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con  la  p r e p a r a z i o n e  s t a n d a r d  I n t e r n a z i o n a l e  1 de l la  
q u a l e  1 m g  = 1 un i t~ .  I saggi  s u l t ' a n i m a l e  i po f i s ec tomiz -  
z a t o  s o n o  s t a t i  e segu i t i  con  1 -0 ,5 -0 ,25  m u  (mil l iunitX) 
ed  i r i s u l t a t i  sono  r i p o r t a t i  nel  graf ico  de l la  f i g u r a  2. 
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Hilliunit,t di A.C.T.H.(U.S,P.) per lOOg di peso corporeo 

Fig. 2. Diminuzione dell'acido ascorbico nelle surrenali per somrnini- 
strazione endovena di A.C.T.H. (Provisional U.S.P. Cortieotropin 

Reference Standard). 

T e n e n d o  p r e s e n t e  che  la  d i m i n u z i o n e  m e d i a  de l l ' a c ido  
ascorb ico  hel le  s u r r e n a l i  d e t e r m i n a t a  d a  0,5 c m  3 di 
p l a s m a  ~ di  31,18 ± 3,73 e que l l a  d e l l ' u l t r a f i l t r a t o  ~ di  
40,6 4- 4,19, si p u b  d e d u r r e  in  ba se  al  graf ico  de l la  f i g u r a  
2 che  il c o n t e n u t o  di  A .C .T .H.  ~ di  40 m u  p e r  100 c m  ~ d i  
p l a s m a  e di  52 m u  pe r  100 c m  3 di u l t r a f i l t r a t o .  

Conclusioni. Dai  d a t i  r i p o r t a t i  a p p a r e  i n n a n z i t u t t o  
c o n f e r m a t o  che  il p l a s m a  di i n d i v i d u o  n o r m a l e  poss iede  
a t t i v i t k  c o r t i c o t r o p a .  A n c h e  se le d i m i n u z i o n i  di ac ido  
a sco rb i co  he l le  s u r r e n a l i  o s s e r v a t e  con  la  n o s t r a  t e c n i c a  
( i n i e t t a n d o  0,5 c m  s di  p l a s m a  f resco  pe r  100 g di  peso  
corporeo)  n o n  sono  m o l t o  e l eva t e ,  p u r t u t t a v i a  no i  r i te -  
n i a m o  t h e  q u e s t i  d a t i  s i ano  s u f f i c i e n t e m e n t e  s ign i f i ca t iv i ,  
t a n t o  pifl se si t e n g o n o  p r e s e n t i  i r i s u l t a t i  o t t e n u t i  nel le  
p r o v e  in  b i a n c o  u s a n d o  so luz ione  f is iologica.  D ' a l t r a  
p o r t e  col  n o s t r o  ceppo  di r a t t i ,  t a l l  d a t i  c o r r i s p o n d o n o  a 
quel l i  o t t e n u t i  u s a n d o  0 ,25-0 ,50  m u  de l la  p r e p a r a z i o n e  
s t a n d a r d  I n t e r n a z i o n a l e .  

U n a  t e c n i c a  d ' a r r i c c h i m e n t o ,  t h e  p e r m e t t a  cio~ di  
c o n c e n t r a r e  I 'A .C .T .H .  e m a t i c o  p r i m a  det saggio,  come  
que l l a  p r o s p e t t a t a  r e c e n t e m e n t e  d a  SYDNOR e SAVERS 2, 
noi  la  r i t e n i a m o  cons ig l i ab i le  q u a l o r a  si o s se rv ino  ab -  
b a s s a m e n t i  de l l ' a c ido  ascorb ico  nel le  s u r r e n a l i  m o l t o  l imi-  
t a t i .  A q u e s t o  r i g u a r d o  r i ce rche  c o m p a r a t i v e  sono  in 
corso d a  p a r t e  nos t r a .  

P e r  i sogge t t i  e s a m i n a t i  ( tabel la)  il p l a s m a  p r e s e n t a  
un ' a t t i v i tS ,  c o r t i c o t r o p a  c o r r i s p o n d e n t e  ad  u n  va lo re  
med io  di 40 m u  di A.C.T .H.  p e r  100 c m  ~, m e n t r e  pe r  
l ' u l t r a f i l t r a t o  ~ di 52 m u  pe r  100 c m  3 e cio~ l i e v e m e n t e  
super io re .  S e n z a  vo le r  pe r  o r a  a t t r i b u i r e  u n  s ign i f i ca to  

t R i n g r a z i a m o  l ' A m e r i c a n  C o m m i t t e e  U n i v e r s i t y  of B o l o g n a  di  
New Y o r k  che  ci h a  g e n t i l m e n t e  p r o c u r a t o  il P rov i s iona l  U.S .P .  
C o r t i c o t r o p i n  Refe rence  S t a n d a r d .  

2 K. L. SVDNOR e G. SAVERS, Proc .  Soc. oxp, Biol, 3led, 79, 4:1"2 

(1959). 

a q u e s t a  d i f f e r enza  che  p o t r e b b e  r i e n t r a r e  nei  l imi t i  di 
e r ro re  s p e r i m e n t a l e ,  r i s n l t a  c h i a r a m e n t e ,  t h e  la  s o s t a n z a  
c o r t i c o t r o p a  del  p l a s m a  b t o t a l m e n t e  u l t r a f i l t r a b i l e .  Ci6 
a p p a r e  n o n  solo da l  va lo re  medio ,  m a  a n c h e  da i  d a t i  
s ingol i  r i f e ren t i s i  a c i a scun  p l a s m a .  U n a  c o n f e r m a  si h a  
n e l l ' o s s e r v a z i o n e  che  i r e s idu i  de l la  u l t r a f i l t r a z i o n e  
e s a m i n a t i  n o n  p r e s e n t a n o  a l c u n a  a t t iv i tA .  

I n  ba se  p e r t a n t o  ai r i s u l t a t i  o t t e n u t i ,  noi  s i a m o  p o r t a t i  
a c o n f e r m a r e  che :  il s a n g u e  di u o m o  n o r m a l e  h a  u n ' a t -  
t i v i t ~  c o r t i c o t r o p a  ed  a p r ec i s a r e  che  I 'A .C .T .H .  e m a t i c o  

in f o r m a  r e l a t i v a m e n t e  sempl ice  e t a l e  d a  p o t e r  u l t r a -  
f i l t rare .  

C. A. R o s s L  L. MONTANARI, 
M. MARTINELLI e G. MORUZZI 

Istituto di Chimica biologica dell' Universitd di Bologna, 
il 7S oltobre, 7952. 

S ll ~/t )~1 a Y y 

C o r t i c o t r o p h i c  a c t i v i t y  of h u m a n  p l a s m a  as well  as of 
t h e  r e l a t i v e  u l t r a f i l t r a t e s  h a s  b e e n  a s s a y e d  b y  t h e  
a scorb ic  ac id  d e p l e t i o n  t e s t  on  h y p o p h y s e c t o m i z e d  ra t s .  

I t  is f u r t h e r  c o n f i r m e d  t h a t  h u m a n  p l a s m a  d i sp l ays  
a c o r t i c o t r o p h i c  a c t i v i t y  (40 m u  pe r  100 cm3), a n d  t h a t  
b lood  A.C.T .H.  is t o t a l l y  u l t r a f i l t r a b l e  (52 m u  pe r  100 
cm3). 

Th i s  m a y  l ead  to  t h e  c o n c l u s i o n  t h a t  A .C .T .H .  m a y  
be  p r e s e n t  in  b lood  in a r e l a t i v e l y  s i m p l e  form.  

N e w  M e t h o d  of S t a i n i n g  of Bac ter ia l  C a p s u l e s  
in F i l m s  and S e c t i o n s  

I t  is well  k n o w n  t h a t  m a n y  p o l y s a c c h a r i d e s  are  p r e s e n t  
in  b a c t e r i a l  cells. S u c h  p o l y s a c c h a r i d e  s u b s t a n c e s  are  
more  or  less d i r e c t l y  r e l a t e d  to  in fec t ious  or  i m m u n o -  
logical  p h e n o m e n a .  

Fig.1 .--Klebsiella pneumoniae. Alcian Blue - Carbolic Fucsin. 1 : 9000. 

V e r y  i n t e r e s t i n g  are  t h e  p o l y s a c c h a r i d e s  w h i c h  f o r m  
a capsu le  to  some  of t h e  b a c t e r i a l  cells. T h e  i m p o r t a n c e  
of t h i s  c ap s u l e  l ies in  t h e  f a c t  t h a t  i t  is c o n n e c t e d  w i t h  
v i r u l e n c e  a n d  spec i f i c i ty  of ge rms .  H o w e v e r ,  t h e  p rac -  
t i ca l  d e m o n s t r a t i o n  of b a c t e r i a l  capsu les  in  f i lms a n d  
sec t ions  is v e r y  d i f f i cu l t ;  s eve ra l  s t a i n i n g  p r o c e d u r e s  
h a v e  b e e n  dev ised ,  b u t  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  h a v e  n o t  
b e e n  s a t i s f a c t o r y .  G o o d  resu l t s  h a v e  n o w  b e e n  o b t a i n e d  
f r o m  t h e  fo l lowing  process ,  w i t h  w h i c h  I h a v e  succeeded  
in d e m o n s t r a t i n g  t h e  b a c t e r i a l  c apsu l e s  in  f i lms a n d  
sec t ions .  
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"rhe m e t h o d  is based  on the  i n t roduc t ion  of a s ta in ing  
substance cal led " A l c i a n  Blue  8GN 150"L  which  has  
great  a f f in i ty  for the  bac te r i a l  capsules .  I h a v e  also been 
able to es tabl ish  t h a t  an a f f i n i t y  for th is  s ta in ing  sub-  
s tance is m a i n t a i n e d  by  i so la ted  po lysacchar ides  and  
disappears  a f te r  e n z y m a t i c  demol i t i on  of capsu la r  
polysacchar ide  subs tance .  This  fact  suggests ,  wi th  grea t  
probabi l i ty ,  a speci f ic i ty  t owards  s ta in ing.  
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Fig.2. Pneumocoeeus I21. Alcian Bhle - GRAM'S staining. 1 : 1200. 

F ina l ly  the  m e t h o d  is v e r y  easy  to per fo rm and always 
gives  good  results .  E x c e l l e n t  resul ts  have  also been 
ob t a ined  in s ta in ing  the  wal ls  of fungi.  

A. NOVELLI 

Department o[ General I~athology and Bacteriology, 
University o/Genoa, August  26, 1952. 

Riassunto 

Viene descr i t to  un n u o v o  m e t o d o  di colorazione delle 
capsule  ba t t e r i che ,  su strisci  e nei tessuti ,  basa to  sul- 
l ' impiego  di un n u o v o  co loran te  : l 'Alc ian  Blue 8GN 150. 
Tale  co lo ran te  ha  d i m o s t r a t o  di possedere un 'aff ini tA 
per  i pol isaccar idi  capsular i .  

I1 me todo ,  di sempl ice  e r ap ida  esecuzione,  ~ pure  in- 
d ica to  per  la coloraz ione  delle pa re t i  cel lulari  dei micet i .  

P R O  E X P E R I M E N T I S  

1Dber Arbeitsst6rungen bei serologischen U n t e r -  

s u c h u n l ~ e n ,  v e r u r s a c h t  d u r c h  ein Waschmittel 

Staining solution: Alcian  Blue 8GN 150 1 g 
Alcohol  abso lu te  100 g 

For  s ta in ing  use 1 drop  of this  solut ion to 1 cm a of 
distilled water .  

Method o[ staining 
(A) I n / i l m s  : 

(1) Dry  th in ,  e v e n l y  spread  f i lms in the  air  and  fix by  
passing t h r o u g h  a f lame.  

(2) Cover  t he  f i lms wi th  t he  d i lu ted  so lu t ion  of Alcian 
Blue for t min.  

(3) Wash  in t a p  wate r .  
(4) Counte rs ta in  w i t h  a solut ion d i lu ted  1:100 ZIEHL- 

NEELSEN'S carbol ic  fucsin for 3-5 s. 
(5) Wash  well  in t a p  water .  
(6) Dry  and examine .  

(B) In  sections : 

(1) F ix  in 10% fo rmal in  and e m b e d  in paraff in .  
(2) T rea t  paraf f in  sect ions  in t he  usual  w a y  up  to  water .  
(3) Sta in  t he  sect ions  in f reshly d i lu ted  solut ion of 

Atcian Blue for 5 rain. 
(4) Wash  in dis t i l led water .  
(5) Counte rs ta in  wi th  d i lu ted  solut ion (1 : 100) of ZtI.:HL'S 

carbolic fucsin for 5 s. 
(6) Wash  well  in dis t i l led water .  
(7) Di f fe ren t ia te  v e r y  qu ick ly  in 95 % alcohol.  
(8) D e h y d r a t e  in abso lu te  alcohol.  
(9) Clear in xylo l  and m o u n t  in ba lsam.  

The bac te r ia l  capsules  are blue,  bac te r i a  are red. I t  is 
also possible to m a k e  use of a GRAM'S s ta in ing  ins tead  of 
simple ZIEHL'S carbol ic  fucsin,  b u t  in this  case i t  is 
advisable to r e a p p l y  the  so lu t ion  of Alc ian  Blue a f te r  
the alcoholic d i f fe ren t i a t ion  for 1 rain. Of course the  
contras t  be tween  the  capsu la  and Gram-pos i t i ve  bac-  
ter ia  is less ev iden t .  

Im  S o m m e r  und H e r b s t  1951 befass ten  wi t  uns mi t  
der  H A m a g g l u t i n a t i o n  nach  MIDDLEBROOK und DuBos  
(HMD.) fiir die U n t e r s u c h u n g  auf  R inde r tube rku lose .  

Die A r b e i t s t e c h n i k  en t sp rach  den Angaben  voil 
BRODHAGE t. 

AIs Tes t f l i i ss igkei t  d i en t en  die mi t  Tube rku l in  (PPD. -  
Kopenhagen)  sensibi l is ier ten und in der  Kochsalz l6-  
sung suspend ie r t en  H a m m e l e r y t h r o z y t e n .  

Die P roben  w u r d e n  in K a h n s c h e n  R6hrchen  angese tz t ,  
j e d e m  R6hrchen ,  das  0,3 cm 3 der  en t sp rechenden  Serum-  
v e r d i i n n u n g  en th ie l t ,  wurde  die gleiche Menge (0,3 cm 3) 
Tes t f l i i ss igkei t  h inzugeff igt .  N a c h  zweis t t ind igem Be- 
br i i ten  im T h e r m o s t a t  wurden  die Gliiser bei Z immer -  
t e m p e r a t u r  die N a c h t  h indu rch  au fbewahr t ,  anschlies-  
send die R e s u l t a t e  abgelesen.  

I m  Ver lau f  yon  e t w a  6 W o c h e n  s te l l ten  sich S t6 rungen  
ein, i n d e m  die fiir die Tes t i e rung  der  P roben  zugese tz te  
E r y t h r o z y t e n a u f s c h w e m m u n g  h i imoly t i sch  wurde.  Die 
HAmolyse  be t ra f  in ers ter  Linie  die hohen  S e r u m v e r -  
df innungen,  i ndem sic zuers t  die Tes t f l i i ss igkei t skon-  
t rol le  (Testf l t iss igkei t  + NaC1) angriff ,  u m  dann  s tufen-  
weise auf  die h6chs ten  S e r u m v e r d f i n n u n g e n  i iberzuge-  
hen,  wobei  die n iedr igen  meis tens  i n t a k t  bl ieben.  Die  
Zei t  des H ~ m o l y s e a u f t r e t e n s  beschrAnkte  sich au f  20-30 
min  nach  der  Abf t i l lung  der  Testf l f iss igkei t ,  unabhAngig  
yon  der  T e m p e r a t u r ,  sowohl  im Z i m m e r  wie auch  im 
T h e r m o s t a t .  

N a c h d e m  die Nachpr f i fung  sAmtl icher  Reagenz i en  auf  
Re inhe i t  und die V e r w e n d u n g  von  E r y t h r o z y t e n  ande re r  
Tiere  keine  ~ n d e r u n g  bewirk ten ,  w u r d e n  s~mtl iche  an 
der  R e a k t i o n  be te i l ig ten  Subs tanzen  in ein anderes  In-  
s t i t u t  v e r b r a c h t  und die R e a k t i o n  mi t  den dor t igen  G1A- 
sern angesetz t .  Die Hi imolyse  t r a t  hier  n ich t  auf  2. 

Als dies fes tges te l l t  war,  un te r l ag  es schon ke inem 
Zweifel  mehr ,  dass der  Feh le r  i rgendwie  mi t  unsern  G1A- 
sern zusammenh ing .  Da  wir aber  diese R 6 h r c h e n  fr t iher 
s t6rungslos  v e r w e n d e t  ha t t en ,  muss te  der  F e h l e r  n ich t  
auf  das  G la sma te r i a l  selbst,  sondern  n u r  auf  die Reini -  
gungsa r t  zur i ickgef i ihr t  werden.  Zur  Zei t  wurde  in un-  

I H. BRODttAGE, Acta Davosiana, I0, H. 4 (1951). 
t Produced by hnperial Chemicai Industries Limited, Lond<m. 2 Schweizerisches For~ehungsinstitut ftir Tuberkulose in Davos. 


