34. Leonida RAVAIOLI. — La conservazione dell’ actinobacillo di
Lignieres e Spitz mediante I’essiccamento nel vuoto.

Riassunto. — [’A. fa una breve rassegna bibliografica sull’argomen-
to, prendendo in esame sopratutto d’epizoologia della malattia e lo studio
batteriologico del germe che la causa. Passa quindi a desecrivere ]’essie-
camento nel vuoto di tale germe e le variazioni che esso subisce dopo tale
trattamento. Descrive pure la morfologia del germe al microscopio elet-
tronico, prima, durante e dopo 1’essiccamento,

I

Résumé. — [L'A. passe brievement en revue la littérature sur 1’actino-
bacillose, examinant surtout les caractéres épizootiques de la maladie et
discutant au point de vue bactériologique le germe pathogéne qui en est
la eause. Il étudie et déerit la dessiccation de ce germe dans le vide et les
variations qu’il subit aprés ce traitement. Il déerit aussi la morphologie du
germe observé au microscope électronique avant, durant et aprés la des-
siccation.

Summary. — The author has compiled a short literature survey of
the problems concerned, in particular the epizoology of the disease and
the bacteriological study of the organism causing the disease. He has de-
seribed the drying in vacuo of this organism and the changes which it
undergees after this treatment. The morphology of the organism was stu-
diel with the electron microscope before, during and after dessication.

Zusammenfassung. - Der V. setzt eine rasche Durchsicht der die
Aktinomycose betreffende Literatur voraus und untersucht im besonde-
ren die HEpizoologie der Krankheit und das bakteriologische Studium des
Keimes, der diese Krankheit hervorruft. Er beschreibt dann die Trock-
nung dieses Keimes im Vakuum und die daraus folgenden l&nderungen.
Er beschreibt auch die unter dem Elektronenmikroskop beobachtete Mor-
phologie dieses Keimes, vor, wihrend und nach der Trockunung,

L’actinobacillosi per le sue caratteristiche epidemiologiche cliniche ana-
tomo ed istopatologiche veniva confusa anteriormente al 1900 con 1’actino-
micosi., Il Discomyces del Rivolta ne era considerato 1’agente eziologico
unico (1),

Fu in seguito alla violenta epizoozia di actincbacillosi che si verificd nei
primi anni del 1900 in Argentina, specialmente neila provincia di Buenos
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Aires e ai lavori che su tale argomento fecero LIGNIERES ¢ Spitz che si
poterono differenziare i rispettivi agenti etiologiei,

Gli studi dei due AA. vennerg ben presto confermati da numerosi ri-
cercatori, quali Nocarp (2), Pérrr (¥), Haver (%), Carériex (5, BoNgerT (6),
Krariy (7), Hueeins (8), Grirrri (9), BoNsworr (19), HiiLpHERs (11),
MagNussoN (12) Guwnst (13), sia in Europa che in America.

In Italia la prima segnalazione di tale malattia si ebb> nel 1929 da Lan-
FRANCHI, MEssIERI, ¢ RisToRr1, (1) che ne descrissero un vasto focolaio in
bovini del Ferrarese. Dopo di loro molti altri AA. come Borrura (15), Cam-
BOTTO (16); RAvaGLia (1), SEREN (20), Cinr (20), MENzANT (18), ed altri, ne
confermarono la presenza.

L’actinobacillo & un piccolo germe immobile, aerobio, asporigeno, gram
negativo, a forma coccobacillare, In terreni culturali artificiali manifesta
un notevole pleomorfismo, Tutti gli AA. che si sono interessati del suo stu-
dio batteriologico, sono concordi nel ritener!o un germe estremamente la-
bile. LIGN'ERFs e SpiTz (19), hanno unotato come venga facilmente distrutto
;'da,l calore e da tutti gli agenti fisici e chimici, e come le colture, sia tenute
a 37°, che a temperatura di laboratorio, perdano rapidamente e facilmente
la capacita di svi'uppo nei successivi trapianti. Essi ritengono che la vitali-
ta del germe, persista pit a lungo nel pus conservato in pipette chiuse alla
fiamma. Tuttavia tale resistenza si aggira, secondo g'i AA. intorno ai due
niesi.

Messierr (20), invece, pur giustamente facendo csservare come il ger-
me possa acquistare o perdere alcune delle sue caratteristiche in conseguen-
za di particolari circostanz2, non uitima la malignita e 1’eta della lesione
da cui viene isolato, non & mai riuscito ad ottenere sviluppo dopo un solo
mese da pus conservato in pipette chiuse alla fiamma e tenute in condizioni
diverse di temperatura,

LIGNIERES e SPITZ (19) scrivono che l'essiccamento, specie se fatto len-
tamente, distrugge con rapidita la vitalita del germe,

Nei comuni terreni culturali tale vitalitd & pure assai debole, Nej ter-
reni liquidi e piu riechi di sostanze organiche & maggiore che in que'li soli-
di, Nell’ampio lavoro di MEssiEri, (20), sull’argomento, si legge come su
agar semplice sia assai difficile ottenere un trapianto positivo da una cul-
tura di oltre 10 giorni,

Dalle culture in brodo si hanno invece trapianti positivi fino ai 15-30
giorni, a seconda dei ceppi, in brodo-siero: quasi costantemente fino ad un
mese e in brodo alla pappa di cervello, i ceppi si conservano vitali fino a
40-45 gg. e qualcuno fino al 60° giorno.

Alla ricerca di un metodo che permettesse una pin lunga conservazione
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dei ceppl, Messieri ha condotto una interessante esperienza, coltivando 1’ac-
tinobacillo in. brodo addiziomato a foglie essiccate di « medicago sativa ».

In tale terreno 1’A. ha potuto constatare la sopravvivenza del germe
fino a un massimo di 75 gg.

Per cio che riguarda i ceppi di origine ovina, non vi & ragione di rite-
nerli diversi da quelli di origine bovina. Gli AA, che se ne sono interessati
quali LieNIERES e SpiTz (19), Ravacria (17), TunNcLipF (21), MarsH e WiL-
KINS (22), somo concordi nel ritenerli simili, salvo un carattere di minor
patogenicita,

Tale notevole labilita nell’ambiente esterno sia del pus actinobaci'lare
che dell’actinobacillo in ecultura contrasta stranamente coi dati epizoologi-
ci della malattia. E’ opinione comune come essa colpisca in genere animali
allevati in forti agglomerati ¢ in luoghi umidi, bassi e acquitrinosi.

Tuttavia & sufficiente anche un semplice sguardo d’insieme su quanto
é stato scritto sull’argomento per accorgersi come la mialattia sia stata se-
gnalata un po” ovunque dall’Europa all’Africa, dall’America de! Sud a
quella del Nord, in regioni cioé a clima, a latitudine, a metodo di al'evamen-
to diversissimi tra loro. Essa infatti ¢ stata descritta da SGAMBATI e SFORZA
anche in bovini africani allevati allo stato brado in luoghi dell’interng mol-
to aseiutti (23), (24). '

Dal punto di vista epizoologico 1’ambiente esterno non pare alterare
in nulla la vitality del germe, non solo ma neanche modificare in qualche
maniera la sua patogenieita.

A tale proposito MEssIErr (20), riferisce come in localitd ove la malat-
tia ha caratteristiche di particolare virulenza non gli sia stato mai dato di
vedere insorgere ed esaurirsi una enzoozia e tanto meno ung epizoozia,

Tutto ¢i0 sibbene brevemente accennato, credo sia sufficiente a mettere
in evidenza come i dati dedotti dalle prove sperimentali di laboratorig sul-
la vitalita e resistenza dell’actinobacillo nell’ambiente siano ben diversi dai
dati che si possono detrarre dall’andamento epizoologico del's malattia in
questione.

Scoro DEL LLAVORO :

E’ cosa nota da lungoe tempo come l’essiccamento mel vuoto permetta
una lunga conservazione delle cellule batteriche senza alterarne le carat-
teristiche.

Dalla letteratura che mi & stato possibile consultare, non mi risulta che
qualeche A, si sia interessato della conservazione dell’actinobacillo né me-
diante l’essiccamento nel vuoto né mediante liofilizzazione (25) (26), (27),
(28), (29), (30).

Ho voluto quindi sperimentare se questo germe, cosi labile a detta di
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tutti nelle prove culturali di laboratoric, ma pur cosl stranamente tenace
nell’ambiente esterno, resistessse, per un lungo periodo una volta essiceato
nel vuoto, e quali eventuali variazioni ¢ modificazioni subisse,

PARTE SPERIMENTALE :

I due eeppi di actinobaeillo sui quali ho condotto le esperienze, proven-
gono dal laboratorio della Clinica Medica Veterinaria di Bologna.,

Essi mi sono stati gentilmente concessi dal prof. A, Messieri, Direttore
della Clinica stessa, che qui sentitamente ringrazio,

I due ceppi erano stati isolati di recente da pus actinobacillare prove-
niente da bovini del ferrarrese, Essi emano contrassegnati come Act. n. 535
e sper. I. — Quando mi giunsero avevano gid subito varii trapianti su
agar semplice, |

Eseguito 1’essiccamento ne! vuoto, come sara descritto piu avanti ne
ho voluto contemporaneamente provare, allo scopo di confrontare le even-
tuali variazioni, la vitalith nei comuni terreni colturali, ]’attivitd biochi-
mica, la capacitd a produrre inddlo, acetil-metilcarbinolo, triptofano, a ri-
durre 1 nitrati, a subire fenomeni dissociativi; infine ne ho osservato le va-
riazioni morfologiche sia al microscopio ottico che elettronico,

VITALITA’ NEI COMUNI TERRENI COLTURALI :

Su agar semplice, a pH 7, 2, per strisciamento entrambi i eeppi svilup-
pano a 37° in 12-24 ore con piccole colonie caratteristiche rugiadose, tra-
sparenti inizialmente, poi biancastre contornate da riflessi azzurrini. In bre-
ve tempo aumentano notevolmente fino a formare co'onie di 3-4 mm. di
diametro, '

Esse si presentano come in genere tutti gli AA. ed i testi le deserivono,
cioé a margini netti e a superficie liscia.

Qualcuna perd vista a forte ingrandimento non ha una superfice liscla,
mlg puntiforme. '

I,’aderenza delle colonie al mezzo solido sul quale ecrescono, la pasto-
sitda e 1’aspetto filante delle colture se prelevate con 1’ansa li ho constatati
in maniera incostante, e non sono mai stati tali da poter venire considerati
come caratteri differenziali. '

Come ho gia detto 1 due ceppi avevano subito aleuni trapia.nti' e cid
puo a detta di vari AA. venire a diminuire o completamente togliere que-
sto particolare comportamento all’actinobacillo (MEessiErr (?°), LIGNIERES e
Serrz (19), ToprEy (31).

Ravagria (17) ritiene che tale caratteristica pit che alla attivita vitale
del germe debba essere considerata legata a variaziomi anche minime della
reazione del mezzo.



Bl Vo on

Su agar semplice, a temperatura ambiente, la vitality dei due ceppi di
actinobacillo si & dimoslrata varia e incostanie, ma non ha mai superato i
40 giorni.

Spesso 1 trapianti in decima glornata risultavano gid sterili,

In terreni solidi piu ricchi dell’agar semplice la vitalita dei due ceppi
s’é rivelata ancora inferiore.

Su agar glicerinato ho riscontrato un massimo di resistenza fino a 20
giorni, su agar siero fino a 30, su agar sangue fino a 35.

Terreni ancor meno indicati alla conservazione di tale germe si sono
dimostrati: il siero coagulato, il terreno di Loffler, il terreno di Pergola,
il terreno di Petragnani e quello di Dorset. Da essi, il trapianto dopo 8 o
10 giorni mi & risultato costantemente sterile.

In gelatina per strisciamento e infissione, su patata acida e su terreno
di Sabouraud non ho mai notato aleun sviluppo.

In brodo si ha un uniforme intorbidamento nelle prime 24 ore e sue-
cessivamente si forma una lieve pellicola superficiale, Dopo 40 o 50 ore il
mezzo chiarifica con precipitazione di deposito sul fondo e formazione dj
plecoli fiozchetti aderenti alle pareti della provetta quasi simulanti una gros-
sa agglutinazione.

La vitalita dei due ceppi in brodo non ha mai superato i 40 giorni,

In terreni liquidi piu riechi quali il brodo glicerinato, il brodo siero,
il brodo peptonato, il brodo glucosato si ha un pitt rapido e abbondante
sviluppo, ma la vitalitd del germe in tali terreni si & sempre dimostrata in-
feriore ai 30 giorni.

In acqua peptonata & giunta a un massimo di 15 giorni e nel latte di 10.

In brodo alla pappa di cervello, terreno considerato da vari AA. (20)
(17) elettivo per una Junga conservazione dell’actinobacillo, ho avuto tra-
pianti positivi fino al 40-45 giorno, ma non costantemente. Alle volte tra-
pianti dopo 15 giorni sono rimasti sterili.

Non ho notato alcuna notevole differenza, nei riguardi della vitalitd fra
1 due ceppi, nei diversi terreni culturali provati.

Le culture dopo le prime 24 ore di termostato a 37° erano tenute in la-
boratorio a temperatura ambiente,

Da tali prove resta quindi confermato, se pur ve n’era bisogno, la
scarsa vitalitd e resistenza dell’actinobacillo, inclusi i due ceppi in esame
nei pitt comuni terreni culturali,

ATTIVITA’ BIOCHIMICA.

Per saggiare il potere di fermentazione dei due ceppi nei riguardi degli
idrati di carbonio ho usato tubi di Durham con acqua peptonata a cul veni-
vano addizionati 1’idrato di earbonio da saggiare e 1’Andrade come indi-
catore,
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I tubi, dopo l'insemenzamento sono stati posti in termostato a 37° per
72 ore e sono state eseguite 3 leiture; una dopo 24 ore, una dopo 48 e

la terza dopo 72 ore.
I risultati sono riportati nella Tavola n. 1 colonna I.

Tavora 1

Fermentazione degli idrati di carbonio
Colonna I, Colonna IT, Colonna III, Dopo un [Col. IV Ceppo
1drati di ceppi in esame Dope un anno dall’essice. | anno dall’essice, e 20 pass, |isol. dal bov.,
Carbonio Ceppo N, 535| Ceppo sper. |Ceppo N, 535| Ceppo sper. | Ceppo 535 | Ceppo sper. | Ceppo 5p.“IT
24h 4th 7vh | 24h 4%h 7:h | 24h 48 h72h | 24h 4*h 7:h | 2 h 4th 7 h | 2¢h 4th 72h | 24h 4th 72h
Glicerima , J— ——-|-—-—~]—-—=—|——-—|-——|=_——|— - —
Eriteite . . J———|———|——-—"=|—-—=——"|==——|= === =— —
Sorbite , « o ———|— ——|= === =] —=—| = — == ——
Duleite . . .|+ + F+|+++|—-——|— = —|+ ++|+ + +|—— —
Mannite . |4+ 4|+ + +|+ £ £|F+H|+FH[FF |-
Arabinosio .J— — —=|— —m — |l = =] = m = - - =] — —_— —
Xilosio . . |+ ++|+++]|——-=|—-=——=|m——=|— = —=|— — —
Elasiis. i« st torl bk e i Tl i T T
Fraosio . |4 + 4|4 + 4|+ + +|+ + +|+ + +[+ + +|+ + +
IGalattosio « J— — =] = — —] = = == = —|= - = - m |- ——
Lattosio . |+ ++|++F+|—— -|———|— ——=|———|— + +
Maltosio RS (U S § (RS, [, (RS (URFRRES S O
Sacearosio . .|+ + |+ + +|+ + [+ + +|+ 4+ [+ + +|+ 4+
7, Mo NS (NN, U (NSRS SIS M —— T L
Destrina i s i | i st e N s it i e it Wi i ) s, i s i i
2oy | R eI (SR (EE | a—— T e
Salicing ot it oo D e A b D i, e it e ] i S s i e

-+ = lieve acidificaz.

+ = acidificazione

— = assenza di viraggio dell'indicatore
Periodo di osservazione 72 ore

Nella Tavola n. 2 ho riportato quanto sull’argomento serivono i piu
moderni testi e gli AA. che particolarmente se ne sono interessati. Dal con-
fronto di tali risultati si nota come i ceppi caduti sotto la mia osservazione
abbiano il potere di fermentare il lattosio in maniera molto pin evidente di
quanto non abbiano constatato gli altri AA.
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Tavora N. 2

Fermentazione degli idrati di carbonio secondo diversi AA.

Idrati di carbonio SovoRdo 'I'oscl;]:;m:ﬁd Seceada ;::::;?; Seoo?dc?
Magnusson Wilson Bergey (Seppoaving) Messieri
Glicerina . . . . . . . . . +
SOEDME ¢« < o v i % 5 @ w4 —
Dl v s s w % 2 % ¥ @ —-
Manhiite + o 5 v & & & < » - -+ - = -
Arabinosio . . . . . . . . —
Xilosio . . . . . . . . . . -
Rawionio » = s s « 5 » & & —
Glucosio (o destrosio) . . . . - -+ L -
Fruttosio (o levulosio) . . . . '
Galattosio . . . . . . . . . -
apmls. . -« » w = 5 % B s - + + — -+
Maltoslo. = « 5 « » « & & 3 - — - -
Seccarotle & i o v o5 o w6 -+ = -} -+
Raffinosio . . . . . . . . . i
P oo o S =
Saliging: . o ¢« » @ 5 & = s —
-+~ = acidificazione entro le 48 ore.
+ = acidificazione dopo lunga incubazione (durata non specificata).

assenza di acidificazione.

Il ceppo ovino descritto da Ravaeria (17) si & dimostrato totalmente pri-
vo di tale potere, ‘

Contrariamente a quanto dice il Bergey nei riguardi dell’actinobacillo,
i due ceppi N. 535 e Sper. I°, non hanno determinato alcuna acidificazione,
anche dapo lungo periodo d’incubaziome, a carico del raffinosio, del galat-
tosio, e della glicerina. In accordo invece con 1’osservazione di tutti gli AA.
non ho mai osservato produzione di gas.

Positiva la reazione di Legal-Wiil per 1'indolo, ¢ di Griess per i nitriti,
Negative invece sempre per entrambi i ceppi la ricerca del triptofano e la
V. P. (Voges-Proskauer).



Tavola 1. - Colorazione Metodo Montroni. Rosette actinobacillari.
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LEONIDA RAVAICOLI - La conserva

Fig. 1. - Actinobacillo Sper. 19, in brodo
di 12 ore fissato in formalina.

Fig. 3. - Actinobacillo n. 5§35, in brodo
di 12 ore fissato in acido osmico.

Fig. 2. - Actinobacillo n. 535, in brodo
di 12 ore fissato in acido osmico.

Fig. 4. - Actinobacillo n. 535, in brodo
di 24 ore fissato in formalina.
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zione dell’actinobacillo di Lignieres e Spitz

LEONIDA RAVAIOLI - La conserva

Fig. 5. - Actinobacillo Sper. 1°, in brodo
di 12 ore fissato in formalina.

Fig. 7. - Actinobacillo n. 535, in brodo
di 12 ore fissato in formalina.

Fig. 6. - Actinobacillo n. 535, in brodo
di 12 ore fissato in formalina.

Fig. 8. - Actinobacillo Sper. 1°, in brodo
di 12 ore fissato in formalina.



Fig. 9. - Actinobacillo Sper. 19, in brodo Fig. ro. - Actinobacillo n. 535, in brodo
di 12 ore fissato in formalina. di 12 ore fissato in formalina.

LEONIDA RAVAIOLI - La conservazione dell’actinobacillo di Lignieres e Spitz mediante Uessiccamento nel vuoto.

Fig. 11. - Actinobacillo n. 535, in brodo Fig. 12. - Actinobacillo n. 535, in brodo
di 12 ore fissato in acido osmico. di 24 ore fissato in formalina,
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Fig. 13. - Actinobacillo Sper. 19, in agar
di 24 ore fissato in formalina.

Fig. r5. - Actinobacillo n. 535, essiccato,
fissato in acido osmico.

Fig. 14. - Actinobacillo Sper. 19, essiccato,
fissato in acido osmico.

Fig. 16. - Actinobacillo Sper. 19, essiccato,
fissato in acido osmico.
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Fig. r7. - Actinobacillo Sper. 1°, essiccato,
fissato in acido osmico.

.

Fig. 19. - Actinobacillo Sper. 1°, dopo un
anno d’essiccamento in brodo di 24 ore
fissato in formalina.

Fig. 18. - Actinobacillo n. 535, essiccato,
fissato in formalina.

Fig. 20. - Actinobacillo n. 535, dopo un
anno d’essiccamento in brodo di 24 ore
fissato in formalina.



LeoMIDA RAVAIOLI - La conservazione dell’actinobacillo di Lignieres e Spitz mediante ’essiccamento nel vuoto.
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Fig. 21. - Actinobacillo Sper. 1°, dopo un
anno d’essiccamento in brodo di 12 ore
fissato in formalina.
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Fig. 23. - Actinobacillo Sper. 1°, dopo un
anno d’essiccamento in brodo di 12 ore
fissato in formalina.

.

Fig. 22. - Actinobacillo n. 535, dopo un
anno d’essiccamento in brodo di 24 ore
fissato in acido osmico.

Fig. 24. - Actinobacillo n. 535, dopo un
anno d’essiccamento in brodo di 12 ore
fissato in formalina,
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Fig. 25. - Actinobacillo Sper. 1°, prima dell’essiccamento
(ingrandimento: diametri 1200).

Fig. 26. - Actinobacillo Sper. 1°, dopo un anno d’essic-
camento (ingrandimento: diametri 1200).
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'T'ENOMENI DISSOCIATIVI.

Il ecomportamento dei due ceppi in brodo e la difficoltd riscontrata da
tutti gli AA, per poter eseguire comn l’actinobacillo la agglutinazione, mi
hanno fatto sorgere il sospetto che il germe, e particolarmente i due ceppi
che avevo in esame, potessero facilmente andare incontro a fenomeni dis-
sociativi, |

Tale mia supposizione era ancor piu avvalorata dal fatto che ogni volta
che distendevo una ansata di cultura batterica dei due ceppi su di un ve-
trino diluendola con soluzione fisiologica, mi si verificava una rapida e spes-
so evidentissima grossa agglutinazione, che mi disturbava non poco nell’al-
lestimento di preparati microscopici.

In base a queste osservazioni, e per convalidare i miei sospetti, ho sag-
giato 1 due actinobacilli sia con la tripaflavina che col reattivo di Millon,

Mentre la tripaflavina diluita 1:500 (metodo Alessandrini), conferma-
va in pieno 1 miei sospetti, determinando per entrambi gli stipiti una ra-
pida ed evidentissima agglutinazione, il reattivo di Millon (metodo Bruce-
White) mi ha dato risultati non costanti.
| Dense sospensioni batteriche, sia del ceppo 535 che Sper. I mi hanno
infatti virato alle volte verso il giallo-ocra, altre verso il rosso-rosa in ma-
niera alterna e spesso contrastante.

MORFOLOGIA.

L’osservazione dei due ceppi batterici col microscopio ottico sia a fre-
seo che previa colorazione non ha fatto che confermare guanto sull’actino-
bacillo riportano tutti i testi.

Forma bacillare o coccobacillare, fortemente pleomorfa senza capsula,
senza ciglia, immobile, asporigena, nettamente gram negativa, e non acido
vesistente. Abbastanza frequenti le forme allungate e filamentose (vedi fo-
to 1"). : ;

Della morfologia al microscopio elettronico parlerd alla fine della trat-
tazione.

ESSICCAMENTO.

Agar-colture di 24 ore vennero emulsionate con siero normale sterile
di cavallo. Due goccie della densa sospensione sono state poste in provettine
da sierodiagnosi sterili, chiuse com tappo di cotone e messe in un essicea-
tore contenente nel fondo, dell’anidride fosforica. Per mezzo di una pompa
determinai il vuoto e ve lo mantenni costantemente per 48 ore.
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Dopo tale periodo il materiaie era comp'etamente disseccato e aderente
al fondo e alle pareti delle provette sotto forma di piccole scaglie rossastre.

Tali provettine vennero strozzate e chiuse alla fiamma sotto vuoto e
quindi conservate a temperatura aggirantesi tra i 5° e i 10° C.

ESPERIENZE ESEGUITE DOPG UN ANNO DALL’ESSICCAMENTO,

Dopo un anno esatto dall’essiccamento vennero aperte alcune provette
ed iniziati gli esami per controllare la vitalitd e le eventuali alterazioni su-
bite dai ceppi.

Sciolto e diluito il materiale essiccato econ qualche goecia di brodo sem-
plice ho insemenzato tubi di agar e brodo, e tubi di agar e brodo siero.
Solo circa la meta delle provette aperte si & dimostrata vitale. In genere ho
ottenuto sviluppo con maggior facilita dagli insemenzamenti in brodo pil
che 1n agar,

Comunque qualche provetta mi ha determinato sviluppo anche in agar,
L’intorbidamento in brodo semplice & uniforme, mentre in brodo siero si
notano numerosi piceoli fiocchetti simulanti un’agglutinazione giad fin dalle
prime ore di sviluppo. _

Su agar e agar siero le colonie sono scarse, rotondeggianti grandi, co-
lisimili, e presentanti le caratteristiche gia precedentemente descritte.

Esse non hanno alcuna aderenza al mezzo colturale e si staccano facil-
mente con 1’ansa.

Le prime colture ottenute perd, sia in brodo che in agar hanno uno svi-
luppo lento e tardivo, hanno cioé una prolungatissima fase latente, a pa-
ragone delle colture trapiantate settimanalmente sui comuni terreni, Questa
prolungata fase latente, & gia stata osservata anche dal Proom ed HEwm-
MONS (29) su altri germi sottoposti a liofilizzazionz e da MazzaraccHio (30)
che riferisce su di un comportamento analogo a caricol di un corynebacte-
rium pyogenes. Tale particolare comportamento del resto si ripete in misu-
ra molto meno evidente, in ogni culiura bacterica che viene trapiantata do-
po un lungo periodo.

I1 fenomeno credo possa avere una duplice interpretazione: o esso &
dovuto ad alterazioni della cellula bacterica nei riguardi della vitalitda in
conseguenza del trattamento subito, oppure I'essiccamento ha notevolmente
ridotto la carica batterica uccidendo parte dei germi trattati, Questa se-
conda interpretazione viene avvalorata dallo scarso ed isolato numero di
colonie che sviluppano su agar. Tultavia la interpretazione dei fenomeni
biologici & di tale complessita, che non si pud escludere a pricri come la
prima interpretazione non possa avere un certo valore.

I suecessivi trapianii riportano in brevissimo tempo la fase latente al
normale periodo.



T.’attivita biochimica dei due ceppi, dopo un anno di essiccamento, (ta-
vola n. 1, co'. IT) & pure notevolmente modificata.

La dulcite, lo xilosio, il lattosio e il maltosio che venivano fermentati
dai due ceppi batterici non lo sono pit dopo 1’essiccamento. 1l ceppo n. 535
ha pure lievemente diminuito la propria attivita nei riguardi della mannite
e de! glucosio.

Tale trattamento quindi, oltre a modificare il periodo della fase laten-
te_ viene a ridurre anche notevolmente il corredo enzimatico della cellula
batterica, La modificazione perd non risulta tota'mente irreversibile, perché
¢osl come un breve numero di pa.s:sa;ggi sui comuni terreni riportano il pe-
riodo di fase latente al mormale, mella stessa maniera pochi trapianti della
cultura batterica fanno riacquistare parzialmente al germe il proprio cor-
redo enzimatico perduto in conseguenza del!’essiccamento.
~ Infatti 20 trapianti eseguiti a distanza di 6 giorni 1'uno dall’altro, han-
no fatto riacquistare ai due ceppi la attivita fermentativa nei riguardi della
duleite, e per il ceppo n. 535 anche per la mannite e il glucosio (tav. n. 1,
col. TII).

Entrambi i ceppi song risu'tati non indoligeni alla prova di Legal-Weil,
Pure negativa la ricerca del triptefano e la V.P. Positiva invece la reazio-
ne di Griess, Tra i caratteri perduti in seguito all’essiccamento & quindi da
annoverarsi anche la capacitd a produrre indolo.

Nei riguardi della probabile fase dissociata in cui si trovavano prima
dell’essiccamento i due ceppi di actinobacillo presi in esame, sia lo svilup-
po in brodo, specie in brodo siero, sia sopratutto le prove di agglutinazio-
ne rapida con tripaflavina, mi hanno confermato come I caratteri dei due
ceppi siano rimasti invariati dopo tale trattamento. La reazione di Millon
mi ha perd sempre dato viraggi quasi costantemente verso il giallo.

A carico della morfologia del germe, visto al microseopio ottico, sia a
fresco che previa colorazione, non ho rilevato alcuna modificazione /v,
foto I).

POTERE PATOGENO.

Essendo i due actinobacilli di recente isolamento, non ho ritenuto neces-
sario saggiarne il potere patogeno prima dell’essiccamento. I risultati po-
sitivi ottenuti dopo un anno di essiccamento hamno confermato le mie sup-
posizioni sulla iniziale patogenecita dei due ceppl.

Con muna subcultura in agar ottenuta da un primo isolamento sia del
ceppo n. 535, che sper. I, conservati per un anno essiceati, ho preparato una
rieca sospensione batterica in soluzione fisiologica.

Un em® di tale sospensione, sia del ceppo n, 535 che sper. I & stata inocu-
lata a due bovini al padiglione auricolare, tra pelle e cartilagine, secondo
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la tecnica descritta dal Mont1 (33). Ho preferito usare il bovino per questa
prova, essendo questo 1’animale d’elezione per 1’actinobacillosi.

Con questa tecnica infatti, gia usata da altri AA. per saggiare la viru-
lenza degli streptococchi e degli staffilocoechi piogeni nel coniglio (34), &
possibile ottenere mel bovino la riproduzione « in miniatura », come rife-
risce il Monti della neo formazione actinobacillare.

(Gid in quarta giornata dalla inoculazione del materiale & stato possi-
bile rilevare alla pa'pazione in entrambi i bovini, un -piccolo nodo al pa-
diglione dell’orecchio. Il nodo era della grandezza di una noce, duro, privo
di alone infiammatorio, lievemente dolente. Nei giorni seguenti 1 due no-
du'i aumentarono di volume e in ottava-decima giornata da duri fibrosi
che erano divennero, specie al centro, molli e fluttuanti, In undicesima
giornata, una delle due piccole tumefazioni, sotto modica pressione, si
ruppe eliminando uno zaffo di pus bianchiceio, colloso inodoro, con tutte
le caratteristiche sia macroscopiche che tattili del pus actinobacillare. In
dodicesima giornata si ottenne lo stesso materiale anche dal secondo piccolo
ascesso freddo.

L’esame microscopico a freseco con glicerina al picrocarminio riveld i
caratteristici cespugli di clave, Dal pus previa frantumazione, vennero alle-
stite colture, Il rimanente materiale venne fissato per i preparati istologici.
Dal pus di entrambi gli ascessi ottenni in coltura pura 1’actinobacillo-
Purtroppo, per un banale incidente, percetti il ceppo n. 535 isolato dal
bovino. Proseguii quindi le esperienze col solo ceppo derivato dallo sper. I
che indicai col nome di sper. II.

Tale stipite si presentd in quasi tutti i suoi caretteri simile a quello da
cui derivava. Risultarono infatti negative le ricerche: dell’indolo, del trip-
tofano e la V. P. Positiva invece la prova di Griess.

[ attivitd biochimica fu riacquistata nei riguardi del lattosio e del mal-
tosio mentre 20 passaggi su agar mon avevano ottenuto tale effetto. Si
mantenne invece negativa per la dulcite, e di minore intensita per la
mannite,

Nonostante il passaggio su animale recettivo, il ceppo venne ugualmente
agglutinato dalla tripaflavina, mentre invece con reattivo di Millon virava
verso il giallo-ocra. Nessun cambiamento apprezzabile a carico delle affinita
tintoriali e della morfologia,

I preparati istologici vennero colorati con ematossilina ed eosina, e col
metodo Montroni. Con quest’ultimo metodo la lesione actinobacillare speei-
fica, cioé la rosetta formata dagli ammassi di clave, era evidentissima anche
se molto giovane, Le clave risultarono colorate intensamente in rosso, men-
tre i nueclei delle cellule dei tessuti circostanti assunsero una colorazione
violetta, e il protoplasma verdastra (v. disegno tav. ITI). Essendo il mio secopo
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solo quello di poter dimostrare anche istologicamente come il germe, dopo
essere stato conservato essiccato per un anno, abbia il potere di riprodurre
la lesione specifica, non mi dilunge oltre nella descrizione della lesiome in
quantoché essa ¢ gia stata ampiamente ed esaurientemente descritta,

Successivamente ho ripetuto la stessa esperienza in vivo inoculando di-
rettamente il contenuto di tre provette, sciolto al momentc dell’uso, Nes-
suno dei due bovini inoculati ha reagito positivamente.

Non credo di essere lontano dal vero mel ritenere che ci0 possa essere
dipeso sopratutto dalla esignitd della carica batterica inoculata,

(OSSERVAZIONI AL MICROSCOPIO ELETTRONICO.

Allo scopo di meglio valutarne le eventuali variazioni morfologiche, ho
controllato 1’actinobacillo per mezzo del mieroscopio elettronico, prima, du-
rante e dopo 1’essiccamento (*).

(olture in brodo e agar semplice di 12 e 24 ore vengono centrifugate a
2000 giri peri 15 minuti, Dalle colture in agar la patina viene racecolta in
acqua bidistillata sterile, Si fissa quindi il sedimento ottenuto con una so-
luzione di formalina al 10% o con una soluzione di acido osmico al 2%, La
fissazione con acido osmico & partico’armente raccomandata perché evita di
alterare la delicata struttura cellu'are (3°). Il materiale, dopo fissazione,
viene ripetutamente lavato com acqua bidistillata sterile, e centrifugato, La
tendenza dei due ceppi ad autoagglutinarsi mi ha disturbato non poco e co-
stretto a ripetuti lavaggi. Una goccia de! materiale cosl preparato viene po-
sta sulla pellicola di collodio, lasciata quindi essiccare ed osservata al mi-
croscopio elettronico.

Per osservare il germe durante 1’essiccamento ho seiolto il materiale es
siccato con poche goece di acqua bidistillata, lasciandovela a contatto per
qualche ora, ho quindi fissato e lavato, Purtroppo com questo materiale no-
nostante i ripetuti lavagei non mi & mai stato possibile ottenere preparati
molto chiari e puliti.

La morfologia dell’actinobacillo, vista al microscopio elettronico, con-
corda, plenamente con la descrizione che di essa ne fanno gli AA. in base
alle osservazioni al microseopio ottico.

Subito evidentissimo appare il pleomorfismo del germe (fig. 1-2-3).

Vieino ad individui tozzi, a barilotto, coccoidi (fig. 2-4-5-6) compaiono
forme allungate, giganti, filamentose (figz. 7-8).

E’ evidente come 1’actinobacillo passi attraverso a tutti e tre i succes-

(*) Ringraz o il Prof. TrRABACCHI, .la Prof.ssa MORrRTARA e il Dott. Casraenorr del
Laboratorio di Fisica per 1’aiuto prestatomi in queste ricerche.
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sivi stadi in eui Ruska e PiERArskr (%6-37) suddividono lo sviluppo dei
germi,

A forme uniformemente cpache, compatte in cni la membrana pericel-
lulare & invisibile o scarsamente visibile (fig, 2-3-4-6-7), succedono forme
in cui detta membrana & ben visibile e il protoplasma & meno omogeneo con
ispessimenti irregolari e diffusi nel corpo batterico, o & fortemente coartato
(fig. 5-8-9-10-13), |

Nella terza fase, considerata di senescenza, i] protoplasma é ancora piu
diafano e si raccoglie verso i poli o al centro fin formazioni nucleosimili
(fig. 1-11-12),

E’ da notare come 1 tre tipi sopradescritti, espressioni di tre periodi
evolutivi del germe, si riscontrine indifferentemente in culture di 12 e di
24 ore.

Le fotografie eseguite sui germi ‘durante la conservazione in essicca-
mento, cioe in stato anabictico, dimostrano come il germe si trovi in condi-
zioni assai simili per Je caratteristiche morfologiche a ¢id che si verifica nel
terzo periodo o di senescenza. Nom mi ¢ stato dato infatti di poter osser-
vare che assai raramente germi a protoplasma compatto e con membrana
scarsamente visibile (fie, 14),

Molto piu frequentemente invece ho osservato germi con membrana pe-
ricellulare visibile e protoplasma fortemente e uniformemente coartato al
centro. Non infrequenti pure le forme con protoplasma non uniformemente
coartato al centro ma con ispessimenti irregolari e diffusi (fig, 15-16-17-18).

Dopo un anno di essiccamento i due ceppi gia al primi passaggi in bro-
do dimostrarono di avere riacquistato totalmente la loro primitiva morfo-
logia (fig. 19-20-21-22-23-24),

CONCLUSIONI

Dalle esperienze eseguite ¢ quindi possibile dedurre:

1) L’essiccamento nel vuoto dell’actinobacillo del LiGNIERES e SpITz ne
permette la conservazione in una percentuale di cirea il 50% per un periodo
non inferiore a un anno,

2) Tale trattamento non altera ’attivitd dei germi, che permangono vi-
tali, in maniera sensibile né¢ totalmente irreversibile.

3) Mentre infatti 1’attivita indoligena si e totalmente estinta e non é sta-
to possibile riattivarla neanche per mezzo di un passaggio «in vivoy, la
maggioranza delle attivita hiochimiche perse in conseguenza dell’essicca-
mento, sono state riacquistate dal germe dopo breve numero di passaggi su
agar 0 un passaggio «in vivo ».

4) L’attivita patogena é totalmente comservata.



--4_87—

5) Viene presa in considerazione la possibilitd che 1’actinobaeillo in ge-
nere e in specie i due ceppi caduti sotto la mia osservazione possano subire
fenomeni dissociativi, La dissociaizone dei due ceppi n, 535 e sper. I si e
dimostrata irreversibile, anche dopo passaggio su animale recettivo.

6) La morfologia vista al microscopio eiettronico conferma cid che era
stato osservato al microscopio ottico, L’osservazione elettronica mette in
evidenza come durante 1’essiccamento il germe vada soggetto con maggior
facilith a fenomeni interpretabili come senescenze.

Tuttavia gid ai primi passaggi in brodo esso riacquista rapidamente
e totalmente la primitiva morfologia.

~7) All’inizio della trattazione, ho fatto osservare come, contrariamente
all’opinione corrente il germe sia quasi ubiquitario e come pure contraria-
mente a'le deduzioni che dalle prove di laboratorio si erano potute trarre,
il germe sia tutt’altro che labile nell ‘ambiente esterno se si considera l’an-
damento epizoclogico della malattia.

Non posso certamente in base alle scarse e incomplete esperienze ese-
guite, trarre deduzioni che potrebbero essere azzardate, tuttavia oggi si co-
nosce un mezze atto a conservare inalterato, per un periodo assai lungo, in
quasi tutte le sue attivitd, ma sopratutto in quelle patogene, un germe che
fino ad ora era considerato -tra i pin labili.

E’ possibile che in natura possa verificarsi un fenomeno simile od ana-
'ogc a quanto si & ottenuto in laboratorio?

Non credo che oggi si possa rispondere a questa domanda né in senso
affermativo né in senso negativo, Ad ogni modo se si potesse considerare ¢o -
me possibile in natura un fenomeno simile, cesserebbe di esistere 1’incogruen-
za tra una malattia estremamente tenace e quasi ubiquitaria, e 1’estrema la-
bilitd nell’ambiente esterno dell’agente eziologico che la genera.

Roma, Sez. Veterinara - Laboratorio di Microbiologia - 15 novembre 1949.
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