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Esperiensa 1°. — Impiegai per gr. 0,2538 di tricloruro di fosforo
cc. 37,40 di soluzione empirica d'idrato sodico per ottenmere la neutralizza-
zione, ed eseguita la correzione:

100 ce. di soluzione % di acido assalico richiesero
99,99 - » » d'idrato sodico preparata col mio metodo.

Esperieaza 2° — Impiegai per gr. 0,2466 di tricloruro cc. 36,40 di
soluzione empirica d'idrato sodico e fatta la correzione:

100 cc. di soluzione % di acido ossalico richiesero

100,04 = » » d'idrato sodico preparata col mio metodo.

Concludendo, le sostanze da me adoperate, come risulta dalle esperienze
che ho riportato, si prestano tutte beme per unma rapida ed esatta prepara-
zione o per un rapido controllo delle soluzioni titolate, né saprei a quale
delle cinque dare la preferenza, se non riuscisse piti facile e meno costosa
la preparazione del tricloruro di fosforo. Col metodo che ho esposto si pud
preparare qualunque volume di soluzione alcalina, esattamente titolata in
meno di due ore.

Parassitologia. — Studio sui Cytoryctes vaccinae () Nota I
preliminare della dr. ANNA FoA, presentata dal Socio GRrAssI.

ParTE I. — Uno degli argomenti che in questi ultimi tempi hanno
maggiormente richiamato 1'attenzione, & lo studio dei parassiti del vaceino e
del vaiuolo.

I primi tentativi di riconoscers nella linfa vaccinica gli agenti attivi
si pud dire datino dal principio del secolo passato, perchd gia nel 1809
Sacco segnald nella linfa vaccinica la presenza di granuli riuniti in ammassi
e dotati di movimenti autonomi (2). Dopo gli studi di Chaveau pubblicati
nel 1868, studi che dimostrarono come gli agenti attivi debbanmo ricercarsi
non nella parte liquida, ma nella parte solida della linfa vaccinica, furono
compiute moltissime ricerche da vari autori, ma per trovare resultati vera-
mente importanti, bisogna giungere fino al 1892, in cui furono pubblicate le
fondamentali ed esatte osservazioni di Guarnieri.

Com’é noto, Guarnieri, studiando le alterazioni vaiolose della cute del-
I'nomo, osservd che nelle regioni alterate, le cellule del corpo mucoso di

(*) Lavoro eseguito nel Laboratorio di Anatomia comparata della R. Universita
di Roma.
(%) Delobel e Cozette, Vaccine et vaccination, Paris.




Malpighi presentano accanto ai nuclei, corpicciuoli che si colorano intensamente,
e li suppose parassiti. Gia L. Pfeiffer nel 1887 studiando le pustole cutanee di
diversi mammiferi-e quelle vaiolose e vacciniche dell'uomo, aveva creduto di
riconoscervi un parassita che denomind Morocystis epithelialis, ma la descri-
zione imperfetta e le figure assai poco dimostrative fecero prestar poca fede
alle sue asserzioni. Del resto il merito grandissimo di Guarnieri non con-
siste nell'osservazione dei corpuscoli, nella quale egli stesso dichiara di esser
stato preceduto, ma nell'aver pensato di riprodurli su superficie - epiteliali
viventi, e nell'aver scelto a questo scopo la cornea del coniglio. Inoculando
nella cornea di coniglio la linfa vaccinica pote ottenere nelle cellule epiteliali,
abbondantissimi corpuscoli simili a quelli osservati nelle pustole cutanee, col
vantaggio di aver un materiale di studio molto favorevole perché relati-
vamente piul semplice.

I1 Guarnieri studid le proprietd dei corpuscoli ottenuti coll'innesto della
linfa vaccinica, e credette di poterli considerare come esseri viventi a cui diede
il nome di Cytoryctes vaccinae. Ne ottenne di simili coll'innesto di linfa
raccolta da vescicole vaiolose, e li denomind Cyloryctes variolae.

La importante scoperta di Guarnieri ebbe il merito di concentrare 1'atten-
zione degli studiosi che si occuparono dell'argomento, su quei dati corpiceiuoli,
tuttavia i risultati furono diversi da quanto si sarebbe sperato, perché mentre
era logico supporre che la questione fosse rapidamente avviata ad una solu-
zione, oggi ancora, dopo dieci anni, non solo gli autori non somo d'accordo
nel riconoscere le proprietd dei Cyforyctes, ma chiunque ne intraprenda lo
studio & ancora costretto a rivolgersi' la domanda: i Cytoryctes sono o no
esseri viventi?

Sarebbe fuor di luogo in una Nota preliminare riferire estesamente lo
' discussioni fatte in proposito; accenneremo solo alle principali ragioni che i
| molti osservatori, compreso il Guarnieri che seguitd ad occuparsi dell'argo-
mento, portarono pro e contro I'ipotesi parassitaria.

I motivi per cui i Cyforyctes vengono ritenuti i parassiti del vaiuolo e
del vaccino sono soprattutto i seguenti:

« L'essere i Cytoryctes le sole forme caratteristiche trovate nella pelle
e nelle mucose dei malati di vaiolo e di vaccino, e mancanti nei sani o negli
affetti da altre malattie.

« La presenza costante dei Cytoryctes nell'epitelio corneale di coniglio
innestato con linfa vaccinica attiva e la loro mancanza nelle cornee innestate
con linfa non attiva o con altre sostanze.

« La possibilith di trasmettere 1'infezione vaccinica da coniglio a coniglio
con successivi innesti di epitelio corneale, per un numero indefinito di

generazioni.
« La forma e la struttura dei corpuscoli vaceinici, per cui alcuni autori
hanno creduto di poter distinguere in essi un nucleo ed un protoplasma, e
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di poter interpretare alcune figure come stadi di moltiplicazione per divisione
ed anche per sporulazione.

« I loro movimenti ameboidi, perd contestati anche da osservatori favore-
voli all'ipotesi di Guarnieri.

« L'essere la linfa filtrata costantemente inattiva, il che induce general-
mente a dedurre che gli esseri parassitari causa del vacecino non possano
essere tanto piccoli da sfuggire all'indagine microscopica ».

Negli ultimi mesi sono comparsi altri due lavori pure favorevoli all'ipo-
tesi di Guarnieri, ma per ragioni diverse da quelle generalmente ammesse.
Uno & di uno scienziato giapponese, 1'Ishigami, il quale ritiene di aver colti-
vato il parassita del vaccino e lo descrive come uno sporozoo con un complicato
ciclo di sviluppo e capace d'incistarsi nella pelle delle vitelle ecc. L'altro &
di Sanfelice ¢ Malato, e viene alla conclusione che i Cyloryctes non somo
altro che stafilococchi.

Contro l'ipotesi della natura parassitaria dei Cyforyctes furono mosse
pavecchie obbiezioni, di cui le principali sono le seguenti:

« I Cytoryctes non si otterrebbero solo coll'innesto di linfa vaccinica
attiva, ma anche con irritazioni ed infiammazioni della cornea di coniglio
prodotte con agenti meccanici o chimici, quali l'olio di croton, 1'inchiostro
di China, I'acido osmico ecc. (Ferroni e Massari).

« I Cytoryctes potrebbero essere i nucleoli delle cellule epiteliali
(Babes).

« I Cytoryctes sarebbero leucociti trasformati (Salmon, London).

« I Cyforyctes sarebbero alterazioni protoplasmatiche caratteristiche per
il vaccino (Hiickel) ».

Altri autori (Gorini, Ferroni e Massari) accennano ad una possibile
derivazione dai nuclei, ma senza insistervi.

I1 concetto di Ferroni e Massari, che i Cyforyctes non siano alterazioni
specifiche del vaccino, é stato dapprima contrastato da molti osservatori; piu
tardi perd Hiickel ha dimostrato che coi mezzi usati da Ferroni e Massari si
ottengono veramente corpuscoli che sono eguali ad alcuni corpuscoli vaccinici,
ma che per il modo di comportarsi colle materie coloranti differiscono della
grande maggioranza dei Cytoryctes, i quali percid possono ritenersi specifici
pel vaccino.

La derivazione dai leucociti, per le osservazioni di varl autori e per
esperimenti di Hiickel, & stata dimostrata infondata.

Le altre ipotesi non possono dirsi né sufficientemente dimostrate, né

da escludersi.
Passo ora ad esporre i resultati delle ricerche da me eseguite nel labo-

ratorio di Anatomia comparata, sotto la direzione del prof. Grassi. Le espe-
rienze furono proposte dal prof. Grassi, ed i resultati furono da lui controllati.
Lo studio durd ben due anni, e fu iniziato e continuato colla speranza di
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trovare la dimostrazione della natura parassitaria dei Cytoryctes;
tamente non siamo riusciti nel nostro intento.

Le nostre ricerche possono dividersi in tre parti. Nella prima sono com-
prese le osservazioni dirette a ricomoscere la natura dei Cytoryctes collo
stu@w della loro struttur\a e delle loro proprietd (movimenti ameboidi, ripro-
duzione). N?lla seAconda‘ 8 <?omp1'eso lo studio del modo di comportarsi dei
Cytoryctes in varf ambienti, ed i rapporti tra le alterazioni subite daj Cyto-
ryctes e l'attivitd del mezzo in cui erano contenuti. Nella terza & compreso
lo studio delle forme che si riscontrano nel vaiuolo delle pecore (clavelée).

ParTE I. Premesse. — Dopo le moltissime ricerche degli autori pre-
cedenti, ben poco si pud aggiungere di nuovo alla conoscenza della struttura
dei Cytoryctes. Le nostre ricerche furono eseguite per la massima parte sul-
I'epitelio corneale di coniglio, ma prima abbiamo voluto stabilire se nell’epi-
telio corneale di coniglio il parassita compisse tutto il suo ciclo di sviluppo
o solo una parte. Le esperienze di Wasielewski, dimostranti che per 46 gene-
razioni si pud trasmettere l'infezione da coniglio a coniglio con innesto di
epitelio corneale infetto, non bastano a risolvere tale questione, come pure
non sono sufficienti le esperienze di Guarnieri, dello stesso Wasielewski e
di altri (*), dimostranti che coll'innesto di epitelio corneale di coniglio in-
fetto, si possono riprodurre nei vitelli e nei bambini le pustole caratteristiche,
Potrebbe darsi infatti che avvenisse per il vaccino qualche cosa di simile
a quel che avviene per la malaria. E noto che iniettando in individui sani
il sangue di individui malarici, si produce nei sani la malaria, per quanto
il sangue malarico contenga i parassiti malarici solo in un periodo della
loro vita.

Per stabilire dunque se nell'epitelio corneale di coniglio si trovino o
no tutti gli stadi del parassita, abbiamo ricercato se 1'epitelio corneale inne-
stato col vaccino, che ber brevitd chiameremo virus corneale, come fu pro-
posto da Gorini, godesse di tutte le proprietd del vaccino tratto dalle pustole
di vitella.

Le proprietd notissime del vaccino sono quelle di conservarsi in glicerina,
di resistere al disseccamento ed all’acqua distillata. Abbiamo sottoposto a
questi trattamenti il virus corneale, ed abbiamo potuto stabilire che anche
esso conserva la propria attivitd. Ne abbiamo dedotto che il virus corneale
deve contenere tutte le forme esistenti nelle pustole cutanee, e pud quindi
venire adoperato per uno studio completo del parassita.

Strutiura dei Cytoryctes. — Le nostre ricerche furono eseguite in parte
a fresco, in parte colle sezioni. Per le ricerche a fresco abbiamo osservato la
raschiatura dell'epitelio corneale nelle lacrime di coniglio, nella soluzione

disgrazia-

(1) Nel lavoro in esteso sard riferito esattamente quanto & gia stato fatto da ciascun
autore. In questa Nota, per evitare complicazioni, sono state omesse molte citazioni.
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fisiologica di cloruro di sodio, nella miscela di acqua e glicerina in parti
eguali. Quest'ultimo mezzo & quello pi favorevole all’osservazione. Nei bran-
delli di epitelio raschiati nel luogo d'infezione, due o tre giorni dopo 1'ino-
culazione, in ogni cellula accanto al nueleo, si distinguono i Cyloryctes che
possono venir divisi in due gruppi. Il primo comprende le forme pili piccole.
tondeggianti, omogenee, assai splendenti; il secondo comprende forme pil
grandi, che appaiono costituite di tanti piccoli granuli splendenti, situati
sopra -una massa poco splendente, di forma variabile.. L’insieme dei granuli e
della massa sottostante apparisce meno brillante delle forme pilt piccole ton-
deggianti. Manca l'alone chiaro, tanto nelle prime che nelle seconde forme.

Col mezzo delle. sezioni, abbiamo intrapreso anzitutto ricerche di con-
trollo per studiare le alterazioni protoplasmatiche che, come altri autori hanno
dimostrato, si possono produrre nell’ epitelio corneale con semplici lesioni della
cornea, senza introduzione di sostanze estranee. Per questo, una volta abbiamo
praticato delle incisioni nella cornea di coniglio col metodo usato per le inie-
zioni vacciniche, abbiamo poi esaminato la cornea dopo 3 giorni. Un'altra
volta abbiamo praticato un taglio circolare nella cornea in modo da lasciarla
attaccata al bulbo. oculare solo. per alcuni piccoli tratti. Anche questa volta
la cornea fu esaminata dopo 3 giorni. In tutti e due i casi abbiamo usata
la fissazione colla soluzione satura di sublimato con 0,50 °/, di cloruro di
sodio, e le colorazioni.coll'emallume o colla miscela: di Biondi.

Colle semplici incisioni si sono prodotte nelle cellule -epiteliali figure che
sembrano leggeri ispessimenti di:protoplasma, colorabili- in rosso' colla mi-
scela di Biondi; abbiamo osservato anche parecchie figure di carioplasmolisi.

Nei preparati ottenuti colla cornea in cui fu praticato il taglio circo-
lare, a volte si notavano ancora figure che apparivano come ispessimenti pro-
toplasmatici, in alcune sezioni per lunghi.tratti dell’ epitelio, nel protoplasma
delle cellule si osservavano moltissimi granuli sferiei, di dimensioni variabi-
lissime, che, colla miscela di Biondi, si colorivano in rosso cupo. In alcuni
preparati coloriti coll’ emallume si trovavano molti nuclei assai alterati, invece
della forma solita presentavano sporgenze di forme svariatissime, con tendenza
evidente a separarsi via. Alcune.di queste sporgenze, osservate a differente
livello, apparivano ora riunite, ora staccate dal nucleo, altre erano nettamente
separate. Queste forme devono esser state quelle che suggerirono ad alcuni
autori 1'ipotesi della derivazione dei Cyforyctes dai nuclei. Nei preparati
coloriti colla miscela di Biondi, non abbiamo mai trovato fueri dei nuclei
alcuna figura col colore azzurro proprio dei corpuscoli vaceinici.

Per 1'esame dei veri Cyforyctes furono usati parecchi metodi di colo-
razione. In questa Nota ricorderemo solo. quelli che ci diedero risultati piu
importanti.

. Nei preparati di cornea fissata con sublimato e cloruro di sodio, colo-
riti colla miscela di Biondi, si osservano una quantitd di figure diverse, le
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quali furono mlnuta\.mente e con grandissima precisione descritte dall’ Hiickel
nel suo 'la,voro pubblicato nel 1898 ; una ripetizione sarebbe qui fuor di luogo,
bagta ricordare che i pilt piceoli corpuscoli vaceinici, di forma pilt o meno
tondeggiante app.ari.scono coloriti in azzurro molto intenso, le forme pilt grandi
appariscono costituite da una parte irregolare colorita in azzmro poco. intenso,
e. da una 'parte rossa costituita per lo pit di granuli disposti in differentis-
sime maniere. Tenendo presente che i granuli rossi e, in generale, tutte le
formazioni eritrofile sono state ottenute indipendentemente dalle iniezioni di
vaccino, resta assal difficile la limitazione di quanto pud ritenersi come paras-
sita, perché da alcune forme in cui i granuli rossi e le masse azzurre sono
intimamente connesse, si passa per gradi insensibili a figure in cui si trovano
granuli e frammenti variamente coloriti, sparsi per il protoplasma.

Colla colorazione per mezzo dell’ ematossilina ferrica di Heidenhain, le
forme pili piccole appariscono intensamente ed uniformemente colorite in nero,
da queste si passa gradatamente a forme che mostrano un orlo petiferico piu
intensamente colorito, poi ad altre che hanno i contorni come smerlati, for-
temente coloriti e la parte centrale chiara ed infine alle forme piu grandi
in cui si vede una massa irvegolare chiara sulla cui superficie sono disposti
granuli che si colorano in nero intenso. In alcuni casi i granuli appariscono
evidentemente congiunti da filamenti sottilissimi. Per mezzo della doppia
colorazione coll’ ematossilina ferrica ed eosina, a volte, ma assai raramente,
si nota attorno al corpuscolo .colorito .in nero un orlo roseo sottilissimo, ma
il limite verso il corpuscolo nero non & esattamente definibile. Nei preparati
fissati col liquido di. Flemming o coll’ acido acetico, coloriti collo stesso mezzo,
si osserva nei corpuscoli.piu grandi una struttura alveolare.

Esaminando a fortissimo ingrandimento le sezioni sottilissime di epi-
telio corneale di coniglio fissato con sublimato e cloruro di sodio, colorite
con ematossilina Delafield ed acido acetico, oppure con emallume ed acido
acetico, i corpuscoli si vedono congiunti quasi sempre al protoplasma cellu-
lare per mezzo di filamenti sottilissimi. Le forme medie e quelle pid grandi
mostrano una struttura.alveolare con presenza di granuli; qualche volta si
colora come una massa diversa per forma e posizione nei diversi corpuscoli.

Maggiori particolari saranno descritti nel lavoro in: esteso, per ora osser-
viamo solo che non & dimostrata la presenza di un protoplasma e di un
nucleo propriamente detto. La presenza di granuli e di masse piu intensa-
mente colorite, potrebbe far pensare alla presenza di una rete cromidiale o
di cromidi, come furono dimostrati nei bacteri ed in alcuni.protozoi; ma a
questa interpretazione si oppone il fatto che tanto i granuli, i quali si riscon-
trano quasi sempre, quanto le masse pilt colorite, che si vedomo solo ecce-
zionalmente, osservate con attenzione si rivelano situate non dentro, ma.alla
superficie, ossia sopra al corpuscolo. Cid concorda con quanto fu osservato
da Hiickel.
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Movimenti ameboidi. — Molte ricerche furono da noi fatte colla spe-
renza di decidere la questione relativa all’ esistenza dei movimenti ameboidi.
Le prime nostre osservazioni furono intraprese sull’ epitelio corneale di coni-
glio innestato con vaccino, osservato secondo le indicazioni di Gruarnieri nella
soluzione fisiologica di cloruro di sodio o nelle lacrime di coniglio, col tavolino
riscaldante alla temperatura di 35°-40° centigr. Per quanto abbiamo ripetute
le osservazioni, non abbiamo mai potuto riscontrare nessun movimento dei
Cytoryctes, mentre abbiamo potuto segumire i movimenti ameboidi dei leuco-
citi sparsi per il preparato.

Rileggendo attentamente le parole di Guarnieri, abbiamo notato come
nelle pubblicazioni successive a quella del 1892 in cui dice che i corpuscoli
vacciniei sono « capaci di cambiar forma », non afferma piu esplicitamente
di avere osservato mell epitelio corneale del coniglio i movimenti dei Cyfo-
ryctes, ma solo di aver osservato i Cytoryctes « nelle pit svariate movenze
ameboidi ». I1 Guarnieri parla poi di « corpicciuoli che presentavano movi-
menti per i quali la configurasione della loro massa subive continue
trasformazioni » osservate mel detritus di pustole vacciniche, raccolto dalle
pustole con tubetti capillari.

Per la cortesia del prof. Leoni, molto benemerito direttore dell’ Istituto
vaceinogeno di Roma, il quale gentilmente c¢i ha fornito quasi tutto il vac-
cino da noi usato nelle nostre ricerche, ed a cui esprimiamo la nostra viva
gratitudine, abbiamo potuto avere anche il materiale necessario per ripetere
queste osservazioni di Guarnieri. Anche noi nei detriti di pustole vacciniche,
abbiamo riscontrato parecchi corpuscoli i quali realmente cambiavano di forma,
ma ci mancava qualunque criterio per ascrivere questi corpuscoli ai Cyfo-
ryctes. Bssi si trovavano liberi nella linfa raccolta con tubetti capillari ed
abbastanza numerosi, mentre & noto che questa linfa costituisce un vaceino
poco attivo. Facendo colla linfa preparati per strisciamento, fissati (metodo
di Schaudinn) con un miscuglio di sublimato acquoso concentrato (100 parti),
alcool assoluto (50 parti) ed acido acetico (5 goccie), coloriti con emallume
o con ematossilina ferrica, non vi si riscontrano liberi corpi riconoscibili
per Cytoryctes.

Crediamo poter ritenere che i corpuscoli con movimenti ameboidi os-
servati nella linfa, mon siano che linfociti molto piccoli, o frammenti di
leucociti.

Riproduzione. — Uno degli argomenti di maggior valore portati a so-
stegno dell’ipotesi parassitaria, consiste nell’ osservazione di forme che possono
interpretarsi come forme di riproduzione per divisione od anche per sporula-
zione. Dall' esame dei nostri preparati risulta-che veramente si trovano mol-
tissime figure di Cytoryctes allungati, con uno strozzamento (talvolta anche
con .due o tre), figure che possono essere interpretate come stadi di divisione;
anzi queste forme non sono poco numerose, ma nelle cornee di coniglio ucciso
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due o tre giorni dopo 1'innesto, sono abbastanza frequenti. Colpisce perd il
vedere come tali figure non presentino nessuna costanza di forma ng di di-
mensione, e si riscontrano tanto in corpiceiuoli piccolissimi quanto in aleuni
di quelli piu grandi forniti di granuli.

Quanto alla riproduzione per spore, certamente 1o forme descritte dai
vari autori sono quelle costituite da una massa ricoperta pill o meno dj
granuli svariati, ma anche qui non si ha nessun dato certo per poter accer-
tare che si tratti di una sporulazione. Si pud invece opporre che questi gra-
nuli si vedono sempre alla superficie, mai nell’ interno dei corpuscoli, che
appariscono congiunti tra di loro per mezzo di filamenti e che infine colla colo-
razione di Biondi, non si ha un limite tra le supposte spore e tutte le for-
mazioni eritrofile che si ottengono senza 1'innesto del vaceino. Ta distinzione
proposta da Wasielewski, di due sorta di corpuscoli: gli uni con pochi gra-
nuli disposti uniformemente che costituirebbero i parassiti, gli altri con
molti granuli disposti senza regola, che sarebbero forme di degenerazione,
appare a noi, come ad altri autori, del tutto artificiosa.

A completare le nostre ricerche sulla riproduzione dei Cytoryctes, ab-
biamo voluto ripetere anche le osservazioni fatte dall’ Ishigami sulle pustole
vacciniche delle vitelle, osservazioni che lo condussero a deserivere una
fase d'incistamento del parassita, preludente alla formazione di numerosi
sporozoiti.

I prof. Leoni, gid ricordato, ha avuto la gentilezza di innestare per
noi una vitella, e di tagliarne via le pustole ad ogni nostra richiesta. Cosi
abbiamo potuto osservare le pustole cutanee dopo 3, 5 e 7 giorni.

Nel luogo dell’ infezione abbiamo trovato corpuscoli simili a quelli
osservati nell’ epitelio corneale del coniglio, ma niente che alludesse alla
formazione di cisti. E difficile immaginare che le cisti possano essere sfug-
gite alla nostra attenzione, tanto pili che, secondo 1' Ishigami, non si tratte-
rebbe di piccoli corpicciuoli, ma di forme di cui quelle di media grandezza
avrebbero la larghezza di 10-12 u e la lunghezza di 15-25 u.

Disgraziatamente nella pubblicazione di Ishigami mancano figure che
chiariscano il testo.

Riassumendo: i resultati di questa prima serie di ricerche, pur provando
la specificita dei corpuscoli vaccinici, ci banno condotto ad escludere in essi
la presenza di un protoplasma e di un nucleo, o di cromidi, o di una rete
cromidiale, ¢i hanno fatto escludere i movimenti ameboidi, ¢i hanno dimo-
strato che le forme supposte di moltiplicazione non possono dirsi veramente
tali, e che non & possibile stabilire un limite tra quel che pud supporsi paras-

sita e quel che certamente non lo é.
V. C.




