 - » 3807
» » » » 15 - » 39°
» » » » [0 - » 3974
26 Gennaio 1911 » 10 - » 39°,6
» » » ¥ - » 47

Il coniglio B sopravive.

All'autopsia del coniglio A si trova: addome non teso,
iniezione vasale del tessuto sottocutanco non molto intensa,
ma apprezzabile, poco visibili i vasi della parete muscolare
del torace ¢ dell'addome. Ghiandole linfatiche inguinali e
ascellari alquanto ingrossate ed evidentemente emorragiche.
Vasi del peritoneo parietale lievemente congesti. Assenza
diliquido nelle grandi cavita sierose. Vasi dello stomaco iniet-
tati al pari di quelli del mesentere e del tenue, meno quelli
del crasso. Ad eccezione della milza, che presenta il suo
aspetto normale, gli altri organi addominali e gli organi to-
racici sono iperemici. Il contenuto del tenue & fluido, mucoso,
filante, giallo sporco, quello del crasso poltaceo e non si
trovano feci formate neppure nell’'ultimo tratto dell’ intestino.
Cistifellea ripiena di bile mucosa filante. L'urina limpidis-
sima contiene albumina in disereta gnantita, non glucosio.
All'esame microscopico non si trovano cilindri, né altri ele-
menti interessanti che costituiscono il sedimento.

Si praticano culture dal sangue del cuore, dall’urina,
dalla bile, dal contenuto del tenue, da una deile ghiandole
ascellari ¢ dai vari organi. Danno sviluppo al B, di Lugo la
bile, 1a ghiandola linfatica e il fegato; dal contenuto inte-
stinale pure & facile isolare il B. di Lugo, ma le altre cul-
ture rimangono sterili.

3. - Esperienze nelle cavie.

a) - Inoculazione sottocutanea.

24 Gennaio 1910, ore 9 - Cavia del peso di gr. 260. Ino-
culo sotto cute 2 anse di cultura in agar di 24 ore di B. di
Lugo, emulsionate in ce. 1 di brodo sterile.



— 16 —

Verso la sera dello stesso giorno la cavia si mostra ab-
battuta e presenta un movimento oscillatorio continuo del
corpo, non si muove pilt agilmente e sembra quasi paretica.
E molto indebolita di forze, tanto che facendola cadere di
flaneo, stenta a risollevarsi. Pitt tardila si trova distesa, ha
respiro superficiale ed emette dei gemiti. Alle ore 19 circa
muore.

All'autopsia si riseontra intenso cdema gelatinoso emor -
ragico molto esteso nel sottocutaneo, ove si trovano forte-
mente congesti i vasi. al pari di quelli dei muscoli della parete
toraco- addominale. (thiandole linfatiche inguinali e ascellari
tumefatte e rosse. Presenza di liquido nel cave peritoneale :
iniezione vasale evidentissima del mesenters e delle anse
intestinali, specialmente di quelle del tenue il cui contenuto
& fuido. mucoso, filante, giallastro. Iperemici tutti gli organi
addominali come pure quelli del torace. Scarso Hiquido nelle
cavitd pleuriche e nel pericardio.

La semina del sangue del cuore e degli organi da svi-
luppo in cualtura pura al B. di Lugo.

28 Giugno 1910 - OCavia di gr. 300. Si inocula sottocute
con una ansa della solita cultura di 24 ore. emulsionata in
ce. 1 di brodo sterile.

28 Giugno 1910 - Al mattino si trova morta. Gia fino
dalla sera precedente la cavia era molto deperita e in gravi
condizioni. Doveva anche essere in preda a fenomeni dolo-
rosi, perchd emetteva gemiti.

All'autopsia si riscontra forte ed esteso edema gelati-
noso marcatamenle emorragico, associato a iniezione vasale
nel sottocutaneo e a congestione dei vasi della parete mu-
scolare del torace e dell'addome. Lo ghiandole linfatiche in-
guinali e ascellari sono tumefatte e arrossate. 11 peritoneo
parietale mostra i vasi congesti, al pari di quelli del mesen-
tere. Nel cavo peritoneale, modica quantita di liquido sieroso.
Gli organi addominali sono iperemici. come pure quelli del
torace. Il contenuto intestinale & nel tenue fluido, mucoso, giallo
sporco, in tutto il resto del tratto intestinale poltaceo. Scarso
liquido sierose esiste anche nelle cavita pleuriche e nel pe-
ricardio.

Le culture del sangue del cuore rimangono sterili, danno
sviluppo invece al B.di Lugo quelle fatte dal fegato e dal-
edema sottocutaneo.
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b) - Inoeulazione endoperitoneale.

4 Luglio 1910. ore 10 - Cavia di circa 400 gr. Inoculo
nella cavitd peritoneale 1 ansa di cultura in agar di 24 ore,
emulsionata in cc. 1 di soluzione fisiologica sterile. Alle
ore 1545 dello stesso giorno la cavia si trova gia in con-
dizioni gravissime ; muorse alle 19 cirea.

In questo animale fu studiato anche I'andamento della
temperatura, la quale nei giorni precedenti all’ inoculazione
oscilld fra 38° e 3y° (.,

4 Luglio 1910, ore 10 - Temperatura roitale 38°3 C Ino-
culazione endoperitoneale.

4 Luglio 1910, ore 12 - Temperatura rettalo 38° (.

4 Luglio 1910, ore 1430 - Temperatura rettale 33° C.

1 Luglio 1910, ore 15,45 - Temperatura rettale 33° (.

4 Luglio 1910, ore 18,30 - Temperatura rettale 31° (.

In altre cavie la temperatura scese anche al disotto di
31" C; la minima riscontrata fu di 27" C.

Reperto necroscopico: Alla palpazione si avverte 'ad-
dome gonfio, colle pareti fortemente tese.

I1 tessuto sottocutaneo presenta iniezione vasale eviden-
tissima e un cerlo grado di succolenza (lieve edema). Anche
la superficie muscolare dell'addome e del torace ha i vasi
congesti.

Nell'addome : diseveta quantita di liquido siero-emorra-
gico, peritoneo parietale con vasi sanguigni congesti, al pari
di quelli del mesentere. Organi addominali fortemente ipe-
remici. Alecune anse del tenue presentano addiritiura un’ infil-
frazione emorragica, est:sa per un certo tratto o contengono
una massa fluida, mucosa filante, con evidenti tracee di san-
gue, altre sono fortemente distese da contenuto in preva-
lenza gassoso. Nel crasso e nel retto la massa fecale & pol-
tacea, molle. La cistifellea & distesa da notevole quantitiy di
bile. Tracee evidenti di liquido sieroso si trovano nelle cavita
pleuriche e nel pericardio. Organi del torace iperemici.

Le culture fatte dal liquido peritoneale, dal sangue del
cuore, dalla bile e dai vari organi danno sviluppo al B. di
Lugo, che si isola facilmente anche dal contenuto del tenue.
I preparati microscopici colorati, fatti per strisciamento con
ciascuno di questi materiali, mostrano I'esistenza in scarsa
quantitd di un bacillo, che, pei caratteri morfologici e di co-
lorazione, non differisce da quello inicttato.




¢) - Ingestione.

13 Gennaio 1911 - Due cavie, una A di -gr. 220 I'altra
B di gr. 270, si alimentano con pane imbevuto con emulsione
in soluzione fisiologica di 4 agarculture di 24 ore.

Temperatura rettale al momento dell’ esperienza :

A = 38°4C. B = 38°6 C.

14 Gennaio 1911 - Si alimentano le cavie come il giorno
precedente.

15> Gennaio {911 - Si ripete I'alimentazione infetta,

16 Gennaio 1911 - Al mattino si trovano ambedue le
cavie in gravi condizioni La temperatura rettale & per A
29% C, per B non si pud misurare, causa il prolasso di un
certo tratto dell’ intestino che si mostra emorragico.

Verso le ore 11 ambedue le cavie sono morte.

II reperto necroscopico & analogo per i due animali, Vi
& nel sottocutaneo iniezione vasale e una certa succulenza,
che permette di distaccare facilmente la pelle. Il peritoneo pa -
rietale e il mesentere presentano i vasi fortemente congesti,
al pari di quelli dell’ intestino tenue, il cui contenuto & mu-
coso, sanguinolento. Il resto dell’ intestino contiene una massa

poltacea. Il contenuto dello stomaco & mucoso vitreo e la
mucosa gastrica & iperemica. Iperemici pure sono gli organi
dell'addome e del torace. La cistifellea & fortemente distesa
da bile, mucosa, filante.

Si fanno culture {al sangue del cuore, bile, fegato e con -
tenuto intestinale del tenue. Quelle del sangue del cuore
rimangono sterili, quelle del fegato e della bile danno in cul-
tura pura il B. di Lugo, che si isola pure dal contenuto in-
testinale.

C. - Resperienze nei muridi,
a) - Imoculazioune sottocutanea.

4 Luglio 1910 - Un ratto bianco macchiato di nero e un
topolino albino si inoculano, alla sera, sottocute all'addome :
il ratto con 2 anse di cultura in agar di 36 ore, il topo con
I ansa.

G Luglio 1910 - Al mattino si trovano morti ambedue
<li animali.

1l reperto all’autopsia & analogo: edema sottocutaneo e
iniezione vasale marcata. Congesti anche i vasi del perito-
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neo pavietale, del mesentere e dell’ intestino, specialmente
quelli del tenue, il cui contenuto & liquido, giallastro mucoso.
Milza e fegato di colorito seuro, riechi i sangue e di volume
forse lievemente aumentato. (‘apsule surrenali e reni ipere-
mici. Cuore ripieno di sangue scuro. Polmoni arrossati e
iperemici.

I'esame microscopico di preparati, fatti per strisciamento
dal succo degli organi, mostra la presenza di un bacillo, che
pei caratteri morfologici e di colorazione corrisponde a quello
inoculato. Le colture dal sangue del cuore e dagli organi
danno sviluppo al B. di Lugo.

b) - Inoculazione endoperitoneale.

8 Luglio 1910 - Un ralto bianco pezzato di nero e un
topolino albino si inoculano nella cavita peritoneale con 2
anse il primo, con 1 ansa il secondo, di cultura in agar di
48 ore.

9 Luglio 1910 - Al mattino si trovano morti.

Alla sezione : Iperemia del tessuto sottocutaneo e della
parete muscolare toraco-addominale. I peritoneo parietale
iniettato, al pari di quello viscerale, specie in corrispondenza
dell’ intestino tenue, che ha un contenuto mucoso, giallo
sporco. Nel cavo peritoneale, scarso liquido siero sanguino-
lento. Fegato, milza e reni di colorito rosso cupo e ricehi di
sangue. Anche le capsu'e surrenali sono fortemente congeste.
Rari vasi sanguigni congesti sulla parete dello stomaco, Ia
cui mucosa pure appare lievemente iperemica. (uore ripieno
di sangue scuro, polmoni iperemici. Assenza di liquido nelle
cavitd pleuriche.

Le culture dal sangue del cuore e dagli organi danno
sviluppo al B. di Lugo, che si vede in scarsa quantitd anche
nei preparati colorati fatti dal sangue e dagli organi.

c¢) - Ingestione

Quattro ratti bianchi pezzati di nero vengono sottoposti
al seguente trattamento :

13 Gennaio 1911 - P’ano imbevuto con emulsione in
soluzione fisiologica sterile di 4 patine in agar obliquo di
48 ore.

14 Gennaio 1941 - Al mattino si trova morto un ratto.

Agli altri ire rimasti si somministra lo stesso alimento
che il giorno precedente.
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15 Genmaio 1911 - Al mattino si trova morto un altro
ratto.

I due ratti che ancora rimangono vengono messi di
nuovo alla alimentazione normale e sopravvivono.

Alla sezione dei ratti, morti in seguito all’ ingestione del
cibo infetto, si riscontra di notevole: fenomeni di gastro en-
terite, con iniezione vasale intensa specislmente delle anse
del tenue, il cui econtenuto & mucoso e di colore giallo sporco.
Anche nello stomaco si riscontra un contenuto molle, quale
normalmente non vi esiste. Tutti gli organi sono iperemici
e di colorito scuro.

Nel ratto morto il 14 gennaio 1911, le culture fatte dal
sangue del cuore, dalla milza e dal rene rimangono sterili,
mentre danno sviluppo al B. di Lugo quelle fatte dal conte-
nuto intestinale e dal fegato : nel ratto morto il 15 Gennaio
1911, oltrech dal contenuto intestinale e dal fegato, si isola
il B. di Lugo anche dal sangue del cuore.

Altra esperienza & stata fatta coi topolini albini.

Tre topolini albini vengono alimentati nel seguente modo :

13 Gennaio 1911 -~ Pane imbevuto con emulsione in so-
luzione fisiologica sterile di 2 patine di 48 ore di B. di Lugo.

14 Gennaio 1911 - Al mattino si ripete la somministra-
zione di cibo infetto.

Ala sera di questo stesso giorno muoiono 2 topolini.

I reperto della sezione & analogo a quello dei ratti
bianchi.

Dal contenulo intestinale si jsola il B. di Lugo ¢ in uno
dei topolini lo si ottiene anche dal saugue del cuore, dal
fegato e dalla milza.

D. - Esperienze nei gatti,

19 Luglio 1911 - Due piecoli gatti del peso di circa
gr. 500 si inoculano uno sotto cute o I'altro nel peritoneo
ccn mezza patina di cultura in agar di 36 ore.

20 Luglio 1911 - Muore il gatto inoculato mnella cavita
peritoneale.

Alla sez'one si trova: Iperemia softocutanea associata
con un certo grado di succolenza (lieve cdema). Le ghian-
dole inguinali e ascellari sono alquanto aumentate di volume
e di aspetto emorragico.

Nel cavo peritoneale si riscontra scarsa quantita di li- -
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quido, lievemento sanguinolento. Modica iperemia degli or-
«ani addominali. I, intestino non presenta nulla di partico-
larmente notevole,

Organi foraciel pure iperemici.

T preparati colorati fatti dal sangue del cuore, dagli
organi e dalla bile mostrann rari Lacilli, che pei caratteri
morfologici e di colorazione ricordano il B. di Lugo.

Le culture dagli organi e dal sangue del cuore danno
sviluppo al bacillo inoculato.

27 Luglio 1911 - Muore il vatio inoculato sottocute.

Nei giorni decorsi da quello dell' inoculazione a quello
della morte, I’ animale si & mostrato sofferente o negli ul-
timi due giorni aveva perduto I’ appetito. Si nota frattanto
progressiva emaciazione, mentre al punto di inoculazione
persiste una tumefazione con tutto I’ aspetto di un ascesso
che non giunge perd ad aprirsi.

Il quadro anatomo patologico differisce dal precedente
soltanto per la presenza nel tessuto sottocutaneo di una rac-
colta di sostanza densa, gialla omogenea che ricorda appunto
una raccolta purulenta e tale risulta anche all' esame micro-
scopico fatto con preparati colorati. Quivi si riscontrano in
scarso numero bacilli, che, come dimostrano anche le prove
culturali fatte dalla sacca ascessuale, sono 1. di Lugo.

Le culture praticate dal sangue del cuore rimangono sterili.

S8i ripete I' esperienza in un’altra coppia di gatti piit
adulti, inoculati perd colla medesima dose di cultura, cioe
con mezza patina,

Il gatto inoculato nel peritonec si mostra abbastanza
gravemente ammalato il giorno consecutivo a quello dell'ino-
culazione, ma poi va rimettendosi e sopravvive.

L’ altro gatto, inoculato per via sottocutanea, sofire di
un ascesso che si sviluppa al punfo d’inoculazione. Anche
questo si mostra sofferente per qualche tempo, poi 1" ascesso
si apre, si svuota e guarisce. L’ animale sopravvive.

1%, - Esperienze nei cani.

& Febbrain 1911 - Due cani del peso di cirea Kg. 4,500.

Si inoculano, uno sottocute con 4 patine di cultura in
agar di 24 ore emulsionate in soluzione fisiologica sterile e
I altro nel peritoneo con 3 patine.

Gli animali sopravvivono n& mostrano mai aleun segno
di sofferenza.




. - Esperienze mei piccioni,

29 Luglin 1911 - Due piccioni giovani s’ inoculano uno
sottocute, con 1 patina di cultura su agar di 24 ore, sospesa
in soluzione fisiologica sterile e I altro nel peritoneo con
1 patina di cultura su agar pure di 24 ore.

Gli animali non mostrano alecun segno di sofferenza e
sopravvivono.

Riassumendo: il germe in esame dunque & risultato pa-
togeno pel coniglio, per la cavia, per i muridi (ratti bianchi
macchiati di nero e topolini albini) e per il gatto.

Non & risultato patogeno invece pel cane e pel piccione.

Le esperienze citate non sono che una parte di quelle
eseguite, dal cui complesso si rileva che come avviene di
solito in simili ricerche, per le varie specie di animali sen-
sibili al potere infettante del microrganismo, non tutti i sin-
goli individui sono morti: I’ esito finale percid non & stato
costante, mentre tale si pud dire il potere patogeno dispie-
gato dal germe, poiché anche gli animali che hanno soprav-
vissulo si sono mostrati quasi tutti ammalati, La sopravvi-
venza maggiore e pili frequente si & avuta nella infezione
per via gastrica.

Come si desume dai protocolli delle esperienze sopra ri-
portati, allo scopo di studiare il potere patogeno del B. di
Lugo sono state sempre utilizzate agarculture fresche e di
queste, anziché di culture in substrati liquidi, ho fatto uso
per varie ragioni: innanzi tutto per poter meglio dosare la
carica batterica che, per 1'una via o per I’ altra, veniva in-
trodotta nell’ organismo e poi anche per evitare, per quanto
fosse possibile, I’ azione di una qualsiasi sostanza tossica,
climinata dal germe nei substrati liquidi. Vedremo in seguito
se la produzione di tossine ha luogo e in quali eondizioni.
Pel momento cerchiamo di ricostruire, in base alle osserva-
zioni fatte durante I’ esperienze ¢ in base ai reperti necro-
scopici rilevati all’ autopsia, il quadro morboso che si svolge
negli animali recettivi pel B. di Lugo. It questa ricostruzione
possiamo anzi farla in modo generale, prescindendo ciod
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dalle singole specie animali e fino a un certo punto anche
dalla via seguita per introdurre il germe patogeno nell or-
ganismo, perché i reperti necroscopici riferiti in realtd non
differiscono notevolmente col variare di quelle circostanze
(specie animale e via di introduzione del germe nell’ orga-
nismo) per cui basterd soltanto rilevare le differenze lad-
dove ne sara il caso.

La prima osservazione frattanto che si impone ¢ quella
relativa al decorso della malattia. [1sso ordinariamente &
acuto, poiche la malattia giunge all’ esito letale in pochi
giorni e talvolta acutissimo, poiché 1a morte dell’ animale av-
viene anche in meno di 12 ore. Le variazioni che si verifi-
cano in proposito dipendono, come ¢ facile comprendere, a
parity delle altre condizioni e dalla dose di cultura inocu-
lata e dalla via seguita per I' inoculazione. Infatti diminuendo
oltre un certo limite la quantitd di batteri che si introducono
nell’ organismo, 1" animale, come varie volte ¢ avvenuto, so-
pravvive ¢ sacrificatolo dopo un tempo pilt 0 meno lungo,
non si riscontra alcuna manifestazione morbosa degna di
nota e che si possa riferire all' azione del germe inoculato.
Solo due volte ho verificato eccezioni a questo propasito.
Nel primo caso si trattava di un coniglio del peso di gr. 1300,
inoculato sottocute con un ansa di agavcultura di 24 ore.
I’ animale mori dopo circa un mese o prosentava {ortissimo
dimagrimento, mentre nel tessuto sottocutaneo, al punto del-
I'inoculazione, esisteva una massa grossa come una nocciuola,
dall’ aspetto di sostanza caseosa. I'na massa analoga si tro-
vava pure nel cavo addominale nel punto perfettamente cor-
rispondente all’ altra e aderente al peritoneo parietale. Gl
organi addominali erano saldati tra loro da cssudato fibri~
n0so, ma singoiarmente considerati non presentavano nulla
di notevole, al pari degli organi toracici.

All’ esame microscopico le due masse sopra notate si
trovarono costituite essenzialmente da leucociti, senza che si
riuscisse a vedervi aleun batterio. FFurono praticate culture
dal sangue del cuore, dai vari organi nonchs dalle due masse
suddette, ma solo queste ultime dettero sviluppo a un ba-
cillo che fu identificato col B. di T.ugo: tutte le altre rima-
sero sterili.

11 secondo caso corrisponde perfettamente al primo: si
trattava pure qui di un coniglio, del peso di gr. 1100, ino-
culato sottocute il 13 gennaio 1911 con due anse di cultura
in agar di 21 ore. I’ animale mori I' 11 febbraio 1911, pre-
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sentando all' autopsia lo stesso quadro sopra descritto, se
se non che, le raccolte purulente crano pilt numerose : se ne
avevano una al punto d'inoculazione e sei (tre pilt grandi
o tre pitt piccole) nel peritoneo e solo esse nelle culture det-
tero sviluppo al 13. di Lugo.

Queste osservazioni sono rimaste isolate, ma dimostrano
ad ogni modo che il microrganismo in esame pud provocare
anzich?® una malattia a decorso acuto, una forma morbosa
ad andamento cronico e determinare processi suppurativi
localizzati, come appunto i risultati dell’ esame microseopico
diretto e dells culture autorizzano a interpretare le racecolte
riscontrate nel sottocutanco e nel peritoneo.

Del resto a prescindere da questi casi, la morte alquanto
tavrdiva si ha qualche volta nella infezione per ingestione,
mentre tal altra 1’ animale rimane in vita senza presentare
nessun fenomeno morboso apprezzabile o solo qualeche lieve
disturbo. Ho voluto perd ricercare s> in questi casi 1" ani-
male era realmente insensibile all' azione del microrganismo
ingerito, o se invece non si trattasse di vera e propria gua-
rigione, in quanto, dopo aver superato una malattia che non
raggiungeva la gravita sulliciente per ucciderlo, I’ organismo
si ristabiliva nelle condizioni normali di salute. A questo
scopo ho preso vari animali della stessa specic (ratti, cavie e
conigli) ne ho lasciato uno come controllo ad alimentazione
con crusca semplice e gli altri ho alimentato con crusca mesco-
lata ad agarculture di B. di Iugo. Orbene, anche sommini-
strando I’ alimentazione cosl infettata per una sola volta e
uccidendo dopo uno o due giorni gli animali, che apparen-
temente erano in condizioni normali di salute, come quello
di controllo, ho trovato quasi sempre in atto dei fenomeni
di enterite, interessanti specialmente il tenue. Le anse di
questo erano iperemiche e il eontenuto, mucoso, filante, gial-
lastro, quale si riscontra costantemente negli animali venuti
a morte per decorso naturale dell' infezione.

Le colture fatte dal sangue del cuore di questi animali
rimangono sterili, ma si isola con facilita il germe dal conte-
nuto del tenue. Da tale reperto & lecito dunque dedurre che,
quando gli animali sopravvivono alla ingestione di mate-
riale inquinato con B. di Lugo e uccisi dopo un tempo pilt
o meno lungo non presentano alcuna alterazione morbosa,
si deve pensare che essi in realtd sono stati dapprima am-
malati ¢ poi guariti almeno dell’enterite che giy fanto pre
cocemente il germe provoca.
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In quanto al quadro fenomenologico dovuto all'infezione,
esso & analogo all'incirca a quello che si verifica in generale
in tutte le infezioni sperimentali acute. L’animale cio® perde
la sua vivaecitd, perde I'appetito ¢ quindi rifiuta il cibo, s’in-
debolisce molto, onde i movimenii sono torpidi, lenti e fati-
cosi, emette dei gemiti, specialmente quando la malattia &
abbastanza progredita, il che denota l'insorgenza di sensa-
zioni dolorosse, si stabilisce diarrea, per cui le feci emesse non
sono pitt formate, ma poltacee molli, si manifesta un tremito
generale, gli arti divengono paretici ¢ finalmente I'animale
si trova disteso su un lato del corpo, compie talvolta come dei
movimenti convulsivi, ha respiro superliciale, diventa freddo
e perdurando questi fenomeni interviene la morte.

Molto interessante & I'andamento della temperatura, an-
damento che si & dimostrato costante, qualunque fosse la via
per cui l'animale era stato infettato. Ne ho riferiti sopra vari
esempi e non mi soffermerd (uindi in tanti particolari, ba-
standomi rilevare che in generale in un primo periodo la
temperatura tende ad elevarsi, sebbene di poco, al disopra
della norma, mentre in un secondo periodo si stabilisce ipo-
termia, che, lieve all’ inizio, va sempre pill accentuandosi fino
a diventare marcatissima (anche di 8-10° C sotto la norma),
quanto pit ¢l si avvicina al momento della morte. In aleune
forme acutissime la temperatura rettale & scesa [ino a 27° C
un’'ora prima della morte. E questo forse un fenomeno &’ intos-
sicazione ? Lo vedremo nelle ricerche fatte per lo studio della
produzione di sostanze tossiche.

Anche il quadro delle lesioni anatomopatologiche risulta
abbastanza costante, tanto da prestarsi benissimo ad una
esposizione generica quale mi aceingo a fare.

Nel tessuto sottocutaneo si trova sempre una forte ipe-
reniia, associata ad edema gelatinoso, emorragico, intenso ed
esteso, nell’ inoculazione per via ipodermica, per cuila pelle
si distacea facilmente, a un grado lieve di edema che si ma-
nifesta sotto forma di succulenza maggiore della normale,
negli altri casi. Le ghiandole linfatiche inguinali e ascellari
si presentano tumefatte e ordinariamente arrossate. I mu-
seoli della parete toracica e addominale hanno i vasi congesti,
in modo poeo accentuato perd quando I'animale ha contratto
l'infezione per via digerente. L'addome & teso fortemente nel-
I"inoculazione endoperitoneale, fensione che manca. quando
I'infezione & avvenuta per altra via. Il peritonco parictale
presenta sempre i vasi congesti ¢ quando la peritonite risulta
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ancor pilt manifesta, come in modo spiceato si riscontra nella
inoculazione endoperitoneale, si ha presenza di essudato sie-
roso o sieroemorragico, in quantita pitt o meno apprezzabile,
nella cavitd peritoneale. Talvolta quando la malattia dura
pill a Iungo, I'essudato pud anche tendere al fibrinoso. 11 fe-
gato, la milza e i reni hanno un colorito scuro dovuto alla
iperemia marcata che sempre «i stabilisce ; non si mostrano
perd notovolmente aumentati di volume, La cistifellea spesso
& ripiena di bile mucosa, filante. L.e cassule surrenali sono
esse pure di solito congeste, e assumono un colorito rossastro,
che raggiunge talvolta il carattere emorragico. Lo stomaco
mostra alla superficie i vasi sanguigni ben disegnati, spe-
cialmente mnella infezione per ingestione, nel qual caso anche
Ja mucosa si riscontra iperemica e il contenuto gastrico pud
essere costiluito da una massa molle, che giunge talvolta ad
assumere aspetto mucoso vitreo. Ma le maggiori ¢ piu visi-
bili alterazioni si trovano nel tenue, il quale presentasi sempre
pilt o meno gravemente interessato, in quanto dalla intensa
congestione vasale si passa alla esistenza di piccole emor-
vagie e alla infiltrazione emorragica della parete, estesa per
un certo tratto. Il suo contenuto & sempre mucoso, filante,
giallo sporco e talora emorragico, come pili spesso avviene
nell'infezione per via digerente Qualche volta, e di solito
nella inoculazione endoperitoneale, alcune anse del tenue sono
molto rigonfie per contenuto prevalentemente gassoso. Ipe-
remia meno marcata la presenta il crasso, ove il contenuto
& poltaceo ¢ tale rimane anche nell'ultimo tratto dell'intestino,
ad eccezione di qualche caso, in cui nel retto si riscontrano
ancora feci formate. I vasi del mesentere, dai pitt grossi tron-
chi fino ai capillari, sono turgidi e quindi ben manifesti.

Nol torace le cavitd pleuriche e poricardica contengono
talvolta liquido sieroso scarso e cid di solito quando anche
nel peritoneo esiste essudato. I polmoni sono di colorito ro-
seo pin o meno intenso e dalla superficic di taglio laseiano
fluire facilmente il sangue; non presentano perd noduli pneu-
monitici o altre speciali localizzazioni morbose. Anche il pe-
ricardio e il miocardio presentano i vasi congesti e le cavita
cardiache, specie le orecchiette, sono ripiene di sangue scuro,
in parte fluido, in parte coagulato.

I preparati per strisciamento colorati, fatti dal sangue
del cuore e dai vari organi mostrano la presenza del germe,
sempre perd in quantitd limitata e le semine dal sangue,
dai vari organi e da secreti, quale la bile e I'urina, danno
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sviluppo in cultura pura al B. di Lugo, che si riesce facil-
mente ad isolare anche dal contenuto dell’intestino tenue,
sebbene talvolta commisto con altri microrganismi. Ora poi-
ché cid avviene non solo nella infezione per via orale, ma
altresi in quella per via ipodermica, endoperitoneale e endo-
venosa, & logica la deduzione che il batterio, comunque intro-
dotto nell'organismo, riesce sempre a pervenire nel lume
intestinale.

Nella infezione per via digerente lo sviluppo del micror-
ganismo manca con frequenza nelle culture seminate col san-
gue del cuore, mentre & costante in quelle fatte dalla bile e
dal fegato. Le ragioni di questo risultato forse sono varie:
pud invero il mancato sviluppo dipendere da che il B. di
Lugo dal canale digerente non sempre passa nel circolo
sanguigno, mentre sempre raggiunge il fegato per altra via,
0, ¢id che & pilt probabile, dappoichg in alcuni casi la cultura
del sangue di realmente risultato positivo, pud dipendere
dallo scarso numero dei germi presenti nel cireolo, donde la
difficolta di svelarveli.

L'urina limpida e di reazione acida contiene albumina
senza cilindri e non contiene zucchero.

In base dunque a questi risultati necroscopici e culturali,
possiamo eoncludere che il B. di Lugo, comunque introdotto
nell’organismo, determina negli animali ricettivi una settice-
mia, senza provocare di solito la formazione di focolai mor-
bosi localizzati, pur dispiegando la sua azione in modo pin
visibile sull’ intestino tenue, dal eui contenuto si pud facilmente
isolare.

Per studiare le lesioni istologiche ho esaminato, previa
fissazione in alcool, inclusione in paraffina e colorazione
doppia con ematossilina ed eosina, cuore, polmone, fegato,
milza, rene, capsula surrenale, stomaco, intestino e masse
muscolari, ma, a prescindere dal rene, non si trovano alte-
razioni anatomiche o istologiche degne di nota nel tessuto
dei singoli organi : cid che si rileva, & soltanto un forte riem-
pimento generale dei vasi sanguigni.

Nel rene invece le cellule sono alterate nel loro proto-
plasma, presentano un aspetto granuloso ¢ sembrano come
in via di disfacimento, poiché non si vede bene il limite tra
le singole cellule, che d’altra parte non hanno limite netto
neppure al loro estremo libero, mentre il lume dei canali-
coli renali ® ocecupato da una massa di aspetto granuloso,
perfettamente identica a quella che costituisce il protopla-
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smad, sonza che tuttavia esistano cilindri. Cid fa pensare che
la sostanza che riempie i canalicoli provenga precisamente
dal disfacimento del protoplasma stesso. I nuclei cellulari
sono ben conservati e ben colorabili.

Siffatte alterazioni degli elementi renali ei splegano per-
tanfo la presenza di albumina nell’ urina con assenza di
cilindri.

Ho praticato anche la ricerca del bacillo nelle sezioni,
seguendo il metodo di colorazione indicato da Semenowicz e
Marzinowjky 2) eciod con liquido di Ziehl diluito e bleu di
metilene di Liffler. Gia nell' esame dei preparati fafti per
strisciamento dai singoli organi, avevo rilevato che il germe
non si ritrovava in grande quantita : tanto pitr difficile quindi
sarebbe stato riscontrarlo nelle sezioni; cd infatti in molte
non si riesce a vedere nessun microrganismo, in alecune si
ritrova qualche bacillo situato nei vasi sanguigni. Del resto
la presenza del B. di Lugo nei singoli organi & stata sve-
lata ad evidenza per mezzo delle culture e la si doveva
necessariamente ammettere gia « priori, pel fatto che il bat-
terio, penetrando in cireolo per dar luogo alla setticemia, si
distribuisce col sangue in tutto I'organismo.

ESPERIENZE PER LA RICERCA DI TOSSINE.

Per ricercare se il germe fosse eventualmente capace di
produrre tossine, ho fatto culture in brodo ordinario, lascian-
dole in termostato per un mese. Quindi alcune sono state
filtrate per candela Berkefeld e nel filtrato, assicuratomi della
sua sterilitd, ho ricercato la presenza di sostanze tossiche:
altre sono state esposte ¢n /oo alla temperatura di 60-65° C
per un tempo sufficiente ad ottenere l'uccisione dei hatteri
e, assicuratomene, ho ricercato se le culture cosi trattate agis-
sero ancora come nocive negli animali da esperimento : co-
nigli, cavie, ratti macchiati ¢ topolini albini. Il materiale cosi
preparato (filtrato o cultura uccisa) & stato introdotto nello
organismo per varie vie: endovenosa, sottocutanea, endope-
ritoneale e digerente e su quest'ultima mi sono maggiormente
soffermato, come quella che nel caso attuale assumeva pi
importanza, per ravvicinare le circostanze dell’esperimento
a quelle natnrali.

Heco 1 protocolli di alecune di queste prove.

SO




a) - Via endovenosa.

20 Luglio 1911 - Siinoculano nella vena marginale del-
I'orecchio col filtrato stervile di eoltura in brodo :
1 coniglio di gr. 800 con cc. 33
1 coniglio di gr. 900 con ce. 5
colla cultura in brodo ueccisa a G0-63° C:
1 coniglio di gr, 850 con ce. 2
1 coniglio di gr. 900 con cc. 3.

21 Luglio 1911 - Al mattino si trovano morti il coniglio
inoculato eon ce. 3 di filtrato e eli altri due inoculati colla
cultura uccisa.

Il reperto della sezione & analogo per {utti; congestione
marcata dei vasi sanguigni del tessuto sottocutanco, che pre-
sonta anche un grado di succulenza superiore certamente
al normale. (hiandole linfatiche inguinali e ascellari al-
quanto ingrossate, per cui sono facilmente visibili e di aspeito
emorragico.

Cavith addominale - Assenza di liquido nel cavo pe:ito-
neale, fegato, milza e reni di eolorito scuro e ricchi di sangue.
Le capsule surrenali pure sono iperemiche, ma in grado
vario da un’'animale all'altro e non eccessivo. Poco di note-
vole nello stomaco e nell’ intestino, a prescindere da un coni-
glio che per tutto il tratto intestinale ha feci diarroiche. Vasi
mesenterici ripieni di sangue. _

Cavita toracica — Polmoni iperemici e cuore ripieno di
sangue prevalentemente fluido.

Le culture fatte dal sangue del cuore rimangono sterili.

b) - Via endoperitonealc.

28 Giugnn 1911 - Si inoculano col filtrato sterile di cul-

tura in brodo:

1 coniglio di gr. 1200 con cec. 4

I cavia di gr. 480 con cec. 3

1 cavia di gr. 270 con cec. 3

I eavia di gr. 230 con ce. 2

I ratto bianco e nero con ce. 2

{ topolino bianco con ce. 1;
con cultura in brodo uceisa a 60-65° O :

I coniglio di gr. 700 con ce. 3

1 cavia di gr. 360 con cc. 2

1 cavia di gr. 170 con cc. t

{ ratto bianco e nero con cc. 2

1 topolino bianco con ce. 1.
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29 Gingno 1911 - Nel periodo di 24 ore muoiono tutti
gli animali, eccetto il coniglio e il topolino bianco inoculati col
filtrato sterile che sopravvivono anche nei giorni successivi.

Il quadro anatomo patologico, analogo in tutti gli animali,
mi esime dal riferirlo per ciascuno separatamente. Prenderd
come tipo quello delle cavie, che & il piti manifesto, e dal
quale perd poco differisce quello degli altri animali,

L’addome non si presenta gonfio. Nel tessuto sottocu-
taneo e nella parete muscolare del torace e delladdome si
vedono iniettati i vasi sanguigni fino ai capillari. La pelle
si distacca facilmente anche colla semplice trazione, perchd
oltre all'edema gelatinoso che esiste per un piceolo tratto
attorno al punto ove I'ago della cannula ha attraversato la
parete addominale, in tutto il resto dell'ambito sottocutanco
fino alla radice degli arti, si trova lieve edema manifestan -
tesi con una succulenza maggiore della normale. Ingrossate
e iperemiche le ghiandole inguinali ed ascellari, ma non
egualmente in tutii gli animali.

Nella cavitd addominale si ritrova del liquido piit 0 meno
abbondante e sanguinolento. Iniezione vasale del peritoneo
parietale e del viscerale, specialmente in corrispondenza del~
I'intestino tenue, ove si ha un contenuto giallo, mucoso, fi-
lante. Fegato e milza fortemente congesti e di colorito seuro,
lievemente aumentati di volume. Del pari molto congesti sono
i reni e le cassule surrenali che appaiono in aleuni animali
di colorito rosso cupo, emorragiche. Mucosa gastrica arrossata
in grado pilt 0 meno mareato.

Cuore ripieno di sangue scuro, polmoni lievemente rosei e
quindi al contrario dialtri organi, non eccessivamente iperemieci.

Le culture dal sangue del cuore e dagli organi rimangono
sterili.

Nelle cavie inoculate con ce. 3 di filtrato potei fare anche
delle osservazioni termometriche, non avendole trovate morte
: al mattino del 29 giugno 1911. La lemperatura rettale nor-
? male oscillava attorno a 39° C.

Cavia di gr. 450 Cavia & gr. 270

Ore 9 - Temperatura rettale 38" C 364 C

» 11 » » 37,2 31

» 12 » » 36° 33,3
‘ P » » 338 si trova morta
| « 1630 » » 31°,2

» I8 ]a cavia ancora viva d in condizioni gravissime
e muore dopo poco tempo.




¢) — Via sottoeutanea.

& Luglio 1911 - 8i inoculano co! filtrato sterile di cul-
tura in brodo:

L cavia di gr. 300 con cc. 3

I cavia di gr. 180 con cc. 2
ratti bianchi e neri con ce.
topolini albini con ce. 1:
colla cultura uccisa a 60-65" C:

1 cavia di gr. 320 con cc. 3

1 cavia di gr. 200 con ce. 1,5

2 ratti bianchi e neri con ce, 2

2 topolini albini con cc. I.

In un periodo di tempo inferiore alle 24 ore muoiono gli
animali inoculati colla cultura uccisa, ad eccezione di uno
dei ratli che sopravvive all'esperienza.

Entro 48 ore muoiono, degli animali inoculati con filtrato,
la cavia di gr. 180, uno dei ratti e uno dei topolini.

Anche in questa prova il reperto della sezione & ana-
logo per tutti gli animali; non occorre quindi che lo riferisca
per ciascunc di essi: hasta riportare quello della cavia, che
@ il pitt grave, e sul quale si impronta il quadlo anatomo-
patologico riscontrato negli aliri.

Nel tessuto sottocutaneo: cdema gelatinoso emorragico
e succulenza emorragica, la quale determina l'aspetto come
di una suffusione sanguigna estesa alla faccia profonda della
cute, che si stacea facilmente con lieve {razione per tutto
Fambito addominale e toracico anteriore e laterale. l.e ghian-
dole inguinali e ascellari sono un po’ ingrossate ed emorragi-
che. I vasi della parete muscolare del torace e dell'addome
sono iniettati. Poco congesti invece quelli del peritoneo pa-
rietale o pit quelli del viseerale, specialmente all’ intestino
tenue, il cui contenuto & giallo sporco, mucoso, filante. Milza,
fegato e reni di colorito scuro e ricchi di sangue. Le cassule
surrenall sono emorragiche, con colorito rosso cupo, che le
fa sembrare frammenti di milza negli animali inoeulati colla
cultura uceisa ; iperemia di grado minore in quelli inoculati
col fliltrato. Mucosa gastrica lievente rosea. Polmoni ipere-
mici e cuore ripieno di sangue scuro.

Le culture dal sangue del cuore ¢ dagli organi riman-
gono sterili.

Eeco il risultato di aleune misurazioni termometriche
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eseguite mnelle due cavie inoculate col filtrato sterile. T.a tem-
peratura rettale norinale oscillava attorno a 3y°
Cavia di gr. 300 Carta di gr. 180

1
] 9 Luglio {911, ore 9 - Temp. rettale 39°5 C 388 C
» » » » 12 - » » 40,2 393

N e N » o EYS, 3909
10 Luglio 1911 » 9 - » . DYv 2 339,
» » » > 12 - » » 39 3548
» » » » 15 - » » 39,1 30°,2
» » » » 16 - » »  3Y° st trova morte,

La cavia di gr. 500 sopravvive senz’altro di notevole. [n
altrl animali Ja temperatura scese anche al disotto di 30°,2:
la minima riscontrata fu di 2:° C.

d) - Via digerente.

11 LZuglo 1911 - Si sottopongono ad csperienza, alimen-
tandoli per due giorni consecutivi con cibo misto con {il-
trato sterile di cultura in lirodo :

2 cavie, di circa gr. 200.

2 ratti bianchi e neri

2 topolini albini ;
con cultura uccisa a 60-65° C

2 cavie di circa gr. 350

2 cavie di circa gr. 200
! 4 ratti bianchi e neri
i 4 topolini albini;
i Degli animali alimentati col filtrato sterile, muoiono dopo
| tre giorni, una cavia e un topolino, sopravvivono i due
! ratti, una cavia e un topolino, ma questi; ultimi due, dopo
i aver ricevuto per la seconda volta il cibo mescolato col
: filtrato culturale, si sono dimostrati sofferenti. apatici e son-
| necchianti. I.a temperatura rettale, misurata nella cavia quando
; appunto mostravasi in preda a qualche riseniimento mor boso,
si trova oscillare per varie ore fra 35° ¢ e 36° C, a un grado
[ quindi a cui normalmente non discende mai. E infati una
cavia del medesimo peso, tenuta nelle stesse condizioni, ma
‘ alimentata con cibo normale, ha dimostrato in quel periodo
‘ di tempo una temperatura rettale superiore di 2°-2"5 C |

Pertanto la cavia e il topolino sopravvissuti si sono
riportati ad alimentazione normale e quando cominciavano
a ristabilirsi, sono stati ueceisi insieme con altri animali cor-
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rispondenti tenuti nelle stesse condizioni, ma a vitto sano:
la sezione ha dimostrato che in quelli alimentati col filtrato
culturale esistevano ancora tracce di un processo morboso,
che si era andato svolgendo, e che al momento dell’ autopsia
era in via di risoluzione. Queste tracee consistevano essen-
zialmente in congestione di tutti ¢li organi, poco marecata,
ma bene apprezzabile pel confronto col controllo sano.

Degli animali alimentati colla cultura uccisa sopravvivono
una delle cavie di gr. 330, tre ratti o tre topolini, gli altri
muoiono entro tre giorni.

Il quadro anatomo patologico & come al solito analogo
in tutti e precisamente : nel tessuto sottocutaneo sono ben
visibili i grossi e medi vasi sanguigni: ghiandole linfatiche
inguinali e ascellari lievemente aumentate di volume e ar-
rossate. Gli organi addominali sono congesti, ma non ecces-
sivamente. Pili interessante & il contenufo muecoso, filante,
bianco sporco, quale si trova nello stomaco e nell’ infestino
tenue. Iperemia pili marcata si ha nei polmoni di aleuni ani-
mali e specialmente delle cavie. Cuore ripieno di sangue in
gran parte fluido, seuro.

Le culture dal sangue del cuore e dagli organi riman-
gono sterili,

Risultato delle osservazioni termometriche praticate in
alcune delle cavie alimentate con cultura uccisa: la tempe-
ratura normale oscilla fra 3s° e 39° C.

Cavia di gr. 330. Cavia di gr. 200

13 Lugtio 1911, 0re 9 - Temp. rettale 39°,4C 38°¢

» » . L » B 39° 38°4

14 » . > - » » 38,3 36°,2
N » s 12 - » » 37° 330

» » » w15 - » » 34°2 i trova morte
» » » A8 - » » 332°

Anche la cavia di gr. 330 muore nella serata.

Gid altrove ho accennata Ia questione se alcune mani-
festazioni del processo morboso fossero o meno da mettersi
in rapporto coll’ azione di una sostanza tossica. Ora i pro-
tocolli delle esperienze qui riferiti non lasciano piil aleun
dubbio in proposito: esiste dungue una toscina sia nelle cul-




84

ture in brodo uecise col riscaldamento a 60°-65°C, sia nel loro
filtrato sterile. La cultura uccisa anzi & pitt attiva che non
il filtrato, il che fa pensare che la tossina sia legata al corpo
batterico. sia insomma una endotossina, che passa anche nel
filtrato culturale pel disfacimento, cui col tempo vanno sog-
getti i batteri stessi. Infatti & solo in culture di una certa
etd cho il filtrato & apprezzabilmente tossico, mentre i corpi
batterici ucecisi, anche se provenienti da culture su agar di
24-48 ore, agiscono tossicamente, sebbene in grado minore
che le vecchie culture in brodo.

Il quadro morhoso che si svolge coll’ inoculazione delle
culture vive & dunque il complesso risultante dall’ azione in-
fettiva e tossica del B. di Lugo. Quale la parte spettante a
quest’ ultima ? Per chiarirla riassumiamo il quadro riseon-
trato negli animali morti per semplice intossicazione, venendo
eliminata ! azione infettante o colla filtrazione, o coll’ ucei-
sione della cultura. E lo riassumerd in modo generale, poichd
le note caratteristiche rimangono abbastanza costanti, indi-
pendentemente dalla specie animale sottoposta ad esperimento
e dalla via per cui la tossina & giunta nell’ organismo. Solo
I"azione locale, come ben si comprende, varia in rapporto
alla via di introduzione, dispiegandosi pitt grave sulla parte
dell’ organismo, colla quale la tossina viene per prima in piit
diretto ed intimo contatto. Cosi, per esempio, le alterazioni
del tessuto sottocutaneo raggiungono appunto la loro pit
alta manifestazione, quando la tossina viene introdotta diret-
tamente sottocute, anziche per altre vie.

Del resto per la via sottocutanea, per I’ endoperitoneale,
per I’endovenosa, o, cid che pii interessa, anche per la di-
gerente, la tossina si mostra sufficentemente attiva. Infaiti
gli animali spesso soccombono, altre volte invece sopravvi-
vono, ma per lo piit ¢id non significa che sono stati refrat-
tari, bensi che hanno superato la malattia determinata dalla
intossicazione.

I quadro clinico non ha caratteri assolutamente spe-
ciali: quando il processo morboso si & stabilito, 1" animale
si fa apatico, non si muove, perde I' appettito e rifiuta il cibo.
Intanto si determina un indebolimento generale déll’orga—
nismo, che va sempre pili progredendo o 1’animale si ac-
cascia, non si regge pilt nella posizione normale e cade di-
steso, rimanendovi fino alla morte. Qualche volta si ha diar-
rea, che si stabilisce gid da varie ore prima dell’ esito lotale
o, da quanto ho osservato, pare che essa stia in rapporto
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non tanto colla durata della malattia, quanto piuttosto colla
carica tossica introdotta nell organismo, perché ho avutu a
riscontrarla non di rado in casi a decorso acutissimo (morte
dell’ animale in 7-8 ore).

La durata della malattia varia secondo la dose e la via
di introduzione della tossina, ma ha i solito un decorso
acuto che va da poche ore a qualche giorno, il ehe si veri-
fica pill specialmente nella intossicazione alimentare.

Interessante dal punto di vista clinico & anche in queste
prove I'andamento della temperatura. che ci permette di ap-
prezzare lo stato patologico dell’ animale gid quando il pro-
cesso tossico non & ancora tanto progredito, da poterlo rilevare
con facilitd da altri eriteri. La temperatura, analogamente a
quanto si riscontra nelle esperienze con culture fresche, dap-
prima forse si eleva alquanto sopra la norma, ma ben presto
interviene ipotermia, che lentamente progressiva all’ inizio, ¢
piit rapida in seguito fino a raggiungere espressioni marca-
tissime (di 8°-10°C sotto la norma). E ¢id si verifica non solo
quando la malattia si svolge in uno o pilt giorni, ma anche
quando ha un decorso acutissimo, da portare a morte Ta-
nimale in poche ore. Ricorderd che pure in queste oesperienze
in qualche caso ho osservato una temperatura rettale di 27°C
un’ ora avanti la morte.

All' autopsia, negli animali morti per decorso naturale
del processo tossico, si trovano nel tessuto soitocutanco e
nella parete muscolare toraco addominale i vasi congesti pitt
pilt 0 meno intensamente, fino a vedere ben disegnata anche
la rete capillare. Edema gelatinoso, di aspetto emorragico,
esteso a una zona molto ampia si ha soltanto nella inocu-
lazione sottocutanea. Esiste inoltre risentimento delle ghian-
dole linfatiche inguinali e ascellari, che si rendono qguasi
sempre visibili e iperemiche in grado falora tanto accen-
tuato, da assumere un colorito rosso intenso, stato questo
che non saprei definire meglio che chiamandolo emorragico.

I’ addome di solito non si riscontra tumefatfo, con pa-
reti tese, neppure nella inoculazione endoperitoneale. Ripieni
di sangue si trovano i vasi del peritoneo parietale e del me-
sentere e nella inoculazione endoperitoneale non manca es-
sudato pili o meno emorragico. FFegato e milza di volume
forse liovemente aumentati e iperemici in vario grado: il co-
lorito quindi & pilt eupo del normale, ma talora, specie nel
fegato, questo carattere non & molto appariscente. Lo stesso
dicasi dei reni, mentre nelle cassule surrenali I'iperemia ¢
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costantemente rilevabile, sebbene anche qui in grado varia-
bile, poich¢ da una lieve colorazions rosea si giunge fino a
una colorazione rossa intensa e cupa, che le fa apparire quasi
come piccoli pezzi di milza.

Da parte dell’ apparato digerente si hanno manifesta-
zioni, qualunque sia la via per cuila sostanza tossica fu in-
trodotta nell’ organismo. Manifestazioni lievi talora e consi-
stenti in semplice iperemia delle ansc del tenue, sono altre
volte molto pili gravi, in quanto all’ iperemia si associano i
caratteri anormali del contenuto intestinale, che nel tenue si
presenta mucoso, filante, bianco sporco o giallo sporco e si
manticne diarroico pure in tutto il resto dell’ intestino. Lo
stomaco spesso assume aspetto cianotico, ma solo nella in-
gestione della tossina il suo contenuto & non di rado mucoso
vitreo.

Le cavita pleuriche mostrano poco essudato e solamente
quando esso esiste anche nel peritoneo. I polmoni sono in
preda a iperemia, che pud andare da una lievissima colora-
zione rosea fino a una colorazione rosso cupa emorragica,
non perd questa uniformemente diffusa, ma limitata a una
porzione piti 0 meno estesa dell’ organo. Il cuere & ripieno
di sangue in gran parte fluido e scuro.

Le culture praticate dal sangue e dagli organi riman-
gono sempre sterili.

Mi sembra interessante ricordare la minore resistenza
varie volte osservata che offrono alla intossicazione gli ani-
mali il cui fegato & leso. Sperimentando coi conigli, mi
avvenuto di riscontrare non di rado il fegato affetto da cocei-
diosi piuttosto grave: orbene in questi casi il processo morboso
aveva presentato decorso piii rapido e manifestazioni di mag-
giore entitd, che non in conigli ugualmente trattati, ma con
fegato sano. Citerd qualche esempio: due conigli, del peso
di circa un chilogramma, si inoculano nella vena marginale
dell'orecchio con ec. 1,5 di cultura in brodo uccisa; uno
muore in 8 ore, I'altro dopo 24 ore: il primo aveva il legato
profondamente alterato da coecidiosi; il secondo 1'aveva nor-
male. Risultato analogo ho verificato con conigli inoculati
nel peritoneo.

I1o notato come non sempre gli animali che hanno rice-
vuto la tossina vengono a morte, rilevando anzi la possibilita
che ammalino ¢ guariscano. Quali criteri autorizzano tale de-
duzione? Innanzi tutto il fatto che questi animali mostrano
fenomeni morbosi analoghi a quelli riferiti per i casi ad esito
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letale, ma in secuito tornano vivaci, riprendono a mangiare
¢ si ristabiliscono : poi i risultato di osservazioni termome-
triche, ls quali indicano come per un certo periodo di tempo si
abbia ipotermia lieve, corrispondents a un ablbassamento di
temperatura di 2-3" C sotto la norma, ipotermia che scompare
quando l'animale si avvia a ristabilirsi nelle condizioni nor-
mali di salute e infine le tracce del subito processo morboso,
consistenti in alterazioni di caratterc essenzialmente ipere-
mico e rilevabili all'aufopsia praticata in confronto con ani-
mali sani, non trattati ciod colla tossina.

Tornando ora al quadro clinico e anatomopatologico de-
seritto per gli animali morti per intossicazione e riportandolo
a quello riferito per gli animali inoculati con cultura viva,
risalta subito la notevoele corrispondenza tra l'uno e I'altro.
Se ne deduce che nell’inoculazione con cultura viva, le ma-
nifestazioni cliniche e le alterazioni anatomo-patologiche sono
da riportarsi in gran parte all’azione tossica del B. di Lugo,
mentre I' azione infettante ha la sua pilt alta espressione
nella setticemia : il mieroganismo dunque & capace di deter-
minare un processo misto tossi-infettivo.

Identificato il batterio e dimostrato che & patogeno per
gli animali da esperimento, il compito essenziale che mi ero
proposto rimaneva esaurito. Mi & sembrato perd interessante
fare anche qualche ricerca sulla

RESISTENZA

Il B. di Lugo, como sappiamo, non & sporigeno e quindi
non offre caratteri speciali di resistenza.

Le culture in brodo, o quelle in agar, emulsionate in
soluzione fisiologica, rimangono uccise in cirea mezz'ora dalla
temperatura di 60°-65° C. Questa stessa temperatura uccide
il germein 5, quando si emulsionauna ansa di cultura in cc. 2-3
di soluzione fisiologica.

Il calore umido a temperatura superiore a 65° C ne di-
strugge rapidamente la vitalita ; resiste pochi secondi al va-
pore liberamente Muente.

Resiste meglio al calore secco (anche pilt di un ora a
65° C), all'essicamento, alla luce diffusa, poco alla luce solare
diretta e ai disinfettanti (acido fenico al 2°, e sublimato cor-

rosivo al 1%/ ,).
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Nelle culture in substrati Jiquidi o solidi, il germe ri-
mane vivo per lunghissimo tempo (6-7 mesi e forse pilt) qua-
lora si abbia la precauzione di tenerle al riparo dalla luce
e dall’ eccessivo essiccamento.

La virulenza invece nelle culture va diminuendo, ma la
si eleva facilmente con passaggi negli animali.

IEd ora: Sideve considerare il Proteus isolato dalla carne,
come l'agente mediato o immediato dei disturbi verificatisi
nelle persone? Non mi trovo in grado di dare a questo pro-
posito una risposta assoluta, perclie non potei ottenere né
feci, nd vomito degli ammalati, per ricercarvi il germe stesso,
né sangue per le indagini relative all'eventuale presenza di
anticorpi. Varie considerazioni perd rendono oltremodo pro-
babile I'importanza di questo Proteus.

Dai diversi eampioni di carne insaccata infatti non fu-
rono isolati che due batteri: uno, che per le ulteriori ricer-
che eseguite ho riconosciuto essere il B. mesentericus vulga-
tus, non risultato patogeno, 1" altro il Proteus, risultato pa-
togeno per gli animali e capace anche di dispiegare un’azione
tossica.

Poich2 non vi & dubbio che i disturbi verificatisi nelle
persone fossero dovuti alla presenza nel salame di un qual-
che microrganismo, dal momento che se ne sono isolati due
soli, & logico, esclusa I importanza di uno, tendere a rico-
noscere 1I'importanza dell'altro, che in questo caso sarebbe
appunio il Proteus.

Del resto gia altre volte & venuto in questione il potere
patogeno di questo germe. Scorrendo la letteratura, anche
a prescindere da vari processi morbosi dell'uomo, che sotto-
posti a indagine batteriologica avrebbero portato all’isola- E
mento di un Proteus, cui fu attribuita azione patogena, e
limitandoci soltanto alle intessicazioni alimentari, troviamo ‘
riferiti vari casi, nei quali si fu indotti a riconoscere questo
microganismo come la causa dei disturbi provocati dalle carni.
Tra i meglio studiati ricorderd i seguenti: il Levy ®) riscontrd
abbondante il Proteus in carne riuscita tossica, dopo conser-
vazione in una ghiacciaia che si frovava in cattivo stato.
Isoldo anzi lo stesso germe dalle pareti della ghiacciaia e da-
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gli organi di una persona venuta a morte in seguilo all'av-
velenamento.

Wesemberg 1) riferisce sopra un’epidemia di 63 casi ve-
rificatisi a Mansfeld, in seguito all'uso di carne proveniente
da una vacca macellata d'urgenza : vi trovd un Proteus pa-
togeno per gli animali.

Gliicksmann %) pure riconosce il Proteus come causa del-
I’ intossicazione alimentare verificatasi in due persone, che
avevano ingerito carne cruda di suino macellato d’ urgenza.
Una di queste persone mori e lo stesso Proteus fu isolato
dall’ organismo dell' uomo.

Nel caso riferito da Silberschmidt ¢) si tratta di un’ epi-
demia di 45 casi, provocata dall’ ingestione di un prodotto
indicato col nome di Landjdger, costituito da carne di bue
o di vacea (talvolta anche carne dicavallo) aggiunta di grasso
di maiale. Si ebbe a lamentare un decesso, ma all’ autopsia
non si riscontrd alcun reperto interessante. 1.’ alimento che
aveva causato i disturbi non si presentava affalto alterato
nei suoi caratteri organolettici. Silberschmidt ne fece un ac-
curato studio batteriologico in confronto con prodotti ana-
loghi, ma non sospetti e trovd che mentre questi ultimi non
contenevano il Proteus vulgaris, quello tossico ne era invaso.

I1 consumo di salciccia di bue determind disturbi gastro-
intestinali di breve durata in 81 soldati. Pfuhl 7) che esamind
la salciceia, considerando che non vi si trovavano sostanze
tossiche, nd minerali, né organiche, alle quali poter attri-
buire i fenomeni morbosi presentati dalle persone, non esitd
ad attribuire importanza al Proteus mirabilis disvelato nel-
I" alimento sospetto e dimostrato sperimentalmente patogeno.

Analoga epidemia, pure consecutiva a consumo di sal-
ciccia di bue & riferita da Schumburg, ®) il quale riscontrd
nella carne un Proteus virulento.

In tuiti questi casi dunque compreso il mio, siamo in
presenza di carne che ha derminato fenomeni morbosi e con-
tenente il Proteus, Tale rilievo non avrebbe a rigor di ter-
mini grande importanza, se non intervenissero ad attribuir-
gliela altre circostanze. Sappiamo infatti che i microrganismi
appartenenti al gruppo Proteus sono molto diffusi e rappre-
sentano percid un reperto non infrequente nell’ ecsame bat-
teriologico ‘delle sostanze alimentari, specie di quelle che con
maggiore facilith vanno soggette ad alterarsi; reperto non
raro poi anche quando il processo putrefattivo (se pure pos-

siamo allora parlare di putrefazione) d tanto all'inizio, da
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non riuscire a riconoscerlo nd dai caratteri organolettiei del-
I’ alimento, che si presentano anzi eccellenti, nd mediante
ricerche chimiche semplici, quale la reazione di Eber. Se non
che, mentre quando il Proteus rappresenta veramente un
saprofita banale e di nessuna importanza, non & virulento,
nel caso mio e negli altri citati, le cose vanno ben diversa-
mente. Esso & risultato incontestabilmente patogeno e tos-
sico e questa duplice estrinsecazione della sua attivita si & ma-
nifestata anche quando I'organismo animale venne aggie-
dito per la via digerente. Non & possibile dunque non rico-
scere che qui si tratta in realtd di microrganismi ben diversi
dai corrispondenti ordinari e banali e che si deve loro attri-
buire una notevole importanza.

Come & giunfo il Proteus nella carne ? Sebbene non vi
sia dubbio per alcuni che esso possa dceterminare processi
morbosi nell’ uomo e negli animali, non ritengo che si sa-
rebbe nel giusto, nel mio caso, ammettendone I’ esistenza,
gid durante la vita, nell’organismo dell’ animale da cui la
carne proveniva, poichd si sarebbs dovuto riscontrare una
alterazione della carne stessa marcata e facilmente rilevabile,
mentre, ripeto, non era possibile notare alterazione di sorla.
Esclusa cosi la preesistenza del germe nell’ organismo vivo,
ne deriva che esso & pervenuto nella carne dopo I’ uecisione
dell’ animale e precisamente, a (uanto ritengo, durante le
manipolazioni. 11 Protets & un geime di.una certa resistenza
e ad ogni modo, trattandosi di carne conservata eruda, ha
potuto mantenervisi e forse anche prosperarvi.

*
® Kk

In rapporto ai punti essenziali di questo lavoro, pos-

siamo pertanto trarre come riassunto le seguenti conclusioni :

1 - « Da vari campioni di carne insaccata si isola-

« rono esclusivamente due batteri, dei uali I'uno appar-

« liene al B. mesentericus vulgatus, I' altro si riconosce in

« modo assoluto appartenere al gruppo del Proteus e da
identificare col I’roteus vulgaris.

A

2 - « Questi due batteri sono molti diffusi in natura
« & per conseguenza rappresentano un reperto piuttosto fre-
« yuente negli esami batteriologici, spocie di sostanze ali-
« menlari. 'erd I'uno rientra in un gruppo non ritenuto, né




A A A A

A

ES

A

A

a

2 EN ES A 2 A 2 &

41 —

mai sospettato patogeno, I' altro invece (il [’roteus) non &
sempre patogeno, ma talvota si ¢ trovato in condizioni e
con proprieta tali, da dover con molto fondamento sospet-
tarlo, o ritenerlo addirittura dimostrato patogeno per gli
animali e par 1" uomo.

3 - « Nel casd presente il Proteus ¢ risultato patogeno
pel coniglio, la cavia, 1 muridi, il gatto e non pel cane e
pel piccione. I risultato inoltre capace di spiegare una
azione tossica par gli animali sia mediante i filtrati sterili
delle culture, sia mediante le culture. uccise.

4 - « Il quadro eclinico e 1'anatomopatologico riman-
gono invariati nei loro caratteri fondamentali, qualungne
sia la via di introduzione nell’ organismo delle culture vive
o dei prodotti tossici: via endovenosa, endoperitoneale,
sottocutanea e ¢id che & pii interessante via digerente.

5 - « Le manifestazioni pilt apprezzabili del processo
morboso sono a carico dell’ apparato digerente.

6 - « Il quadro clinico e I'anatomopatologico provocati
dalla pura intossicazione (con esclusione ciod del potere
infetlante a mezzo della filtrazione o della uccisione delie
culture) corrispondono a uelli che si riscontrano negli ani-
mali trattati con culture vive, la cui azione quindi ¢ da
considerarsi mista : tossica e infettiva. All azione tossica
& da riportarsi la forte ipotermia che si manifesta col pro-
gressivo aggravamento del sintomi morbosi fino atla morte,
I’ azione infettiva & rilevata dalla setticemia che costante-
mente si riscontra, introducendo nell’organismo culture vive.

7 - « Da quanto preecede risulta che i fenomeni tos-
sici verificatisi negli individui che si erano alimentati colla
carne insaccata sottoposta ad esame, sono ¢nlla massima
probabilta, se non con piena certezza, da riportarsi al
Proteus da essa isolato ».

al 3
Gjﬁwm, Seltosibre 1977,
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