26. Carlo CATTANEO, Moroello MORELLINI, Vittorio ORTALI, Giuseppe PENSO
- Studi e ricerche sui micobatteri. — Nota VI. — L’azione del-
I’acido p-aminosalicilico sui micobatteri. Differenziazione dei
bacilli tubercolari dai paratubercolari.

Riassunto. E’ stato studiato il comportamento di 286 ceppi di mi-
cobatteri tubercolari e paratubercolari di varia origine e provenienza nei
confronti dell’acido p-aminosalicilico. Ne & risultata una diversa sensibilita
dei ceppi di natura tubercolare e paratubercolare, Per questo & stato pro-
posto un metodo di differenzazione basato sull’uso di terremi liquidi (Du-
bos) contenenti quantita scalari di acido p-aminosalicilico: & risultato in
linea di massima che i tubercolari umani e bovini restano bloccati da 5 pg
di P.A.S, e gli aviari da 100 e che i paratubercolari non restano bloceati
nemmeno da 1000 pg di P.A.S,

Résumé. — Nous avons étudié la maniére de se comporter de 286 sou-
ches de mycobacteries tuberculeuses et paratuberculeuses de diverse ori-
gine et de diverse provenance en présence de 1’acide p-aminosalicylique.
Nous avons constaté une sensibilité différente des souches de nature tuber-
culeuse et paratuberculeuse. Aussiavons-nous preposé une méthode de dif-
férenciation basée sur 1’emploi de terrains liquides (Dubos) contenant des
quantités décroissantes d’acide p-aminosalicylique: nous avons constaté en
général que les bacilles tuberculeux humains et bovins restent bloqués par
5 pg de P.A.S. et les bacilles tuberculeux aviaires par 100 pg, de P.A.S.
et que les bacilles paratuberculeux ne restent pas bloqués méme pas par
1000 pg de P.A.S. '

Summary. — The behavior of 286 strains of tubercular and paratu-
bercular mycobacteria of various origin and sources towards P.A.S. has
been studied. It has been found that these tubercular and paratubercular
strains show a different sensitivity towards this substance, For this reason
a method for differentiation of these various strains kept in liquid media
(Dubos) containing wvarious amounts of P.A.S, ig proposed: it might be
generally said that human and bovine strains of tubercular bacilli remain
inhibited by 5 pug of P.A.S. while the avian strains by 100 pg, the paratu-
bercular strains are not even inhibited by quantities of 1000 ng.
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Zusammenfassung, — Man hat Verhalten von 286 Stimmen tuber-
kuloser und paratuberkuloser Mykobakterien verschiedener Herkunft und
Abstammung gegeniiber der p-Aminosalizylsiure studiert, mit dem Ergeb-
nis dass bei den Stimmen tuberkuléser und denjenigen paratuberkuloser
Natur eine verschiedene Sensibilitat festgestellt worden ist. Aus diesem
Grunde hat man eine Differenzierungsmethode vorgeschlagen, die auf die
Verwendung von fliissigen Niahrboden (Dubos) basiert, in welchen regel-
méssig abnehmende Mengen von p-Aminosalizylsiure enthalten sind ; dabetl
‘hat man als grundsitzlich geltend gefunden, dass die tuberkulosen Myko-
bakterien der Menschen und der Rinder durch 5 upg P.A.S., diejenigen der
Vogel durch 100 pg P.A.S. blockiert, werden, wihrenddem nicht einmal
1000 pg P.A.S, die paratuberkuldsen Bazillen blockieren kénnen.

Il riconoscimento specifico dei vari micobatteri ccstituisce ancor oggi un
problema batteriologico complesso in quanto, come & noto, riesce a voite dif-
ficile anche la semplice distinzione dei baecilli tubercolari veri dai bacilli
cosidetti paratubercolari.

Gli uni e gli altri, infatti, hanno in comune molte proprietd quali
’acido-resistenza, alcune esigenze colturali, una particolare composizione chi-
mica caratterizzata dall’abbondanza di lipidi, mentre si differenziano no-
tevolmente per altri caratteri, come la maggiore o minore esigenza coltu-
rale, la rapiditd di sviluppo, la patogenicitd o meno per gli animali supe-
riori e per 1’'uomo. Ma la lentezza di sviluppo (massima per i bacilli tuber-
colari ¢ minima per i paratubercolari), la facilitd di crescita sui comuni
terreni (minima per i tubercolari e massima per i paratubercolari), la pato-
genicitd per gli animali da esperimento (massima per i tubercolari e mi-
nima o nulla per i paratubercolari), costituiscono elementi probativi ma non
strettamente specifici, giacchd esistono ceppi di paratubercolari che crescono
lentamente e ceppi di tubercolari che possono crescere in agar comune, come
verra riferito in altro lavoro, La stessa patogenicitd non costituisce un ca-
rattere strettamente specifico, in quanto esistono ceppi di micobatteri tuber-
colari non patogeni come il «saprophytic strain» di Merril ed il ceppo 607
«non pathogenic » dell’American Type Culture Collection, mentre vi sono
ceppi di micobatteri paratubercolari, come il Battaglini ad esempio, che
si dimostrano patogeni (PENso G., LELLr G-, Orrar1 V,, 1949).

Noi, come & noto (Penso (., Carraneo C., MorEnniNt M. Orranr V.,
1948), abbiamo raccolto un numero molto rilevante di micobatteri: aleuni
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provengono dalle varie collezioni, gltri i pid, provengomo da svariato ma-
teriale di origine animale e vegetale. Per questi ultimi si & posto il pro-
blema della classificazione e quindi del loro riconoscimento come tubercolari
o come paratubercolari,

A scopo orientativo, & stato saggiato il comportamento dei ceppidi colle-
zione e dei ceppi di nuovo isolamento verso i vari antibatterici dotati di pro-
prieta antitubercolare. Particolarmente interessante, come dato differenziale
trai bacilli tubercolari e quelli paratubercolari, si & rivelata 1'azione dello
acido p-aminosalicilico sui vari ceppi di micobatteri (CATTANEO C., MorEL-
LNt M., OrraLr V., Penso G., 1949), e sui risultati di tali esperienze rife-
riamo nella presente nota,

MATERIALI E METODI,

In queste ricerche & stato usato il terreno di Dubos che, permettendo
la crescita in profonditd dei micobatteri, di la possibilita di uno studio
nefelometrico nel liquido colturale e di conseguenza permette la stesura
delle curve di crescita.

Abbiamo utilizzato il terreno di Dubos, addizionato con con-
centrazioni scalari di acido p-amirosalicilico, Praticamente a 4,5 cm3 di ter-
reno di Dubos aggiungevamo 0,5 ¢m® di una soluzione contenente quantita
di antibiotico tali da ottenere una concentrazione finale dilpg, Spg, 100pg,
10-00115"}.;01113. Le varie diluizioni di acido p-aminosalicilico sono state ottenute
partendo da una soluzione madre all’1%, preparata di volta in volta secio-
gliendo il prodotto nella quantitd stechiometrica di bicarbonato di sodio;
nel caso che si usi ill p-aminosalicilato di sodio solubile, il prodotto si scio-
glie direttamente in acqua distillata. Tale soluzione madre viene filtrata
per Seitz subito dopo la sua preparazione ed & immediatamente utilizzata
per 1’allestimento delle suecessive diluizioni in solvente sterile, Poiche le
soluzioni di p-aminosalicilato di sodio sono poco stabili, & bene operare
in modo che tra la preparazione della soluzione madre e la semina dei ter-
reni non passi pit di un’ora,

La semina del terrencsi pratica immettendo nel'a provetta 0,1 cm?® di
una coltura in Dubos del germe in esame, coltura che deve aver raggiunto
il massimo del suo sviluppo.

Per ogni prova noi abbiamo insemenzato 5 provette oltre 2 di controllo
nelle quali a! posto delia soluzione dell’antibatterico si aggiungeva mezzo
em® di acqua distillata sterile. Il tutto era poi lasciato in termostato a
B37° C. fino a che i tubi di controllo non avessero raggiunto la torbidita
massima.
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“"Per la valutazione ottica dello sviluppo ottenuto sono stati usati i se-
guenti simboli:

— assenza di sviluppo
+ crescita iniziale con scarso intorbidamento del terreno

+-+ crescita di media entitd con discreto intorbidamento del terreno
~ inferiore perd a quello dei tubi di controllo,
+-++ creseita rigogliosa con intorbidamento analogc a quello otte-
nuto nei tubi di controllo.

Questo & stato il procedimento generale usato in tutte le nostre ricerche.

In aleuni casi particolari, a titolo di pilt precisa indagine e di docu-
mentazione grafica, abbiamo eseguito uno studio nefelometrico di talune
colture in esame, trattando le curve di crescita dei germi coltivati in pre-
senza ed in assenza di acido p-aminosalicilico, Il grado di torbiditad & stato
misurato all’apparecchio di Pullfrich,

Come materiale batterico & stato in gran parte usato quello sul quale
abbiamo riferito in una nostra prima nota sui micobatteri (Penso G., CAT-
TANEO C., MorELLINT M. OrTaLr V., 1948), aumentato di alcuni ceppi di
nuovo isolamento o pervenutici nel frattempo da altre Collezioni, Si tratta
di 286 ceppi tubercolari umani bovini, aviari e paratubercolari, di colle-
zione o da noi stessi isolati.

Tutti i ceppi incapaci di crescere in profonditd nel terreno di Dubos
sono stati eliminati, cosi come & stata controllata ogmi crescita nel terreno
di Dubos per evitare risultati falsi dovuti all’accidentale sviluppo di germi
d’inquinamento, insensibili all’acido p-aminosalicilico,

RisuvTATI,

I risultati ottenuti con la metodica ora descritta sono riportati nelle se-
guenti tabelle, nelle quali i diversi ceppi saggiati sono stati suddivisi 1n 5
oruppl:

1) ceppi di collezione ritenuti paratubercolari (tab- 1);

2) eeppi di collezione ritenuti tubercolari umani o bovini (tab. 1I);

3) ceppi di collezione ritenuti tubercolari aviari (tab. III);

4) ceppi che noi abbiamo isolato dall’ambiente, da insetti da animali
a sangue freddo (tab. IV);

5) ceppi che noi abbiamo iso'ato da materiale patologico proveniente
da ammalati di tubercolosi (tab. V).
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Osservazioni
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MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS
var. hominis

300- Ceppo Lasfargue
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Figura 1
Curva di crescita del Mycobacterium tuberculosis var. hominis (ceppo Lasfargue) trattato con dose subinibenti
di Pas {pg 0,1jcm’)
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Figura 2

Curva di crescita del Mycobacterium tuberculosis var. hominis (ceppo H 722) trattato con dosi subinibenti di Pas
(P8 V1 e 0,5,cm")
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I risultati dello studio della moltiplicazione batterica di alcuni ceppi
in esame mediante 1’analisi della curva di crescita somo rappresentati
nelle figure 1, 2, 3, nelle quali sono riportati in ascissa il tempo in giorni
e in ordinata i valori nefelometrici.

Le figg. 1 ¢ 2 si riferiscono a ceppi di micobatteri tubercolari di tipo
umano; la fig. 1 da la moltiplicazione batterica del ceppo Liasfargue in assen-
za @ In presenza di acido p-aminosalicilico (0,1pg/em3),la figura 2 si rife-
risce alla moltiplicazione del ceppo H522 in assenza ed in presenza di acido
p-aminosalicilico (0,1 — 0,5 pg /em?).
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La figura 3 & invece un esempio della moltiplicazione di un paratu-
bercolare seminato su terreno di Dubos semplice e sullo stesso terreno ad-
dizionato di acido p-aminosalicilico (1000ug/cm?3).

ANALIS] DEI RISULTATI,

Dall’esame dei dati riportati nella tabella I risnlta che i ceppi di mi-
cobatteri di collezione classificati come paratubercolari si sviluppano nor-
malmente anche in presenza di acido p-aminosalicilico (1000 pg/ecm?  di
terreno), Un solo ceppo fa ecceziome: il Vallée gelb nelle sue due varianti
pigmentata ed apigmentata, la cui sensibilitd risulta compresa tra 100 e
1000 pg/cm?.

La tabella IT si riferisce ai ceppi di micobatteri di collezione classificati
come tuberco'ari di tipo umano o bovino. Essa comprende 16 eeppidi Myec.
tuberculosis var, hominis e 4 di Myc. tuberculosis var. bovis, Tutti questi
ceppi sono stati inibiti nel loro sviluppo non soltanto da 1000 pe di acido
p-aminosalicilico per «(w®, ma anche da 100, 10, 5 e quasi sempre anche da
1 pz/em?® di antibiotico. La varietd bovina & forse leggermente meno sen-
sibile de'l’'nmana ma si tratta di una sfumatura, diremo guasi di una
impressione, pitt che di una realla, che non & ancora suffragata da una
sufficiente esperienza. Il BCG in ogni modo si ecomporta come un tuberco-
lare vero, il che sta a dimostrare come il comportamento nei confronti del-
I’acido p-aminosalicilico sia in rapporto con la natura tubercolare del micro-
bo, indipendentemente dalla sua virulenza. Due ceppi di varietd umana, ¢
precisamente il ceppo Lasfareue e H522, sono stati studiati analizzando Jo
andamento delle curve di crescita (ficg. 1 e 2), confrontando il comporta-
mento su terreno di Dubos normale e su terreno di Dubos contenente aci-
do p-aminosalicilico (0,1pg/cm?, 0,5pz/em?). Come risulta dalle due curve
la presenza di acido p-aminosalicilico riduce la velocitd della moltiplicazione
batterica.

I1 terzo gruppo (tabella III) infine ecomprende 18 ceppi di baecilli tu-
bercolari di tipo aviario, provenienti da varie collezioni e pervenutici tutti
con, la dicitura « Myc. avium ». I ceppi appartenenti al'a varieta aviaria
presentano un comportamento meno uniforme di quello dei ceppi apparte-
nenti alle altre varieta. Infatti ii ceppo Bang ¢ completamente inibito da
100 ug/cn13 di acido p-aminosalicilico e lo ¢ parzialmente da 10,5 e 1 pg/
em®; anche il Courment & parzia'mente inibito da 100, 10 e 5 pg/em® di
questo antibatterico ed il New Haw, il P, il Rhode Island, lo Z.8 lo sono
da 100 pg/ecm®. Cinque ceppi invece e precisamente il Cow 18 Cow 19
Cow 70, Cow 75 ed il Goring, tutti provenienti dalla N.C.T.C. di Londra,
sono insensibili anche a 1000 ug/em? di acido p-amincsalicilico, presentando
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‘cosl un comportamento analogo a quello dei micobatteri paratubercolari.
Ma i cinque ceppi in questione hanno anche altre proprieta in comune: sono
sensibili a uno stesso fago (PExso G., OrTaLl V., 1949) producono tuber-
coli sulla membrana corioallantoidea di pollo (CasTELNUOVO G., OrRTALI V.,
PENso G- 1949), hanno proprietd metaboliche che 1i distinguono dagli al-
tri ceppi di micobatteri aviari.

Cid premesso, i nostri risultati starebbero a dimostrare che per
gli aviari i 100 pg/em?® di acido p-aminosalicilico rappresentano pressoche
la soglia tra la sensibilitd e ]’insensibilita.

Restano da considerare gli uitimi due gruppi che comprendono i mi-
cobatteri non classificati, perché di nuovo isolamento, Nel quarto gruppo
abbiamo inclusi i ceppi da presumere appartenenti ai paratubercolari,
perché isolati dall’ambiente, da insetti o da animali a sangue freddo, men-
tre nel quinto gruppo abbiamo elencato i ceppi presumibi'mente tuberco-
lani veri, perché isolati da pazienti clinicamente ammalati di tubercolosi.

Come risulta dalla tabella IV, il primo di questi gruppi & costituito da
136 ceppi 'a maggior parte dei quali si & dimostrata insensibile anche a 1000
ug/em? di acido p-amincsalicilico, come i paratubercolari di collezione,
Fanno eccezione i ceppi 2125 e 2425 sensibili a 100 pg/em3,i ceppi 2537,
8840, 4350, 6470 sensibili anche ad 1 pg/em3 di antibatterico ed i ceppl
2904, 2988, 4086, 4456 dotati di una sensibilitd intermedia pitt o meno
marcata. Il comportamento di uno dei ceppi di questo gruppo, il 3798, &
stato saggiato anche attraverso 1’analisi delle curve di crescita in terreno
di Dubos normale ed in terreno di Dubos contenente 1000 pg/cm?® di aci-
do p-aminosalicilico. La moltiplicazione si & rivelata piu abbondante in pre-
senza che non in assenza di acido p-aminosalicilico (fig. 3). Da questo risul-
tato si puo dedurre che 1’acido p-aminosalicilico non & sempre un inibitore
della moltiplicazione dei bacilli paratubercolari, Cid starebbe a dimostrare
una profonda diversitd melle proprietd metaboliche e pin generalmente
biologiche, dei ceppi tubercolari ¢ paratubercolari.

Per confermare la natura tubercolare o meno, tutti questi ceppi mi-
crobici sono stati inoculati nella cavia, Ne & risultato che 1 4 ceppi sensi-
bili a 1 pg/em? di acido p-aminosa’icilico sono patogeni per la cavia come
i tubercolari weri, cosi pure due dei parzialmente sensibili (n, 2988 e
n. 4456) e due degli insensibili a 1C00 ug/em® di antibiotico (n. 4526 e
n. 4819). Tutti gli altri ceppi non hanno prevocato nelle cavie il quadro carat-
teristico della ma'attia tubercolare. La maggior parte si & rivelata innocua
per I’animale da esperimento; tutt’al pin alcuni ceppi hanno provocato le-
sioni analoghe a quelle piu volte descritte per i micobatteri paratuberco-
lari. La patogenicitd dei due ceppi insensibili all’acido p-aminosalicilico si
puo interpretare a parer nostrec ammettendo che la colonia di isolamento
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esaminata fosse costituita da wuna coltura mista, Ci orienta verso questa
ipotest il risultato di una ricerca eseguita sull’espettorato di un ammalato di
tubercolosi, i cui risultati somo riportati nella tabella V. La coltura di
primo isolamento (P.Ca.) si era dimostrata resistente a 1000 Hg‘f;’cm?' di an-
tibatterico. La stessa coltura, inoculata nella cavia, ha dato origine a un
quadro tubercolare vero e proprio e dalla milza dell’animale infettato ¢ sta-
to isolato un ceppo (P.Ca 8828) sensibile a 1 pg/cm?® di acido p-aminosali-
cilico. Lia colomia di primo isolamento doveva essere costituita da un ceppo
di tubercolare vero e da un ceppo di un saprofita acido resistente, e nella
coltura mista in presenza di acido p-aminosalicilico quest’ultimo aveva preso
1l sopravvento. Il passaggio nella cavia ha selezionato il tubercolare vero,
she in secondo tempo & stato isolato dall’organo in coltura pura. E’ molto
presumibilel ¢che anche nei due casi in parcla si tratti di un fenomeno
analogo.

Per quanto riguarda i pochi ceppi la cui sensibilitd oscilla tra 100 e
Spg/em®  di acido p-aminosalicico, non patogeni per la cavia, ¢i mancano
a ﬁﬁtt’oggi elementi per una qualsiasi spiegazicne, Il comportamento di
questi ceppi & ancora in studio, '

La tabella V| infine, si riferisee all’ultimo gruppo saggiato: si tratta di
36 stipiti che abbiamo isolato da materiale patologicc proveniente da amma-
lati di tubercolosi.Sette ceppi prevengono dal'a semina di pus emplematico,
1 rimanenti dalla semina di espettorati di pazienti aifetti da tubercolosi
polmonare aperta. Come risulta dai dati riportati, tutti questi ceppi sono
sensibili a 1 pg/em?® di acide p-aminosalicilico ad eccezione del ceppo P.Ca,
del quale abbiamo precedentemente parlato, che si é rivelato come una col-
tura mista. Del resto pin volte noi ¢i siamo trovati dinanzi a colture di
acido resistenti miste, nelle quali la presenza di due diversi micobatteri si
¢ rivelata attraverso la inibizione fagica a1 una specie e la coltura del.
1’ altra.

CONCLUSIONI

Risulta chiaro dall’analisi di tutti i dati esposti in questo lavoro che i
micobatteri in funzione della loro sensibilitd a'l’acido p-aminosalicilico si
possono dividere in tre gruppi:

1) micobatteri insensibili a'la presenza di 1600 pg di acido p-aminosa-
licilico per em?® di terreno;

2) micobatteri sensibili a 100C p: e insensibili a 100 pg di acido
p-aminosalicilico per em® di terreno;



3) micobatteri sensibili a meno di 5 pg di acido p-aminosalicilico per
em® di terreno.

Nel primo gruppo risultano compresi i micobatteri noti generalmente
con il nome di paratubercolari, nel secondo gli aviari, nel terzo i tuberco-
lari veri. _

Certamente in natura non potranno mancare, e non mancheranno, ecce-
zioni a questo schema, come succede del resto ogni qual volta si generalizzi
un fenomeno. Tuttavia lo studio colturale dei micobatteri in presenza di
concentrazioni scalari di acido p-aminosalicilico pud fornire a parer nostre
un valido elemento orientativo e probativo della natura tuberco'are ¢ meno
di un micobatterio. Va anche tenuto in considerazione che la ricerca ha il
vantaggio di essere di semplice esecuzione e rapida,

Si potrebbe obiettare che i risultati di una ricerca cosi condotta po-
tranno essere infirmati dall’eveutuale presenza nelle colture in esame di-
ceppl microbici divenuti resistenti all’acido p-aminosa'icilico in seguito a'la
azione prolungata dell’antibatterico sul microbo stesso, fenomeno ormai ben
conosciuto nelle sue manifestazioni e forse anche nella sua stessa essenza
per quanto riguarda altri antibatterici e specia'mente la streptomicina.
Una tale evenienza, proprio nel caso dell’acido p-aminosalicilico, era stata
fino a poco tempo fa esclusa. Tuttavia ricerche recenti stanno a dimostrare
che una certa resistenza all’acido p-aminosalicilico & un fatto che pud an-
che verificarsi dopo molti mesi di terapia. Ma il grado di resistenza fin qui
almeno accertato & molto al di sotte di quel valore che noi abbiamo stabilito
come limite differenziale tra i ceppi tubercolari ed i ceppi paratube-colari, e
che & di 1000 pg di antibiotico per em® di terreno, ILe resistenze fin qui
accertate non superano i 20 o 30 puz per em3. (DEraune A, M., KARLSON
A. G., Carr D. T. Froman W. H,Prurrze K. H. 1949; Karusox A. G.,
DEvavpe A, M., NEepaaM M., 1950).

Roma, Istituto Superiore di Sanita - Laboratorio di Microbiologia - e Istituto
Carlo Forlanini, 20 maggio 1950.
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