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LABORATORI SCIENTIFICI DELLA DIREZIONE DI SANITA

(MINISTERO DELL'INTERNO)

SULLA STERILIZZAZIONE DI MISCELE LIQUIDE
INCOMPATIBIL] AD ELEVATA TEMPERATURA

pel dott. B. Gosio

PERITO MEDICOH TGIKNIST A

Fra le ordinarie pratiche di laboratorio oceorre {alora quella di
dover sterilizzare miseugli liquidi, : cui componcntl, portati a tom-
peratura elevata, diventano Ira loro incompatibiti. Cusi, p. 03, ¢
noto che gli alcali scompongono a caido diverse spegic df zassheri;
allora le soluzioni fortements s'imbrun e el dgtinha la
percezione di talune particsiarits culturali :
oltre di che si introducono nel fuluro tervens di coilara oo tanze
nuove, che possono danneggiare le ricerche consecutive. Vogliansi,
per fare un altro esempio, studiare i fenomeni di sacearificazione
determinati dalla biologia @’un microorganismo coltivabile in am-
hienti acidi; evidentemente ¢ di somma imderta.ca oritare che
Pacido agisea sulla sostanza saccarificatilc d
zione, cid che si potrebbe rizolverc in un oS

che in are,

indipendente dal germe oguetto del nostro ctudio.

Ma prescindendo da quosti casi speciali, ¢ inlubitaic che pol batte
riologo & spesso importante cvitare nelle sterilizzizioni I szivie
reciproca delle sostanze destinate u comporre una mizeela cultarsle,
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Studiando il comportamento del vibrione colerico su diverse
‘specie di zuecheri (1) ho avuto occasione di verificare le imper-
fezioni ¢ i disagi che presentano a tale proposito i metodi fin’ora
conosciuti, Si possono sterilizzare i liquidi in recipienti divisi e
poi, dopo raffreddamento, si possono radunare in un solo col mezzo
di pipette Chamberland., Ma molto difficile riesce siffatto travaso
senza introduzione di germi estranci. Si puo, come consiglia Ku-
prianow (2), disporre per un opportuno sifonaggio dei liquidi, mu-
nendo i palloni di tappi di gomma a due vie con relativi tubi di
vetro, uno per insufflare aria, l'altro per dar esito al liquido.

Ma quando si sterilizzano palloni chiusi a tappi di gomma con
nessun altro sfogo pel vapore acqueo che un tubicino di vetro
ingombro ancora dall’indivisibile batuffolo d’ovatta, si va molto
facilmente incontro ad uno scoppio. Inoltre riesce difficoltoso I'ani-
mare sifoni insufilando aria attraverso cotone, il quale, per di pid,
¢ ben di frequente bagnato per condensazione di vapore. lo ho
ricorso per qualche tempo al metodo di Kuprianow, ma ho dovuto
convincermi che & fastidioso, poco sicuro e anche poco favorevole
al consecutivo sviluppo delle culture, in ragione dello scarso ri-
cambio d'aria, che si effettua in recipienti chiusi alla maniera da
Kuprianow consigliata.

Sicché fra i processi in oggi conosciuti il migliore per raggiun-
gere I’intento sarebbe quello di fare la miscela a freddo e poi
{iltrarla attraverso candele di porcellana. Ma non sempre si possono
avere gli apparecchi necessarii, e di pitt la garanzia di ottenere,
con siffatta sterilizzazione meccanica, un liguido perfettamente
amicrobico, non ¢ da ritenersi sempre per assoluta.

(4 nel sopracitato lavoro sul vibrione colerico, ma pot sovratutto
in altri recenti, che saranno quanto prima pubblicati, e nei quali
st esigeva la formazione di terreni culturali liquidi complessi e
intolleranti (quali miscugli) dell’alta temperatura, mi sono servito

() Archiv, fir Hyg. i, XXII,
(2) Arcliv, fir Hyg, Bd. XIX.
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con grande vantaggio di una tecnica speciale, che credo utile illu- :

strare nei suoi particolari,

Essa si fonda sul principio degli autosifoni, che, atteso il con-
gegno speciale d’apparecchi, vengono a stabilirsi in forza della
elevata temperatura della sterilizzazione a vapore.

La figura unita spieghera chiaramente la disposizione degli appa-
recchi e il loro modo di funzionare.

4, B, C sono altrettanti palloni che contengono liquidi da ste-
rilizzarsi separatamente: 4, come il maggiore di tutti, & destinato a
contenere la miscela dopo
la sterilizzazione. Ciasche-
dun pallone ¢ munito di
tappo d’ovatta, in cui passa
un tubo di vetro piegato
all'esterno ad angolo retto.
In B edin Ci tubi di vetro
~ raggiungono il fondo;in A
debordano di pochi centi-
metri dal tappo d'ovatta.

Le estremiti @ e ' dei
tubi B e C sono collegate
al tubo del pallone 4 con
tubi di gomma; e piu pro-
priamente la tubulatura si
stacca unica da A4 per sud-
dividersi, coll’ intermezzo .
di un tuboa T in due vie, che vanno rispettivamente a B ed a C.

Quando tutto é in pronto, si intercettano le comunicazioni di B
e di C con 4 a mezzo di due pinze a vite ¥, ¥, che si applicano
sulle gomme in vicinanza del loro innesto sul tubo a T. B neces-
sario che la distanza fra i punti d e A’ e quelli in cui si applicano
le corrispondent? pinze a pressione (V, V') sia rispettivamente
maggiore det tratll verticali dei tubi corrispondenti di B e di C.

Cio fatto, si procede alla sterilizzazione degli apparecchi cosi
collegati e posti nello stesso autoclave o pentola a vapore corrente.
Lungo la sterilizzazione succede che, pel forte sviluppo di vapore
acqueo e per la elevata temperatura a cui & portato tuttg il si-
stema, l'aria vien cacciata dai recipienti e dai tubi che li collegano;
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sicché, quando il riscaldamento cessa, quei tubi che, chiusi da una
parte, pescano per la loro estremitd pervia in un liquido, trovan-
dosi vuoti d’aria, si riempiono e restano pieni del liquido stesso
fino al punto di loro chiusura. In altre parole, i tubi di Be di C
fino al punto dove sono applicati i klemmer Ve V7, si presentano,
dopo la sterilizzazione, ripieni di liquido.

Si attende che il raffreddamento sia completo ¢ poi, mantenendo
sollevati un dopo l'aliro i palloni B e C, si aprono successivamente
le pinze V e V’,-con che i liquidi corrispondenti fluiscono nel pal-
lone 4, dove, agitando, si compone la miscela voluta.

Tn seguito, si pud liberare il tappo di 4 del suo tubo di vetro,
cio che si effettua scnza che resti aleuna comunicazione fra 1'in-
terno di 4 e aria esterna, essendoché gli strati di ovatta, favoriti
da dolce compressione manuale, facilmente si addossano a ricolmare
lo spazio occupato dal piccolo tubo di vetro.

Naturalmente se, a differenza del caso qui contemplato, i liquidi
di coltura fossero pit di tre, si possono aggiungere quanti reci-
pienti si vogliono, armandoli tutti nella stessa guisa di B o di ¢,
ed intercalandone la comunicazione col recipiente maggiore a
mezzo di fubi a T.

Se poi non si avessero a disposizione grandi apparcechi di ste-
rilizzazione a vapore, come si richiede per contenere un gran
numero di palloni, questi si possono anche sterilizzare disgiunti.
In tal caso si chiudono con bastoncino di vetro i tratti di tubi
rimasti liberi dopo lapplicazione dei Alemimer, e. raffreddati i
lignidi, si procede a congiungere, colle dovute cautcle asettiche,
un dopo Daltro i palloni B, €, cee. con il tubo affercate &i 4
il travaso segue nella sterra maniera sopra ricordata.

Per ¢id che si riforisce oru ally cultara ol g8rmc, o applico
con buon risultato i} modusizo principio dellautusitone.

Una provetta 7 (vedi figuva) & armata nella stessa ralsa che
i palloni B e C; comuniea perd con 4 per mezzo di un tubetio
separato. Essa contiene un liquido nutritivo (ad o, brodo peploniz-
zato) e si sterilizza unitamcnte a tutto il sistema. Quando il liguido
di coltura ¢ costituito, si inoeula in 7 il germe da studiarsi, ¢ so
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ne attende, lo sviluppo favorendolo, se occorre, colla temperatura
del termostato. Infine, mantenendo elevata la provetta, si apre il
hicimmer k, con che la cultura penetra in 4, al coperto d’ogni
inquinazione esterna.

Anche questo metodo speciale di cultura mi pare in molti casi
raccomandabile. Lo studio di aleuni processi fermentativi richiede
grandi recipienti eon masse cospicue di liquidi: chi per inocularvi
i germi ha seguito la tecnica ordinaria, ha dovuto incontrare pa-
reechie difficoltd : il maneggio di grossi tappi d’ovatta che si appli-
cano agli ampi colli dei grossi palloni, non da garanzia contro la
introduzione dei germi estranci. Invece, col metodo testd descritto,
questi pericoli sono evitati.
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