BRENNO BABUDIERT & DARIA BOCCIARELLI

19. RICERCHE DI MICROSCOPIA ELETTRONICA. - Ili. STUDIO
MORFOLOGICO DEL GENERE SPIRONEMA.

Dalla data della sua seoperta, la spirocheta defla ricorrente & stata
oggetto di un gran numero di ricerche morfologiche, che hanno portato
molto spesso a risultari discordant {ra di loro. Filamenti assiali, tagelii,
membrane, ¢ altre Tormuazioni sono state deseritte, confermate o smentite
successivamente, si che in pratica possiemo dive che delt'ingma struttura
di queste spirochete sappiamo ben poco di sicuro,

Cio ¢ facilmente comprensibile, quando si ricordi che lo spessore del
parassita comporta appena una frazione di micron, e che le descritte parti-
colarita di struttura st trovano al hmite della visibilita microscopica,

St poteva percio ritenere a priort che lo studio di queste spirochete
eol microscopio clettronico, potesse dare risultati interessanti.

Nelle nostre ricerche abbiamo usato due ceppi di spirochete, uno di
Sp. novyl ¢ uno di Sp. obermeicri. [ ceppi provenivano da passaggt cse-
Zuiti nei topini,

Abblamo pero studiato anche spirochete provenienti da culture 1n
mezzo di Hlert, Non sisono riscontrate sensthili differenze morfologicle
tra 1 due ceppi di spirochete. Abbiaumo soltanto notato che le spirochete
delle specie obermereri hanno uno spessore umforme. quelle del tipo novyi
hanno sovente spessori un po’ diverst da esemplare ad esemplare.

Lasservazione ¢ stata eseguita su spirochete hssate con formolo o
ackly osmico ¢ liberate, per quanto possibitie, mediante centrifugazion
frazionate, da clementi cellulani ¢ da alire impurita.

Riguardo alta teenica impiegata ed alla valutazione comparativa des
repertl ottenut: <ol micmscnpm attico ¢ quello dettromico, rmandiamo a
quanto abblamo derto in un lavoro precedente (1),

Anche in guesto caso fa diversita det mezzi i Bssazione usan non

ha sensibilmente inHuito sulla morfologia del parassiti.
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Prendiamo ova in considerazione @ diversi clementi costitativi della
spirocheta ed esponiamo i risultati ottenu dagh AA. precedent ¢ da noi.
con i due tipi di microscopio,

Aspetto generale, —- Non insistiamo in minute descrizioni dc]l\as‘pct-
to di uno spironem, perche ormai ben noto ¢ pon soggetto CONtTOVeT-
sie (fig. 1, 2). Ricordiamo soltanto che mentre per o pit 1o spessore detle
spirochete presenti inoun preparato @ uniforme, capita alle volte di osser-
vare uno spiccato dimorfismo (g, 3): accanto a spirochete grosse ¢ fa-
cimente colorabili se ne osservano alire molo piu sortili ¢ pallide.

Qualche A. [ Stesling ¢ Okuniewski ()| ha creduto di Iterpretarc
questa diversita di aspetto nel senso di un dimorfisme sessuale, Losserva-
zione col microscopio clettronico ¢i ha permesso di accertare che, mentre
le forme piti grosse appaiono integre, quelle sottili mostrano evidenti al-
teraziont e segni di disfacimento.

Esiste invece, ¢ crediamo di averlo rilevato per primi, con I'aiuto
del supermicroscopio, un altro evidente dimorfismo.

Nei preparati si notano cioé duc tipi di parassii. Gli uni hanno le
due estremitd ugualmente afflate (g, 4}, gl altri hunno un'estremitd af-
filata ¢ una arrotondata (fig. 5). La percentuale relativa dei due tipi varia
da caso a caso. Talvolta essi st trovano allincirca nel rapporto di 1: 1, altre
volte invece 1l tipo a due estramitd affitate & nettamente predominante. 1
primo caso si ha quando fra le spirochete le forme in divisione sono pitst-
tosto rare, il secondo quando 1l ritmo riproduttive & molto attive.

Questa osservazione ot induce 4 spicgare con la seguente 1potesi questo
dimorfismo. Si deve ritenere che la forma tiptca dello Spironenia i riposo
sia quella che presenta una estremita acuta ed una arrotondata. Nel pre-
cesso riproduttivo che abbiamo pure potuto ben seguire al supermicro-
scopio, la spirocheta presenta un inizio di strozzamento centrale (fig. 6):
Questo Strozzamento si accentud sempre piu e si nota un assottighamento
sempre pit spiccato (g, 7, 8, ¢) finchd st ha il distacco dei due puovi
clementi. 7

i questt T'uno avea evidentemente un’estremith affilfata (la neofor-
mata) e una arrotondata (la precsistente), mentre e estremita dell’altro
saranno ambedue affilate. Se 11 ritmo nproduttivo ¢ molto veloce, allu
prrimu segue una scconda divisione, senza che la spirocheta abbia il tempo
di passarc per lo stadio di riposo con una estremita arrotondata ¢ allora



— a0 -

il munero dei parassiti con ambeduc le estremita afhlate, supera di olto
quello deglt altri, _

Protoplasma. — E’ noto che nei preparati colorati col Giemsa gl
spironemi mostrano abbastanza spesso granuli pitr intensamente colorati,
talvolta d’aspetto cromatinico o volutinico ¢ altre brevi arce o vacuoli tra-
sparenti o quasi. Anche noi confermiamo tali reperti (fig. 1), Un vero nu-
cleo non ¢ stato finora descritto negli Spironema, perd Zuelzer (*) vi ha
individuato 'acido nucleinico.

Col microscopio clettronico il protoplasma dello spironema appare
per lo pitt uniformemente omogeneo (fig. 10). Non vi si vedono mai for-
mazioni riferibili a nuclei o elementi nucleoidi. In qualche caso si mettono
invece in evidenza zone trasparenti, alle volte molto piccole (fig. 11) altre
volte discretamente estese (fig. 12).

Assistile. — Zuelzer (") ammette che negli spironemi provenienti
da cultura sia ben visibile un asse centrale clastico, attorno al quale si
avvolge il protoplasma. Noguchi (') anzi considera la probabile presenza
dell’assistile come una delle caratteristiche tipiche del genere Spironema.

Non possiamo confermare tali reperti. Nelle spirochete da noi osser-
vate, tanto in quelle provenienti dal sangue del topino, come in quelle
coltivate in terreno di Illert, non si sono mai osservate formazioni attribui-
bili ad un assistile.

Membrana di rivestimento. — L'esistenza di tale membrana & molto
discussa. C’¢ chi la nega [Ehrenberg (*)), chi ne ammette Uesistenza
esclusivamente in senso fisiologico | Zuelzer (*)], altri come una differen-
ziazione del periplasto | Prowazek (*), Hoffmann (), Miihlens (*), Hart-
mann (*), Gonder ("), Fantham ("), ecc.}|; altri come una struttura ben
definita [ Migula (%), Afanassiew ('")}; qualcuno infine | Schellack ()]
lascia insoluto il problema.

Col microscopio elettronico non abbiamo mai osservato una mem-
brana di rivestimento, neppure nelle forme in procinto di dividersi, 13
.. dove, dato il forte stiramento, una membrana non sarebbe sfuggita all'os-
servazione,

Non si puod escludere che esista un addensamento periferico di pro-
toplasma, fors’anche particolarmente differenziato, che tenga luogo della
membrana di rivestimento ¢ che serva di supporte a quella ondulante,

20
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Mcembrana ondulante, — 1 esistenza o meno di una membrang on.
dulante nelle spirachete detla ricorrente, & stato uno degh argomenti pii
discussi, Gid Schaudinn (") aveva osservato scorrere lungo il corpo di spr-
rochete in riposo, un movimento ondulatorio, che egh attribui alla pre-
senza di una membrana ondulante. Altri AA. | Prowazek "'y e Gon-
der (") ] ritennero pure di averla vista, ma le Joro osservazioni non trova-
rono In seguito conferma | Gross ('), Schellack ('), ccc. |, tanto che So-
bernheim ¢ Loewenthal concludono il loro capitolo sulle spirochete (%)
con Vaffermazione che Uesistenza di una vera ¢ propria membrana ondu-
lante non € stata fAinora dimostrata con certezza in nessun gruppo di spi-
rochete,

Col microscopio ottico non & infatti possibile, né in vivo, né su pre-
parati colorati, riconoscere nclle  spirochete una membrana ondulante.
Questa risulta invece con la pilt grande evidenza nelle spirochete osser-
vate al supermicroscopio (hg. 6).

La membrana ondulante inizia poco sotto I'estremitd ¢ accompagna
in tutta la sua lunghezza il corpo della spirocheta. In essa, sc integra, non
si riconosce alcuna particolare struttura fibrillare: questa risulta inveee
evidente, come diremo in seguito, se la membrana si macera,

Lo spessore della membrana sembra essere uniforme in tutto it suo
decorso e si aggira tra 0,05 ¢ 0.0 cornispondente cloe a cirea '/, dello
spessore del corpo spirochetico. In corrispondenza del margine libero del-
la membrana, non si scorge nessun ispesstmento o Alamento. Nelle forme
in divisione, in corrispondenza allo strozzamento, non si scorge la mem-
brana ondulante,

Flagelli ¢ psendoflagelli., — Anche su questo punto i contrasti non
sono mancat, Riassumiamo brevemente quanto hanno affermato gl AA.
che ¢t hanno preceduto. '

Alcuni negano assolutamente la presenza di flagelll | Dobell ('), Mes-
nil (*)]. Altri, pur non ammettendo Vesistenza di questi, descrivono
nello Spironema filamenti terminali | Noguchi (4)]. che secondo qual-
cuno [Schellack (14)7 si ridurrebbero con Pinveechiamento. Questi fila-
menti dovrebbero essere rappresentati dall’estremita molro stirata ¢ assot-
figliata di spirochete suddivisesi di recente | Krzysztalowicz ¢ Siedlecki "N
Hoffmann %), ¢ v. Prowazek (*7), Miihlens (*) ¢ Hartmann (") ].
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Altri AA. ammettono Vesistenza di veri Hagelli. Cosi Novy ¢
Knapp (*) ne vedono di ondulati, di tipe batterico, Morosow (*) ne vede
da 1 a 4 ad una estremita. Bhandarkov ¢ coll, (**) trovano a ciascuna delle
duc estremira 1-2 funghi tagelli. Infine, usando Vimpregnazione argentica,
Borrel (77), Zettnow () ¢ Fraenkel (), descrivono numerosi tlagelh a
disposizione peritrica, Questa interpretazione non & perd accettata da
Hoffmann ¢ v. Prowazek ("), Miihlens ¢ Hartmann ("), Mayer (%), Schel-
ek (") ece.

Questi AA, i considerano come artefatsi ¢ i riproducono con una
certa facilitd sottoponendo le spirochete a macerazione, Fssi derivercbbero
dallo shibrillamento del periplasto. Perd Sobernheim ¢ Loewenthal ")
ritengono che non sia factle considerare in ogni caso come arrefatti |
Hagelli visibili nelle fgure di Zettnow (%) ¢ Fraenkel (7). La loro inter-
pretazione offrirebbe ancora difficolta.

Nell'osservazione di spirochete colorate, col microscopio ottico, non
abblamo mai visto formazioni interpretabili come Aagelli. Tutt’al pil
aleune spirochete avevano un'estremitd molto sottile ed affilaty, che poteva
simulare un pscudoflagello, come quellil descritti da Noguchi ¢ da Schel-
tack. In preparatt di spirochete alterate provenient da un topine in agonia
¢ colorate col metodo di Lancereux per j Hagelli, abbiamo visto filamenti
laterali ondulati, in numero vario, simili a quelli raffiguran da Zettnow
(fg. 13-14).

La loro esatta interpretazione doveva ¢ssere data appena dall’uso del
microscopio clettronica.

Con questo mezzo di osservazione abbiamo potuto vedere i seguent
tipt di formazioni Alamentose :

1) Flagelli terminali: Mentre te spirochete ad estremitd appuntite
non presentano mai Hagelli terminali, una notevole percentuale di quelle
ad estremitd disuguali presentano all’estremo arrotondato un ciuffo di
Haécll‘]i (hg. 15, 10, 17). Questi, in numero vanabile da 3-4 a una decing,
partono per o pit da un punto sitvato ad una frazione di micron dal-
Pestremita, quindi piuttosto che terminali, sono in realta da considerarst
subterminahi. Essi sono molto sottili, di spessore uniforme ¢ di lunghezza
molto diversa. T piti lunght raggiungono e superano i 5u di lunghezza
cd hanno un decorso ampiamente sinuoso (hig, 18).
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2) Filamento subterminaic. In alcunc spirochete, invece del ciuflo
dr Hagelli, parte dallestremita ottusa un filamento di circa 0,05 di dia-
metro. Anche questo non parte proprio dall’'estremith, ma da un punty
vicino a questa {fig. 1g, 20, 21). I! suo andamento ¢ la sua lunghezza ri-
cordanc molto quanto abbiamo osservato a proposite dei flageli. L'in-
terpretazione di questo reperto € piuttosto . difficile. Date le sue caratteri-
stiche e la sua frequenza, ¢ difficile considerarlo un semplice artefatto o
una impurita aderente alla spirocheta. Si pud supporre che esso sia Pequi-
valente dei flagelli, nel senso che possa, normalmente o eccezionalmente,
sfrangiarsi in un ciuffo di Alamenti sottili, oppure che questi ultimi pos-
sano eventualmente agglutinare e dare un unico filamento pit grosso.

E’ patiralmente molto difficile dire se la forma tipica sia rappresen-
tata in vivo dal filamento unico o dal ciuffo di flagelli.

3) In alcune rare spirachete abblamo osservato, lungo il decorso del
corpo, U'esistenza di sottili ciglia ¢ di ciuffetti di queste, di solito di breve
lunghezza (fg. s5), che sembrano corrispondere a quanto avevano osser-
vato Zettnow ¢ noi pure nei preparati impregnati con i sali d’argento
(hg. 13-14). L'interpretazione di questa reperto offriva serie difficoltd,
finche 1l problema ¢ stato risolto da un reperto occasionale.

Avevamo notato che in un caso le spirochete ottenute da un topo in
agonia, fssate con formolo ¢ lavate ripetutamente, presentavano segni di
degenerazione (dimorfismo, diversa affinitd tintoriale). Nen possiamo dire
se tale degenerazione sia intervenuta gia nelle spirochete in vivo, nell’or
ganismo del topo, oppure piti tardi nel corso delle manipolazioni subite
nella preparazione.

All’osservazione supermicroscopica tali spirochete appaiono alterate,
sottili, con il protoplasma che tende a frammentarsi, Inoltre esse presen-
tano un gran numero di sottili filamenti, a decorso pit o meno parallelo,

. che alle volte accompagnano sinuosamente il corpo in modo analoge alla
membrana ondulante (hg. 22, 23, 24, 25, 26), alle volte si staccano da
questo (fg. 27, 28).

Come si vede chiaramente nelle figure, tali ilamenti sono dovuti allo
sfibrillamento della membrana ondulante, ¢ sono quindi da considerarsi
artefatti.

S§i potrebbe ritenere che essi provenissera anche da una eventuale
membrana avvolgente o da un periplasto. Questa ipotesi & perd poco atten-
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dibile. A parte il fatto che Pesistenza di una simile membrana non ¢ stata
da noi mai rilevata, il decorso sinuoso di questi filamenti, il fatto che in
ogni tratto essi si trovano anche se staccati, soltanto ad uno dei due mar-
gini della spirocheta, fa ritenere che essi provengano esclusivamente dalla
membrana ondulante.

Poiché ¢ noto che la centrifugazione pud danneggiare ed asportare le
ciglia dcgli schlzomlcctl i siamo preoccupati di controllare se cid non
accadesse anche per la splrochctc. Abbiamo percio studiato anche spiro-
chete purificate semplicemente mediante diluizione del mezzo liquido e
sedimentazione, [ risultati cosi ottenuti non hanno fatto altro che con-
fermare quanto avevamo gid visto nei preparati purificati mediante cen-
trifugazione.

Spore e forme a riposo. — Qualcuno ha voluto vedere nelle spiro-
chete della ricorrente la formazione di spore ¢ la comparsa di particolari
forme di resistenza [ Balfour (**), Blanc (**), Fantham (*'), Hindle (**) ¢
Leishman (™)]. Dobbiamo rilevare che non abbiamo mai visto nulla di
simile.

Suddivisione. — E’ ormai pressoche generalmente ammesso che gl
Spitonema si dividono soltanto trasversalmente ¢ noi non possiamo che
confermare tale affermazione, Le figg. 6, 7, 8, g rappresentano forme in di-
visione. La modalita con cui questa avviene ¢ stata da noi gia descritta.

Concludendo, le nostre ricerche conducono a caratterizzare il genere
Spironema come segue: Spirochete provviste di spire ampie ¢ irregolari;
piu strette e regolari in cultura. Manca un filamento assiale. Non c’¢ con-
camerazione. Manca una membrana avvolgente. Esiste una membrana
ondulante. Esiste, nelle forme con una estremita arrotondata, un ciuffo di
flagelli 0 un filamento subterminale omologo a questi. Suddivisione tra-
sversale. Dissoluzione nei sali biliari. Immobilizzazione e lenta distruzione
ad opera della Saponina,

*"Come si vede queste caratteristiche sono notevolmente diverse da
quellte finora ritenute come tipiche del genere. Ricordiamo infine che net
piu recenti trattati prevale di nuovo la tendenza di togliere le spirochete
dal gruppo der Protozot, e di avvicinarle a quello degl Schizomicen, |
nostri reperti, ¢ specialmente quelli della presenza di Hagelli ¢ di una mem-
brana ondulante contraddicono nettamente tale attribuzione ¢ accostano
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singolarmente il genere Spironema al gruppo dei Tripanosomi, come gia
Schaudinn 50 anni fa aveva intravisto,

La principale differenza fra i due gruppi consiste perd ancor sempye
net fatto che mentre gli Spironema si dividono trasversamente, i Tripa-
nosomi si dividono longitudinalmente.

RIASSUNTO

Gli AA. hanno studiato col microscopio ottico ¢ con quello clettronico
la morfologia delle spirochete della ricorrente. Essi descrivono due tipi di
spirochete: uno con duc estremita affilate ¢ uno con un’estremity affilata
ed una rotondeggiante.

Le spirochete sono provviste di una membrana ondulante e, all’estre-
mitd arrotondata, di un ciuffo di Hagelli terminali o di un filamento
subterminale. Mancano: una membrana avvolgente, formazioni nucleo-o
sporosimili, filamenti assiali. La membrana ondulante pu(‘) in particolari

circostanze shbrillarsi e simulare esistenza di una flagcllazione peritrica.

SUMMARIUM

Microscopiis cum optico tum electronico usi, Auctores morphologiam
exploravere spirochactarum recurrentis febris.

Ildem duo spirochaetarum describunt genera, alterum utrimque acu-
minatum,alterum ex una parte acutum, teres ex altera

Spirochactns autem instructac sunt membrana guadam undulanti,
et, qua parte teretes sunt, Hagellorum cirro terminali et capilamento sub-
terminali.

Lla vero desunt: membrana aliqua involvens, ¢t formata nucleorum
vel sporarum similia, et capillamenta ascialia,

Membrana illa undulans nonnunquam accidit ut in fbrilla scindatur,

adoflagellationem simuletur peritrichon.

Roma. — Istitute Superiore di Sanita - Laboratorio di Batteriologia - Laboratorio

di Fisica.
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Fig. 2. - Spironema obermeieri, dal topino. Fissazione
ac. osmico, coloraz. genziana fenicata; 1800 3.

Fig. 3. - Spironema novyi, dal topino. Dimorfismo.
Fissaz. formolo, coloraz. genziana fenicata; 1800 .
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B. BABUDIERI E LJ.

Fig. 7. - Spironema obermeieri, dal topino. Forma
in divisione. Fissaz. ac. osmico; 19.020 X .

Fig. 8. - Spironema novyi, dal topino. Forma in
divisione. Fissaz. formolo; 17.500 % .
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Fig. 9. - Spironema novyi, dal topino. Forma in
divisione. Fissaz. formolo; 19.000 .

Fig. 10. - Spironema novyi, dal topino. Estremita
affilata. Fissaz. ac. osmico; 19.000 .
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Fig. 11. - Spironema novyi, dal topino. Gruppe di
spirachete con vacuoli protoplasmatici. Fissazione
ac. 0smico; 19.000 - .

Fig. 12. - Spironema cobermeieri, dal topino. Vacuoli
protoplasmatici. Fissaz. ac. osmico; 16.000
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B, Bastinert t [, BOUCCRARELLY - Studie morfolog

Fig. 13. - Spironema novyi, dal topino. Pseudoflagelli.
Colorazione di Lancereux per le ciglia; 1800 .

Fig. 14. - Spironema novyi, dal topine. Pseudofiagelli.
Colorazione Lancereux per le ciglia; 1800~ .



B. Bascpiert & 1), BocclareLra - Studiv morfulogico del genere Spironema.

Fig. 15. . Spironema obermeieri, dal topino. Flagelli.
Fissaz. ac. osmico; 19.000x .

Fig. 16. - Spironema obermeieri, dal topino. Flagelli.
Fissaz. ac. osmico; 1800 < °
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Fig. 17. - Spironema obermeieri, dal topino. Flagelli.
Fissaz. ac. osmico; 19.000 .

g

Fig. 18. - Spironema obermeieri, dal topino. Flagelli.
Fissaz. ac. osmico; 19.000 ™ .



B. BaBUDIERL E 1. BOCCIARELLL - Studio morfolegico del genere Spironemu.

Fig. 19. - Spironema obermeieri, dal topino. Fila-
mento subterminale. Fissaz. ac. osmico; 19.000 % .

Fig. 20, - Spironema novyi, dal topino. Filamento
subterminale. Fissaz. formolo; 19.000 .
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B. Bapupiert & 1), BOCCIARELLY - Studia morfulugice “del penerc Sp

Fig. 21. - Spircnema obermeiert, dal topine. Fila-
mento subterminale. Fissaz. formolo; 19.0C0 -

Fig. 22. - Spironema novyi, dal topino. Sfibrillamento
della membrana oadulante. Fissaz. formolo; 18.000 - .



B. BaBUDIERI E 1). BOCCIARELLI - Studie morfologicy del gencre Spiranema.

Fig. 23. - Spironema novyi, dal topino. Sfibrillamento
della membrana ondulante. Fissaz. formolo; 18.500 x.

Fig. 24. - Spironema novyi, dal topino. Sfibrillamento
della membrana ondulante. Fissaz. formolo; 19.C00 x .
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Fig. 25. - Spironema novyi, dal topino. Sfibrillamento
della membrana ondulante. Fissaz. formolo; 19.000 .

Fig. 26. - Spironema novyi, dal topino. Sfibrillamento
della membrana ondulante. Fissaz. formeloe; 19.000 - .
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Fig. 27. - Spironema novyi, dai topino. Sfibrillamento
della membrana ondulante. Fissaz. formolo; 19.000 ..

s LY, BOCCIaRELLT - Studio morfolugice del genere Spironemt.
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Fig. 28. - Spironema novyi, dal topino. Sfibrillamento
della membrana ondulante. Fissaz. formolo; 19.000 - .



