10. Franco SCANGA. — Sul modo di riproduzione della pasteurella
pestis.

Riassunto. — L’A., dopo una sommaria esposizione dei vari tipi di
riproduzione cellulare (riproduzione sessuata, riproduzione mediante scis-
sione semplice, mediante gonidi, mediante ramificazione, mediante spore e
mediante gemmazione) riporta alcune osservazioni compiute, servendosi
del microscopio elettronico, sul meceanismo di riproduzione della Pasfeu-
rella pestis. Questo microrganismo, del quale & gid noto il marcato pleomor-
fismo, dimostra anche un complesso modo di riproduzione.

Accanto alla scissione semplice & stato osservato un meccanismo di ri-
produzione mediante scissione atipica e mediante la formazione di piceoli
elementi rotondeggianti, coccoidi, riportabili, verosimilmente, a delle vere
e proprie gemme. Numerose fotografie elettroniche documentano sufficien-
temente tale affermazione.

Résumé. — L’Auteur, aprés une exposition sommaire des différents
types de reproduction cellulaire (reproduction sexuée, reproduction par scis-
sion simple, au moyen de gonidies, par ramification, au moyen de spores et
par gemmation), relate le résultat de quelques observations qu’il a faites, se
servant du microscope électronique, sur le mécanisme de reproduction de
Fasteurella pestis. Ce microrganisme, dont le pléomorphisme marqué est
déja connu, montre aussi une maniére de reproduction complexe.

A. coté de la scission simple, il a été observé un méeanisme de reproduction
par scission atypique et par la formation de petits éléments, de forme plus
ou moins arrondie, semblables & des coccus, qu’on peut ramener, vraisem-

iablement, a des véritables gemmes. De nombreuses photos électroniques do-
cumentent suffisamment cette affirmation.

Summary. — After a brief survey of the various types of cell repro-
duction (sexual, simple scission, gonidiums, ramification, spora, buds), the
Author reports on some observations he has made concerning the repro-
ductions of Pasteurella pestis by means of electronic microscope. This micro-
organism, already noted for its marked pleomorphism, displays also a com-
plex method of réproduetion.

Side by side with the simple scission he observed also reproduction
through atypic scission and through the formation of small rounded ele-
ments, coccoids, comparable probably to buds true and proper. Numerous
electronic photographs document illustrate amply this statement.



Zusammentassung. — Nach einer zusammenfassenden Ubersicht
der verschiedenen Reproduktionsweisen der Zellen (digene, monogene Fort-
pflanzung durch einfache Teilung. Sprossung, Stockbildung und Keimbil-
dung) wird iiber einige Beobachtungen des Fortpflanzungsmechanismus der
Pasteurella pestis im Elektronen-Mikroskop berichtet. Dieser Mikroorgani-
smus, dessen ausgesprochener Pleomorphismus bekannt ist, weist auch eine
komplexe Fortpflanzungsweise auf. |

Neben einer einfachen Teilung wurde auch ein Fortpflanzungsmechanis-
mus durch atypische Teilung und unter Bildung von kleinen rundlichen
Elementen beobachtet, die wahrscheinlich auf wirkliche Keimbildungen zu-
riickzufiihren sind. Zahlreiche elektronische Aufnahmen veranschaulichen
und bestéitigen diese Annahme.

La questione se la cellula batterica si riproduca unicamente per scissio-
ne semplice o mediante processi riproduttivi piti complessi & sub iudice. Sa-
rebbe troppo lungo riportare anche sommariamente tutta la letteratura esi-
stente su tale argomento; bastera solo ricordare, per chi desiderasse cono-
scere maggiori particolari, che nel 1921 Loonnis (1) ha passato in rassegna
la maggior parte delle osservazioni al riguardo, incominciando dall’inizio
dell’era batteriologica, fino al 1916, e successivamente KLIENEBERGER (*) ha
riferito tutte le osservazioni fatte fino al 1930.

In genere in tutti 1 lavori esistenti, se pure si & concordi nell’affermare
che la riproduzione per scissione semplice ¢ il mezzo pitt comune di molti-
plicazione batterica, non mancano tuttavia dimostrazioni, sia pure relativa-
mente non frequenti e non sempre esenti da ecritica, tendenti ad ammettere
per qualche specie batterica un meecanismo di riproduzione piti complesso.
Noi passeremo in rassegna solo le pit importanti ipotesi formulate al ri-
guardo, descrivendo quindi, con [’ausilio di una ampia documentazione
fotografica, i risultati delle nostre ricerche sul modo di riproduzione osser-
vato nella Pasteurella pestis.

1) Riproduzione sessuata: 1’ipotesi che 1 batteri possano riprodursi
per via sessuata trova tuttora diversi sostenitori; secondo alcuni, anzi, tale
ciclo di vita sarebbe una caratteristica naturale di tutte le specie batteriche,
e la moltiplicazione per scissione binaria, che si osserva generalmente nelle
culture giovani ed in condizioni normali di erescita, non rappresenterebhe
che una semplice fase del complesso ciclo di vita (3).

LEpERBERGER ¢ TATUM (%) sarebbero arrivati, mediante prove indirette,
genetiche, a provare l’esistenza di una sessualita occasionale nei batteri.



Borvin e coll. (5-%) sono andati anche oltre. affermando che lo stato abituale
dei batteri corisponderebbe ad una fase aploide, ad un solo cromosoma che
si moltiplicherebbe attivamente per divisione asessuata; in determinate
condizioni potrebbe perd prodursi una coningazione, che condurrebbe ad
una forma diploide a due cromosomi, del tutto transitoria, poich® essa non
tarderebbe ad entrare in meiosi e a ridonare una forma aploide. SCcHAUDINN
(%) e successivamente Dosern (°-1°) hanno sostenuto, nel processo di ri-
produzione del B. butschlin, la teoria della coningazione autogamica ; ad
identica conclusione sono anche pervenuti Bapian (11-12) ed ArLpaw (1,
Poruorr (M), Loonnis (15-16), MeLnox (17), STOUGHTON (*®) e NyBERG (19)
sono invece sostenitori della teoria isogamica. Accanto a questi due modi
primitivi di riproduzione sessuata (autogamica e isogamica), alcuni AA. (3
in verita pochi, prospettano anche la possibilita di una coniugazione eteroga-
mica. Se perd i batteri si riproducessero sessualmente, fa osservare LEwIs
(*1-2%), dovrebbe essere possibile incrociare culture e specie vicine e deter-
minare il loro comportamento genetico; non vi sono invece molti argo-
menti a sostegno della teoria che sopravvengono ibridi fra i batteri E
d’altra parte anche le ricerche di ArquisT (23), i NyrERG (19), MeLron (17)
di SuErMAN e WING (*0) e dello stesso DIENES (2%-2%) non costituiseono una
prova decisiva ed esente da osservazioni eritiche.

2) Riproduzione mediante scissicne semplice: indiscutibilmente il
meccanismo pit comune di riproduzione della cellula batterica ¢, in condi-
zioni ottimali di eultura, la scissione semplice, vale a dire che ogni cellula
si divide approssimativamente in due parti nguali. Nei bacilli e negli spi-
rilli la divisione cellulare avviene ad angolo retto, con 1’asse lungo della
cellula; i coechi invece si dividono in uno, due o tre punti, o per piani
suceessivamente perpendicolari, dando cosi origine a caratteristici raggrup-
pamwenti a catene, o a masse irregolari o a pacchetti cubici. Generalmente il
processo di divisione vero e proprio & preceduto da una modificazione mor-
fologica della cellula: nei bacilli e negli spirilli si osserva un aumento di vo-
lume ed un aliungamento del corpo cellulare; nei cocchi queste modificazioni
sono meno appariscenti ed abitualmente consistono in alterazioni della forma
sferica, con leggero allungamento di nno dei due diametri.

La descrizione particolareggiata del processo di divisione della cellula
batterica ¢ stata compiuta da diversi AA.; ma se si escludono le ipotesi
formulate da Micura (*) e ScHauDINNY (7-8), entrambi ai prineipi  del
secolo, -le teorie che attualmente risultano piu affermate sono quelle di
Bisspr (20-28-20-80 ¢ 31) e di KNavs1(?2-53) ai cui lavori noi rimandiamo per
maggiori particolari.
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3 Riproduzione per ramificazione: la ramificazione & un mezzo di
riproduzione degli streptomiceti (cellule allungate portanti permanente-
mente delle ramificazioni); nei batteri la ramificazione & solo occasionale
e la cellula individuale & solo raramente e comunque mai permanentemen-
te ramificata (2°). In aleune specie bacillari e particolarmente nel C. diph-
terige ¢ stata spesso deseritta nna ramificazione rudimentale (%). Ramifea-
zioni vere e proprie sono state descritte in un ceppo aviario di Myec. fuber-
culosis; molto piu rare sarebbero invece nella varieta umana di bacillo
tubercolare dove sembra che si debba piuttosto parlare di strutture piu
complesse a Y. |

Anche nel gruppo tifo-coli sono state osservate delle forme ad Y, nelle
quali il processo di moltiplicazione avveniva per allungamento e secissione
di tutte e tre le estremitd della Y. Spesso, se si usano comuni colorazioni,
masse di bacilli aderenti fra loro possono dare l’apparenza di ramifica-
zioni, mentre con la tecnica della colorazione della membrana cellulare, si
notano al massimo delle escrescenze o delle gemme (false ramificazioni).
In genere si osserva che le ramificazioni si formano quando il normale svi-
luppo ¢ ostacolato dalla adesione di bacilli confinanti.

4) Riproduzione mediante gonidi: alcune cellule batteriche conten-
gono nel loro interno formazioni grannlari molto piccole e di forma gene-
ralmente sferica (da * a %), che sarebbero dei veri e propri corpi ripro-
duttivi intracellulari (gonidi): questi, liberatisi per rottura, dalla cellula
madre, sarebbero capaci di sviluppare nuove cellule tipiche e sarebbero,
in determinate circostanze, anche filtrabili.

Fra i principali sostenitori di tale meccanismo di riproduzionz cellu-
lare ricordiamo O=®STERLE (%), THORNTON (%°), HADLEY (%) e Morr (*7).
I batteri nei quali sarebbe stato dimostrato questo tipo di riproduzione
sono diversi; anche nei micobatteri i granuli di Muceh sono stati interpre-
tati da aleuni AA. come formazioni gonidiali filtrabili e vitali. E’ pero
da rilevare che spesso tale tipo di riproduzione é& stato osservato in molte
culture, che sovente avevano subito un notevole grado di essiccamento (®).
HapLey (%) cerca di mettere in relazione tale tipo di riproduzione con
il fenomeno della dissociazione batterica.

La teoria gonidiale trova pero numerosi oppositori i quali sostengono:
1) la possibilita di riproduzione nel filirato non & una prova decisiva, ne,
d’altra parte, & sempre possibile dimostrare la filtrabilita di tali formazioni
gonidiali; 2) le formazioni interpretate come gonidi possono essere benis-
simo inelusioni endocellulari, come granuli di volutina o corpuscoli di
grasso, o addirittura prodotti di degenerazione della cellula (2°-2t). Tali
obiezioni rendono pertanto molto dubbia questa teoria.



5) Riproduzione mediante spore: secondo Henrrcr (38) le spore non
hanno funzione riproduttiva, esse cioé rappresentano uno stadio di riposo
della cellula. Zinsser (%) e Lewis (') attribuiscono invece alla spora un
significato nel ciclo vitale della cellula, molto pit grande che non la produ-
zione di una forma di resistenza: si tratterebbe cioé di vere e proprie strut-
ture riproduttive. Secondo ArNAUDI (') la sporificazione ¢ da considerare
come un mezzo di riproduzione vero e proprio, che tende a mantencre
la specie maicrobica mel tempo, mentre la riproduzione per scissione pud
essere considerata come una propagazione nello spazio.

Attualmente ¢ da ritenere che si hanno pochi motivi per considerare
la spora come parte integrante di un ciclo di vita riproduttivo, anzitutto
perche la formazione della spora avviene quando per cause ambientali varie i
processi metabolici vitali della cellula vengono rallentati, modificati, osta-
colati nel loro normale andamento. Pertanto il processo riproduttivo che,
geneticamente si verifica nella fase di maggiore attivita cellulare, in que-
sto caso si espleterebbe quando tali attivitd per motivi vari, sono portati
al di sotto del loro livello normale. [n secondo luogo, dato che di norma
ogni bacillo forma una sola spora, & ovvio, fa osservare Punrtont (!'), che
la sporificazione non puod essere considerata come un vero processo i mol-
tiplicazione: ha invece il carattere di un processo di conservazione.

6) Riproduzione mediante gemmazione: per gemmazione si intende
la formazione di una protuberanza alla superficie della cellula madre,
come una gemma, la quale aumenta gradatamente di volume fino a che,
raggiunta una certa grandezza, si stacca dalla cellula madre formando
cosi un nuovo individuo. LINDEGREEN (*2) distingue una gemmazione late-
rale ed una terminale, a seconda del punto in cui inizia la formazione
della gemma.

La gemmazione & una maniera caratteristica di riproduzione degli
ifomiceti; ¢ perd certo che in determinate condizioni tale processo di ripro-
dnzione si puod anche riscontrare in aleune forme batteriche. StoucaToN ('5)
nel descrivere la morfologia del Buact. malvacearum, microrganismo che
produce una malattia nella pianta del cotone riferisce di avere osservato la
formazicne, per gemmazione, sulla superficie del bacillo, di corpi a somi-
gliunza di cocchi, che in seguito si sviluppano in bacilli (%). HESSELBROCK e
FosHay (**) hanno osservato che il B. iularense, oltre che per scissione
semplice, pud anche moltiplicarsi per gemmazione (riproduzione « polygene-
thodic »}. Anehe Bapupierr (*') in un organismo ovoidale inquinante una
cultura di Leptospira camicola, ha rilevato un processo di moltiplicazione
per gemmazione. SMITH, Mupp e Hmmrr (*-46-47) hanno, a varie riprese,
deseritto un metodo di riproduzione cellulare mediante la formazione di lar-
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ghl corpi rotondi, dai quali si originano pit cellule figlie: alla superficie
della cellula batterica, nella sua parte di mezzo od agli estremi, il citoplasma
si spinge al di fuori in due o tre punti dando luogo alla formazione di corpi
rotondi @ quali successivamente crescono staccandosi dalle cellula i

Anche per il gruppo delle spirochete & stata avanzata la possibilita
di riproduzione mediante gemmazione. 18’ stata infatti osservata la presenza
di corpiccinoli rotondi, disposti lungo il corpo cellulare od a un estremo,
intimamente collegati con esso o liberi mnel mezzo culturale, interpretati
appunto come unita germinative. Lia loro costante ricorrenza nelle culture
in sviluppo e la possibilitd di ottenere dalla semplice cultura di questi
corpicciuoli il normale sviluppo delle spirochete, avvalorerebbe 'ipotest di
una possibilita di riproduzione per gemmazione.

L S

Ma se per motivi di esposizione ¢ di chiarezza abbiamo fatto guesta
schematica suddivisione dei vari modi di moltiplicazione della cellula batte-
rica, risulta spesso non solo che uno stesso germe pud mostrare contempo-
raneamente diverse maniere di riprodursi (#-#7-4) ma anche che vi sono
modi di moltiplicazione che chiameremo « di passaggio », in cui cioé non &
chiaramente e nettamente dimostrabile un determinato tipo di riproduzione.

Ed appunto, studiando il meccanismo di riproduzione della Pastewrella
pestis, noi abbiamo osservato un modo di riproduzione piuttosto complesso.
Le ricerche su questo germe sono state compiute mediante osservazione al
aeroscopio elettronico, secondo la tecnica e le modaliti da noi esposte in
precedenti lavori (50-51-52-33) 1] baeillo & stato coltivato in terreno nutritivo
liquido a 24° C e osservato sistematicamente ogni 24-48 e 72 h. Il ceppo & di
provenienza della collezione del nostro Istituto ed & stato isolato in un
recente focolaio epidemico in Ttalia. _

Nelle figg. 1-2 e 3 noi osserviamo il tipo usuale di scissione binaria,
che si verifica nella parte centrale del corpo bacillare (°*). In queste figure
1l processo di divisione & rappresentato in tre stadi differenti: stadio ini-
ziale nella fig. 1, in cui nella parte centrale del bacilio si rileva un resirin-
gimento del corpo cellulare, come una strozzatura, che pero & ancora di
limitate proporzioni; nella fig. 2 questo restringimento & ancora piu aceen-
tuato, finché nella figura 3 i due elementi appaiono quasi interamente
separati. _

Ma accanto a questo usuale tipo di scissione per divisione centrale, si
rileva un processo di divisione che chiameremo atipico, perche il restringi-
mento del corpo bacillare non compare al centro. ma ad un estremo dell’ele-
mento cellulare. Le figure 4 e 5 mostrano un chiaro esempio di tale divi-



sione atipica. In aleuni casi uno stesso elemento bacillare mostra contempo-
raneamente 1 due tipi di divisione (fig. 6), cioé l’inizio della divisione
appare sia nella parte centrale (divisione tipica), sia ad un estremo del
corpo hacillare (divisione atipica). Talvolta il restringimento terminale
pud osservarsi ad entrambi gli estremi del corpo bacillare (fig. 7).

Seguendo il successivo evolvere di questo atipico processo di divisione,
noi osserviamo che 1’elemento terminale neoformato tende ad un progres-
sivo distacco dal corpo bacillare da cui si origina, acquistando in maniera
sempre piu chiara e netta 1’aspetto di un corpieciuolo rotondeggiante, coc-
coide, con un’entitd morfologica a sé stante. Nella fig. 8 & visibile uno di
questi corpicciuoli situato ad un estremo del corpo bacillare, avente un dia-
metro leggermente inferiore a quello del bacillo da cui si origina, dal quale
sembra essere quasi completamente separato. Nelle figg. 9 e 10 la separa-
zione fra i due elementi appare netta ed evidente.

Questi elementi coeccoidi staccatisi dal corpo cellulare aumentano
progressivamente di dimensioni, pur conservando, per lo meno all’inizio,
una forma rotondeggiante (fig. 11); nelia figura 12 si vedono riuniti insieme
quattro di questi corpicciuoli, di differente grandezza. Nella ficura 13
sono visibili: un elemento bacillare che mostra il tipico processo di divi-
sione binaria, ed altri due elementi che mostrano il processo di divisione
atipico ed in cui i corpiceiuoli neoformati appaiono di dimensioni differenti.

Ma, se finora queste nostre osservazioni microscopiche ¢i hanno sem-
pre fatto pemsare ad una semplice atipia del processo di scissione binaria,
le successive figure mostrano invece un modc di riproduzione che a noi &
sembrato del tutto differente.

Nelle figure 14-15-16-17 si osservano infatti alcuni elementi bacillari
che presentano ad uno degli estremi un corpiceinolo di dimensioni talvolta
piceolissime, il quale, pur cosi piceolo, appare gid quasi interamente sepa-
rato dal corpo bacillare; tale separazione ¢ sovratutto evidente nelle figure
16 e 17, nelle quali si ha 1’impressione che il corpiceiuolo stia semplicemente
accostato al corpo bacillare, senza pit alecuna connessione con il bacillo da
cui si origina. Interessanti le figure 14 e 16 perché mostrano uno stesso
elemento bacillare con un inizio di divisione binaria normale, mentre che
una delle due cellule figlie mostra gia il caratteristico corpiceiuolo.

Ma oltre che in posizione terminale questi corpicciuoli sono stati da noi
ritrovati anche lateralmente al corpo bacillare (fiz. 18 e 19). Queste osser-
vazioni noi pensiamo che ci debbano autorizzare ad ammettere che non si
tratti pit soltanto di un semplice processo di scissione atipica, ma che que-
sti corpiceiuoli debbano essere interpretati come delle vere e proprie gem-
mazioni. K del resto, come abbiamo precedentemente visto, la possibilitd



che uno stesso germe possa contemporaneamente riprodursi mediante vari
tipi di riproduzione é stato osservato da molti altri AA. per altri germi.

Né ¢ da pensare che le formazioni coccoidi riscontrate accanto alle
normali forme bacillari e da noi interpretate come appartenenti ad un
particolare ciclo di sviluppo, siano invece dovute alla presenza di un micror-
ganismo associato in simbiosi, sul tipo di quelli osservati dalla KLIENEBER-
GER (2) in simbiosi con lo Streptobacillus moniliformis. Nella nostra doeu-
mentazione fotografica é possibile seguire diversi momenti del eiclo forma-
tivo di tali elementi.

Ugunalmente differente dal nostro ¢ il reperto di Diexes (%9) nel Pro-
teus vulgaris: i eorpi osservati da questo A. non sono prodotti dalle
forme bacillari vere e proprie, ma solo da filamenti lunghi mediante un
processo che ¢ stato deseritto sotto il nome di plasmoptisi.

Le figure 20-21-22 mostrano che 1 corpi da noi osservati possono tal-
volta essi stessi dividersi mediante un processo di scissione semplice, come
se fossero dei cocchi; in qualche caso la divisione interviene fra due ele-
menti quasi di uguale grandezza (fig. 20); talvolta invece i due corpiceiuoli
appaiono di dimensioni differenti, come se si trattasse di divisioni che si
susseguono (divisioni successive). Lo stesso elemento bacillare puo pre-
sentare talvolta da due (fig. 23) a quattro (fig. 24) elementi coccoidi.

Nonostante le dimensioni estremamente piceole di questi corpiceiuoli
(> 0,3 p) tutti i nostri tentativi di coltivazione del filtrato sono perd riusciti
infruttuosi. Né questo & da meravigliare, poiché & risaputo che nel processo
di filtrazione entrano in gioco oltre alle dimensioni del materiale da filtrare,
molti altri fattori.

In base a queste considerazioni pensiamo che la Pasteurella pestis, la
quale, come ¢é noto, presenta un aspetto morfologico cosi variato, riveli
ugualmente un processo di riproduzione piuttosto complesso: scissione sem-
plice tipica in aleuni casi, scissione atipica in altri e, sovente, un tipo di
riproduzione mediante la formazione di piccoli elementi rotondegegianti,
coccoidi, che all’osservazione microscopica risultano occupare una posizione
terminale o laterale rispetto al corpo cellulare da cui si originano. Tutto
induce a ritenere che in tali casi non si possa pitt parlare di una semplice
divisione atipica, come vorrebbe Knayvsi, ma di un processo di divisione
per gemmazione, come del resto ¢ stato ammesso da altri AA. per diverse
specie batteriche.
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ScanGa F. - Sul mode di riproduzione della P. pestis.

Fig. 3. - Il processo di divisione & quasi
ultimato: le due cellule batteriche sono
prossime a separarsi,

Fig. 4. - Divisione atipica: anziché in posi-
zione centrale il restringimento del corpo
cellulare & terminale.
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Fig. 5. - Fase piu avanzata del processo
di divisione atipico.

Fig. 7. - 1l restringimento terminale si pre-
senta ad entrambi gli estremi del corpo
bacillare.

Fig. 6. - Uno stesso elemento bacillare
mostra contemporaneamente la divisione
tipica centrale e quella atipica, terminale.

Fig. 8. - Formazione coccoide situata ad un
estremo del bacillo, dal quale appare quasi
completamente separata.



- Sul mode di riproduszione della P. pestis.

Scanca F.

Fig. 11, - Si osserva un corpicciuolo in
fase di progressivo sviluppo.

Fig. 12. - Formazioni coccoidi di diffe-
renti dimensioni.



- Sul modo di ripreduzione della P. pestis.

Scanca F.

Fig. 15. Fig. 16.

Fig. 13. - Accanto ad un elemento bacillare, che mostra il tipico processo di divisione binaria,
si osservano due elementi in differente stadio di divisione atipica.

Figg. 14-15-16. - Si osservano, agli estremi dei corpi bacillari, delle formazioni piccolissime,
rotonde, che talvolta appaiono quasi separate dal bacillo.



ScaNGA F. - Sul modo di riproduzione della P. pestis.

Fig. 19.. Fig. 2o0.

Fig. 17. - Si osservano, agli estremi dei corpi bacillari, le stesse formazioni piccole, rotonde,
delle figure precedenti.

Figg. 18-19. - Oltre che ad un estremo del corpo bacillare, queste neoformazioni possono anche
essere situate lateralmente al bacillo.

Fig. 20. - Si osservano alcuni corpicciuoli neoformati anch’essi in fase di divisione semplice.



ScanGa F. - Swl modo di riproduzione della P. pestis.

Figg. 23-24. - Presenza contemporanea di pill corpicciuoli lateralmente al corpo bacillare.
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