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DI ALCUNE DIFFERENZE

. FRA GLI SPIRILLI DEL COLERA

IN DIVERSE EPIDEMIE
per it

Dott. ACHILLE SCLAVO

Reggents Capo del lahoratorio hacteriologico
della Dirozioue di sunita

In un precedente mio lavoro (1) ho riferito sopra alcune nuove
proprieta dello spirillo del colera, desunte dallo studio di esso nei
brodi addizionati di idrati di carbonio (saccarosio, glucosio, lattosio).

Lo spirillo, che servi per quells mic esperienze, (u portato anni
addietro in questo laboratorio da Berlino ed ha forse origine
da quelli, che Koch ottenne colle sue prime colture nelle Indie;
esso ad ogni modo risponde esattamente per i suoi caratteri
alia descrizione che Fraenlkel fa delio spirillo colerigeno di Koch
nel suo trattato di hacteriologia.

Essendomi in questi wltimi mesi procurato altri spirilli, isolati
in diverse epidemic coleriche, ho voluto ricercare, con la scorta
specialmente delle nuove proprietd mosse in luce per lo spirillo
colerigeno di Koch, se fra tall spirilli esistessero apprezzabili dif-
ferenze.

Per interessamento dell'egregio prol. Pagliani, direttore di questo
istituto, il dott. Netter ebbe la compiacenza di mandarmi alcune
culture dello spirillo isolato recentemente a Parigi, oltreché un

(1) Di alcune nuove propricta delle spirilty enlevigeno di Koch ¢ degli gpivild
Affini 4i Metschuikofl, di Vinkler o di Dencke, — Riviste d'Tyiene ¢ Sanitd pub-
plice. Anno 1892, pag. 500
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tubo di aliro spirillo, che il dott. Calmette ottenne durante una
epidemia colerica in Coccincina.

Ebbi pure dal dott. Pasquale due culture di spirilli, Vuna delle
quali fu ricavata dalle feci di un individuo morto di colera a Mas-
saua e 1 altra dalle acque di un pozzo infetto di Ghinda.

Mi & grato attostare la mia riconoscenza a tufti questi signori
per il materiale di studio gentilmente procuratomi.

All' esame microscopico tutti questi bacteri si presentano con
furma incurvata, tuttavia fra essi esistono notevoli differenze di
aspetto.

Facendo preparati da culture in agar od in brodo ho ricono-
sciuto perfettamente vero cid che Netter dice dello spirillo di
Tarigi paragonandolo a quello di Koch (1), il che si pud pure ri-
petere per lo spirillo della Coceincina: « Il microbe del 1892 é
pit corto, pilt grosso, pill tozzo. Pud cssere rassomigliato ad un
quarto di luna rigonfiato alla sua parte centrale ».

Assal meno evidente & la curvatura per gli altri due spirilli di
Massaua e di Ghinda.

Dalle culture in agar ed in brodo dello spirillo di Massaua si
oftengono preparati, i quali mostrano numerosi bacteri diritfi,
talora riuniti in filamenti, vicino ad altri leggermente incurvati.

Predominano le forme diritte per il colera di Ghinda e i bac-
terl hanno maggiore tendenza a formare lunghi filamenii privi
di ogui inflessione.

Insisto su questi caratteri microscopici, che si imposcro a tutti
coloro, che in quesio laboratorio ebbero occasione di esaminare
le culture dei due spirilli africani.

Il reperto costante di lunghi filamenti mi fece anzi dapprima
pilt volte temere della presenza di bacilli inquinanti, perd mi ras-
sicurai coniro tale sospetto, quando, fatte ripetutamente culture
a piatto in gelatina, assistetti sempre allo sviluppo di colonie, tutte
del medesimo aspetto.

(1} Rechorches baciériologiques sur les cas des choléra ou de diarrhée cho-
1ériforme ohservés dans la banlieue de Paris, par TER., — Fartrait des bulletins
et mematres de la Socictd medicale des Hipitaux de Paris, pag. 5,




Non constatai fra i vari spirilli in esame differenze bene ap-
prezzabili circa al loro sviluppo in gelatina ed in agar.

Nel brodo di Loefller, invece, non tutti colla medesima rapi-
dity si raccolgono a formare la pellicola sul liquido.

Hanno minore tendenza a far cid lo spirillo di Parigi e della
Coccincina, danno invece luogo assai presto alla comparsa di una
abbondante pellicola i due spirilli africani.

Lrintorbidamento dei brodi é per tuili maggiore che non per
lo spirillo di Koch, e il brodo di cultura non si rischiara mai
completamente sotto la pellicola cosi come fa quello intorbidato
da quest’ultimo spirillo.

La proprietd di formare nel brodo di Loefller indolo ed acido
nitroso & comane ai diversi spirilli colerigeni, perd le due specie
di provenienza africana, come gi& fece rilevare il dott. Pasquale (1),
non danno sempre luogo alla reazione di Bujwid.

Una certa influenza nella comparsa di questa reazione parmi
sia da attribuirsi alla temperatura 2 eui si sviluppano 1 bacteri;
con pitt frequenza infatti, e con maggiore intensitd ebbi la co-
lorazione rossa da culture in brodo conservate per 18-20 ore alla
temperatura dell’ ambiente (200-25%) anzich® a quella della stufa
(37°). Talora perd non mi riuscl di ottenere la reazione di Bujwid
per quanio avessi variate le condizioni di temperatura, a cai te-
nevo le culture.

Non ugualmente erescono sulle patate i diversi spivilli, mentro
lo spirillo di Koch non si svilappa che nel termostato verso 37°
gli altri quattro spirilli formano sulle patate una patina anche a
temperatura ordinaria.

Secondo Netter (2) lo spirillo del colera di Parigi « da luogo
sulle patate a colonic imperecttibili, chie non moditicano aflatto
I'aspetto della superficic ». Io ebbi al conlrario qualche volla uno

) Ricerche bacterivlogiche sal colera a Massalta @ cotsiderazioni izieniche,
— Gioraale Medico del £ Esgreito ¢ detle R Marind.

(2) Loco citato, pag. 5.
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sviluppo rigogliosissimo del Dbacterio con formazione sulle pa-
tate di un rivestimento abbondante e di colore mattone pesto.
Queste differenze di sviluppo tengono probabilmente alla diversa
reazione del mezzo nutritivo. La patina che lo spirillo della Coe-
cincina forma sulle patate, & di linta leggicrmente giallognola,
pitt scura invece ¢ quella dei due spirilli africani.

*

Ma piti spiceate differenze fra i vari spirilli si rilevano colti-
vandoli nei brodi idrocarbonati.

A spese dell'alimento ternario i cinque spirilli producono degli
acidi ma in quantitd ben diversa. In cid sta la spiegazione di al-
cuni fatti, cui andrdb man mano accennando.

Tlo faito colture degli spirilli in brodo semplice alealino, addi-
zionato di saccarosio, di glucosio e di lattosio (2°/,). Saggiando
di quando in guando la reazione di questi brodi (conservati a 37°)
ho trovato che la reazione acide Si sostitui in tutle le provetle
allalealinilc, primiliva, con maggior proniezza nei brodi con
glucosio, con un certo rilardo It dove Cera il lalosio.

Riporto a dimostrazione di ci6 il seguente specchietto:

| Dopeo 14 ove : Dopo 38 ole ) Dopo 74 ore
— ; g Z
‘ Brodo con Brodo con Brodo con
ERI = e e o
7l a S 0% |40 3 b - =
g 2|82 2 =
BEE IR RE NI R I
e 22| 2 2038 % ' 21082 %
s ¢ E 3 3
; | :
‘ l |
aniel C Koo legg. | loga, i Togger. I
Spirille di Koch. .. ** 82 lealing | acido ! acido | °C L acido acido | aeido
acido  aleal. ‘ alealino
| | ;
»  di Parigi .. | %% | 1€ "oeing acido acido TEBRET | o seldo | aeido
acido | aloal, . ‘ alealino
| |
- e o0, . coer, .
» dellaCoceineina | %75 | 162 aleainy acido acilo Teser. © oy ido acido | acido
acido | aleal, ‘ alealino
i
» i Massaua . | ¥ | 8197 oatina acido | 105 | A0tnte ggq b ygiqy | teererm.
liso | lino S ucido (e ale. ‘ acido
s di Ghindg. . | | U atine aeido | VR ARGy g | loREOT:
lino | lino | . Cacido [men ale. o

I brodi che servirono per Ia prova avevano tutti inizialmente
lo stessa alealindld piulloslo spiceata. Del grado di tale alcalinitd
occorre tener conto, giacehé, se questa & pochissimo accentuata,
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anche nei brodi con lattosio pud, dopo 24 ore soltanto, essere ri-
conoscibile una acidita ben distinta.

Ma un altro fatto importante risulta ancora dalle esperienze
sopra riassunie, che clo® nom Lulli gli spirilli acidificano con ugua-
le rapiditd Palimenlo idrocarbonalo in cui viVONO, fra essi S6no
speciatmenle gli spirdlli di Massuue e di Glindu, quelli che pro-
ducono acidi in minor copia.

In palloncini contenenti 50 em. di brodo semplice con saccaro-
sio (5%) ho determinato la guantiti di acidi liberi presenti a
48 ore dall’ innesto. Le percentuali, che qui sotto riferisco, fu-
rono stabilite mediante titolazione degli acidi in 20 em. di brodo,
facendo uso di cartine sensibilissime di tornasole per riconoscere
i cambiamenti di reazione nei liquidi.

Mi limito a traserivere i risultatl di una sola esperienza, giacchd
di poco differiscono le cifre oltenute in due altre determinazioni.

0N necessavia por neulralizzare
gli acidi contenuti 1w 460 cme. di brodo,

Spirille di Kochi . . .« . . . . . . g 0,010
Jd, diParigi. .. . . . > DU4R0
Id. della Coecincina . . . . . . . » 00413
Jd, o di Massaua . . . . . . ... o» 006D
Id, Ghinda . . . . . . . . . . » 0088

Come gid dissi nell'altra mia comunicazione sulle nuove pro-
prietd dello spiritlo di Koch, quesio bacterio non foima mai la
pellicola sul brodo semplice addizionafo di saccarvsio ¢ di gluco-
sio (29/,), perehé i prodotti acidi del sun ricambio arrestano ben
presto la sua moltiplicazione.

Lo stesso succedo per gli spirilli di Parigi e della Coccincina,
non cosi si comportano inveee gli spirilli africans, 1 quali ricuo-
prono di wn' ahhondande pellicola £ 1irodi con saccarosio.

Per la presenza di glucosio la comparsa della pellicola sul brodo
si fa attendere talora per qualehe giorno, o non avvienc addirit-
tura se la reazione iniziale del brodo era pressoché neatra; in fal
caso gli acidi, i quali dal glucosio si producono con maggiore pron-
tezza che non dal sacecarosio, sono in grado di arrestare per tems
po lo sviluppo dei due spirilli.
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Formano costantemente abbondante pellicola sul brodo semplice
con lattosio i due epirilli di Massaua e di Ghinda, tale pellicola I
scarsa per gli altri spirilli o manca affatio se il brodo con latto-
sio prima dell’ innesto ha reazione legzermente alcalina.

Sempre in dipendenza del loro minore potere acidificante, ¢ due
spirilli di Africa vivono assat pie a lungo che non glii alri nei
Brodi idrocarbonati, dotali inizialmente di wna wmedesima alca-
Unita.

Al terzo o quarto giorno si vedono ancora alla goceia pendente
muoversi vivacemente gli spirilli di Massaua e di Ghinda, pro-
venienti dalle colture in brodo con saccarosio; per gli altri spirilli,
al contrario, gid dopo 2{-36 ore sono ridotte a poche le forme
mobili nel campo del microscopio.

*

Anche nel latte sterilizzato ed inoculato con i diversi spirilli va
poco a poco comparendo la reazione acida.

Essa & di solito evidente in quarta o quinta giornata nel latte
contenente gli spirilli di Parigi e della Coceincina, ritarda ancora
di tre-quattro giorni nelle colture degli spirilli di Xoch, di Mas-
saua e di Ghinda.

Mentre perd o spirillo di Koch non produce nessun appa-
rente modificazione del latte in cul si é molliplicato, defermina-
no invece la congulazione di esso gli allri quallyo spirilll.

Secondo Netter gli spirilli del colera di Parigi coagulano il
latte in meno di 48 ore, a differenza delto spivillo della Coccincina,
che soltanto alia lunrga &4 luogo allo stesso fenomeno.

Ma nelle prove da ma istituite non ho mai ottenuto la coagu-
lazione del latte innestato con il colera parigino prima del terzo
giorno; essa avvenne di solito dopo 9-10 giorni, verso il qual tempo
anche lo spirillo della Coccincina coagula il latte.

La coagulazione del lalle per opera degli spirilll di Massaua ¢ dai
Ghinda ¢ un falto coslarte, non rileralo fino ad ora, per quanlo 0
sappia, do nessunro di coloro che fecero ricevche con tali bacleri.

11 latte coagula in media dopo 7-8 giorni dall'innesto.

Ho anche coltivato i diversi spirilli colerigeni nel latte con
saccarosio (3 %), e sagoiando la reaziono dopo 18-20 ore, trovai
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che essa erasi fatta in tutte le provette spiccatamente acida, rag-
giungendo nei giorni successivi tale graldo di aciditd, quale non
si ha mai nelle colture in latte semplice.

Succede intanto che gli spirilli di Parigi non coagulano pilt in
tali condizioni il latte, comportandosi questi bacteri nello stesso
modo che lo spirillo di Meischnikoff e di Finkler (1). Lo spirillo
della Coccincina, eccezionalmente soltanto, coagula il latte con
saccarosio. Su dicei prove una sola volta diede Inogo a tale fenomeno.

Qui pure le deduzioni da trarsi sono che gli spirilii di Parigi
e della Coecincina coagulano il latte naturale mediante un fer-
mento, la cui produzione & hen presto arrestata nel latte con
saccarosio per azione degli acidi rapidamente formatisi dalla
seomposizione dell'idrato di carbonio aggiunto.

L’acidith che gli spirilli di Massaua e di Ghinda impartiscono
al latte con saccarosio si mantienc al di sotto del grado a cui
arriva per gli altri spirilli colerigeni. In conseguenza di cid la
vita dei due spirilli africani & possibile per un tempo pit lungo,
come lo dimostrarono sempre i trasporti in brodo di Loeffler fatti
di tempo in tempo dai tubi di latte zuccherato, inoculati contem-
poraneamente anche con gli altri spirilli colerigeni.

Condinvando indanio a vicere nel lalle con saccorosio, ¢ due
spirilli africoni riescono, qualche volla sollanto in cupo a 10-12
giorni, a coagulario.

Le colture a piatto in gelatina, fatte con il latte coagulato di
aleune provette, dimostrarono che in queste esistevano gli spirilli
di Massaua e di Ghinda in cultura pura. Perd dal materiale preso
da altri tubi di latte coagulato da poco tempo non si ebbe sviluppo
di nessuna colonia nelle culture in gelatina. Ibacteri in questo caso
erano stati uceisi dagli acidi; ma avevano avuto tempo di pro-
durre una quantitd suficiente di presame, che determiné poi la
coagulazione del latte stesso.

Anche per rispetto al potere inversivo (2)i due spirilli africani
si distaccano alquanto dagli altri spirilli colerigeni, giacché la
(1) Di alcune nuove proprictd cce., lne, eit.

) Poeo dopo la pubblicazione dalla eitata mia memoria del 3 settembre &
comparso sugli Annali dell'Istifuto di lyiene Sperinentale delle . Universits
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scomposizione del saccarosio in desirosio e levolosio per opera
loro é assai meno pronta e meno abbondante.

Tali differenze di potere inversivo sono riconoscibili tanto nelle
culture in brodo con saccarosio (5 ) addizionate di ossido di ma-
gnesio, quanto e specialmentc in quelle cul fu aggiunto il carbo-
nato di calcio.

In quanto al potere patogeno dei vari spirilli colerigeni io non
posseggo dati miei sufficient, che meritino di essere riferiti; sono
perd in corso in questo laboratorio altre esperienze, che verranno
fra non molto pubblicate.

Del resto la virulenza dei duc spirilli africani & gid stata og-
getto di numerose ricerche specialmente nel laboratorio di Koch.

Lo spirillo che servi per tali studi fu quello di Ghinda, e
Pfeiffer (1) Io trovd virulentissimo per le cavie se inoculato, an-
che in scarsa dose, nella cavitd peritoneale,

Con lo stesso spirillo furgno fatti esperimenti di immunizza-
zione nelle cavie da Brieger, Kitasato e Wassermann (2), 1 quali
constatarono che basta mezzo centimetro cubico di coltura in brodo,
introdotto nel peritoneo, per uccidere con sicurezza le cavie del

di Roma (Vol. II. Nuova Sorie, Fasc. 2, pag. 417) un lavoro del dott. Fermi sul po-
tere diastatico ed inversivo dei bacteri.

L'autore fece oggotto di atudio 62 specie, tra cui anche gli spirilli di Koch,
di Melschnikoff, di Deneke ¢ di Fiulkler, ma di tutti questi 62 bacteri soltanto
due, cioé il bacillo megaterio ed il buecillo di Kiel avrelbero manifestato pro-
prieth inversive,

11 dots. Formi vilevo pure I inacidimento dei bradi zuccherati per effetto an-
che, oltre che di altre bacteri, dei quatiro spivilll sovra ricordati.

Nou so perd quali ricerche lautore abbin istituilo per escludere l'influenza
di tale acidith sui fenomeni inversivi, conchiudendo egli il suo lavoro con le
seguente parole.

« Rapporti sicuri tra la produzione dei singoli fermenti e la produzione @i aci-
ditd, la produzions di pigmento, la mobilitd del microbo e la strultura morfolo~
gica del medesimo (bacillo, vibrio, co¢en, sarcini e€¢c.) NOR vennero riscontrati. »

Per cin che si riferisce agli spivilli 41 Koeh, di Metschnikofl, di Densko e di
Finkler, le deduzioni a cui sono invece o giunto sonn dizmetralimeste opposto a
uello del dobt. Fermi, giacche Pucidibiv che 51 forna nei hrodi, ha inftuenza gran-
dissima e sul potere inversivo e sulla forma o sulla mobilith dei quattro bacteri
da me stndiati.

(1) Untersuchnngen iibor das Choleragifts D.r Pleiller. Zeischrift fir Hygiene.
Vol. XTI pag. 396,

(@ Ueber Tmmunitib und Gififestigung. Brieger, Kitusato Wassermann, Zeit-
selorift for Hygiene. Yol, X1, pag, 158.
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peso di 300-400 grammi, Per la via della bocca ottennero la morte
delle cavie con cinque centimetri cubici,

In Itaiia fu studiata la virulenza dei duc spirilli africani dal
dott. Vincenazi, il quale avrebbe trovati questi bacteri straordinaria-
mente virulenti, non soltanto per le cavie ma eziandio per i
piceioni (1).

. Esposti cosl succintamente i caratteri dei diversi spirilli cole-
rigeni, su cui ebbi opportunitd di esperimentare, & il caso di chie-
derei sc le differenze, che intercedono (ra cssi, non sieno tali da
fare ammettere l'esistenza di pit specic colerigene anziché di
una sola; eoncctto questo che fu gid sostenuto specialmente da
Douglas Cunningham (2).

I due spirilli di provenienza afiricana sopratutfo si distaccano
nofevolimente dallo spirillo di Koch per la forma; per lo sviluppo
nel brodo e sulle patale; per Uincostanza nel dare lwogo alla
reagione di Bujiid nei brodi di Locjffler; per un minore polere
acidificante in presenza dellalimento idrocarbonalo; per la pro-
prield di formare pellicoln coslanieimente sui brodi con sacca-
70810 ¢ ben di spesso su quelli contenenti glucosio; per la facolld
ai coagulare il latle semplice e quello contenente saccarosio; per
il minore potere inversivo e, finadmenle, per la spiccuta virulenza
verso le cavie e verso 1 picciont.

I questo un complesso, di caratteri differenziali che mi trattie-
ne dal sottoscrivermi alla opinione del prof. Vincenzi, il quale non
vede nel vibrione del dott. Pasquale che «wun bacitio del colera
virulentissimo e non une varield distinia ».

Per ammettere una tale identitd di specie bisognerebbe rinun-
ziare, a mio vedere, alla dilferenziazione di altri bacteri, i quali
certamente diversificano fra di loro assai meno c¢he non i vibrioni
di Koch e del dott. Pasquale. Bastd a Pfeiffer (3) prendere in
considerazione specialmente P'aspetto delle colonic in gelatina dello

(1} Ricercho sperimentali snl colera, pel profl Livio Vincenzi. Avchivio per le
sciense mediche. Vol XVI, pag. 326.

(21 Uaber einige Arten in Calcutia vorkomme nder Coolerakmuanabacillen, von
Douglas Counningham. Arehde fir Hygiene, Vol XIV g. 45

(3) Ueber den Vibrio Matschnikodl und sein Verhaitniss zur Cholera astalica.

Zeitserift [ur Hygiene, Yol. VIL, pag. 354
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spirillo di Metschnikoff, il maggior poters fluidificante, il diverso
comportamento nel brodo, e la virulenza per il piccione di questo
bacterio, per respingere ' ipotesi di Gamaleia che gli spirilli di
Koch e di Metschnikoff fossero soltanto due varield fisiologiche di
uno stesso microbo.

Con il sussidio di pill numerosi argomenti mi pare possa soste-
nersi che gii spirilli africant costifuiscono una specie distinia
dallo spirillo di Koch.

Un minore numero di caratteri differenziali non i permetie di
sostenere con ugual sicurezze che gli spirilli @i Parigé e della
Cocincina sieno specificomende diverst dagli alirt spirilll cole-
rigent.

Roma, 28 seitembre 1392.
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