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Luciano VELLA e Alfredo ZAMPIERI — Studi e ricerche sui mico-

batteri — vii - Il Mycobacterium phlei . (Lehmann e Neumann,
1899, pro parte).

Riassunto. — Con il nome di Mycobacterium phlei (Lehmann e
Neumann, 1899) si indicano, nei vari laboratori del mondo, specie spesso
differenti tra loro.

Lehmann e Neumann attribuirono il nome di Mycobacterium phlei
a un gruppo di ceppi, che oggi sappiamo appartenerc a specie diverse;
dato, per0, che essi crearono questo nome particolarmente per la specie
che Moeller 1isolo dal Phleum pratense, conviene conservare il nome
di Mycobacterium phler soltanto per questa speecie, la quale dovra per-
ci0 essere ind:zata col nome di « Mycobacterium phlei (Lehmann e Neu-
mann, 1899, pro parte) ».

Le caratteristiche principali di tale specie sono le seguenti: germe
a bastoncello, nucleato, acidoresistente, con qualche forma giovanile cia-
nofila, grampositivo; cresce su tutti i comuni terreni a temperature com-
prese tra 20° e 52° C con optimum di crescita a 48° C, e a pH compresi
tra 5,5 e 8.8 con optimum a pH 6.

In terreni liquidi cresce in superficie; in Dubos e in terreni agitati
cresce in profondita dando luogo a formazioni globulari.

In terreni sclidi da colonie tondeggianti, frastagliate, a superficie radial-
mente piegheitata e centro sopraelevato.

Si ha formazione di un pigmento arancione con massimo di assor-
bimento a 460-463 my e bande secondarie a 430-440 e 480-490 mpt (in cloro-
formio). Tale pigmento & costituito da tre carotenoidi epifasici, particolarmente
da leprotina e a-carotene, oltre un carotenoide a carattere acido.

I1 Mye. phlei non fluidifica la gelatina, riduce i nitrati a nitriti ;
non produce indolo, non coagula il latte, da emolisi su agarsangue. In
terreni sintetici utilizza, come fonte di carbonio, 1’alcool amilico, 1’aleool
butilico, 1’aleool etilico, 1’adonitolo, 1’eritrolo, il glicerolo, il mannitolo, il
sorbitolo, 1’arabinosio, lo xilosio, il galattosio, il glucosio, il levulosio, il
mannosio e il trealosio, non utilizza 1’acetone, 1’alcool metilico, il duleitolo,
I'inositolo, 1’arbutina, 1’esculina, la salicina, il ramnosio, il sorbosio, il
lattosio, il maltosio, il sacearosio, la destrina, 1'inulina e il raffinosio.

Il Myec. phler & lisato dal Phagus phler (P. e 0.), fago ad azione
specie specifica.

1 Myc. phler non ¢ patogeno per i topi, i ratti, le cavie, i conigli



d piccioni, i polli, le rane, le carpe. Non da lesioni sulla membrana corio-
allantoidea di embrione di pollo, sulla guale, perd, & capace di moltiplicarsi.

Résumé. — Sous le nom de Mycobacterium phlei (Lehmann et
Neumann, 1899) on indique dans les divers laboratoires du monde des
espéces souvent différentes les unes des autres.

Lehmann et Neumann attribuérent le mom de Mycobacterium phlei
4 un groupe de souches dont nous savons aujourd’hui qu’elles appartien-
nent & des espéces diverses; mais, étant donné qu’ils eréerent ce nom
particulidrement pour l’espéce que Moeller isola du Phleum pratense,
cela convient de conserver le nom de Mycobacterium phlei seulement
pour cette espéce qui devra cependant étre désignée par le nom de
« Mycobacterium phlei (Lehmann et Neumann, 1899, pro parte) ».

Les principaux ecaractéres de cette espéece sont les suivants: germe
en forme de batonnet, nucléé, acido-résistant, avec quelques formes jeu-
nes cyanophiles, Gram positif; se développe sur tous les milieux a une
température comprise entre 20° et 52° C. avec optimum de croissance a
48° (. et & un pH compris entre 5,5 et 8,8 avec optimum a pH 6.

_' En milieux liquides il croit en surface; dans le milien de Dubos
et dans les milieux agités il croit en profondeﬁr en donmant lieu a des
formations globulaires. 3

En milieux solides il donne des colonies arrondies, découpées, it
surface plissée suivant les rayons et a centre suréleve.

On a la formation d’un pigment orange avec un maximum d’ab-
sorption & 460-463 myp et des bandes secondaires a 430-440 et 480-490 mu (en
chloroforme). Ce pigment est constitué par trois carotenoides épiphasiques,
particuliérement par la leprotine et le a-caroténe, et par un caroténoide a
caractére acide.

Le Mwyc. phleir ne fluidifie pas la gélatine, réduit les nitrates en
nitrites; il ne produit pas de 1’indol, il ne coagule pas le lait, il domne
de 1’hémolyse sur gelose additionnée de sang. En milieux synthétiques il
utilise comme source de carbone 1’alcool amylique, 1’alcool butylique,
V’aleool éthylique, 1’adonmitol, 1’érythritol, le glycerol, le manitol, le sor-
bitol, 1’arabinose, le xylose, le galactose, le glycose, le lévulose, le man-
nose et le tréhalose; il n’utilise pas 1’acétone, 1’alcool méthylique, le
duleitol, 1’inositol, I’arbutine, 1’esculine, la salicine, le rhammose, le sor-
bose, le lactose, le maltose, le saccharose, la destrine, 1’inuline et le raf-
finose.

Le Myc. phlei est lysé par le Phagus phlei (P. et 0.), phage a
action espeéce-spécifique.




Le Myc. phlei n’est pas pathogeéne pour les souris, les rats, les co-
bayes, les lapins, les pigeons, les poulets, les grenouilles, les carpes. Il
ne donne pas de lésions sur la membrane chorioallantoidée d’embrion de pou-
let sur laquell2, cependant, il peut se multiplier.

Summary, — By the name of Mwcobacterium phlei (Lehmann and
Neumann, 1899) are often called very different species.

Lehmann and Neumann gave the name of Mycobacterium phlei
to a group of strains which we know to-day to belong to different spe-
cies. In view of the fact that they particularly gave this name to the
species isolated by Moeller from the Phleum pratense, it is convenient
to preserve the mame of Mycobacterium phler to this species only, spe-
cies wich should therefore be called « Mycobacterium phlei (Lehmann and
Neumann, 1899, pre parte) ».

The most important characters of this species are the following
ones: rod baeterium, with nucleus, acidfast with some young ecyanophil,
form grampositive; it grows on all the common media at temperatures
included between 20°C. et 52°C., whith an optimum at 48°C.; it grows at
pH between 5,5 and 8,8 with an optimum at pH 6.

It grows in liquid media at the surface; in Dubos’ medium or in
shaked coltures it grows in depth forming globular bodies. In solid me-
dia it forms round, mnotched colonies, having a radially folded surface
and an elevated center.

It forms an orange pigment having the maximum of absorption at
460-463 myv and secondary bands at 430-440 myp, and 480-490 my, (in chloro-
form) Such a pigment is formed by three epiphasic carotenoids, particularly
by leprotine and a-carotene, and by an aeid carotenoid.

The Myec. phlei does not fluidize the gelatin; it does not reduce the
nitrates to nitrites; it does not produce indol, it does not coagulate the
milk, it produces hemolysis. on blood-agar.

- When it is grown in synthetic media, it uses as carbon source:
amylic aleohol, butylic alcohol, ethylic alecohol, adonitol, erythritol. gly-
cerol, mannitol, sorbitol, arabinose, xylose, galactose, glucose, levulose, man-
nose, trehalose. It does mot use: acetone, methyl, alcohol, duleitol, inositol,
‘arbutine, esculin, salicin, rhamnose, sorbose, lactose, maltose, saccharose,
dextrin, inuline, raffinose.

The Mye. phlei is lysed by Phagus phlei (P. and O.). :

The Mye. phlei is not pathogenous to mice, rats, guinea pigs, rab-
bits, pigeons, chicken, frogs, carps. It does not produce lesions on the
choriollantoic mnembrane of the chick embryo, but it multiplies on its surface.



Zusammenfassung. — Unter dem Namen Mycobacterium phler
{Lehmann und Neumann, 1899) werden von Laboratorien der ganzen Welt
Arten bezeichnet, die sehr oft sehr verschieden voneinander sind.

Lehmann wund Neumann gaben den Namen Miucobacterium phlei
einer Gruppe von Stimmen, von denen wir aber heute wissen dass sie
zu verschiedenen Arten gehoren; und doch, unter Beriicksichtigung der
Tatsache, dass sie diesen Namen besonders fiir die Art schufen, die Moel-
ler vom Phlewm pralense isolierte, scheint es besser den Namen Mico-
bacterium phler nur fiir diese Art zu bewahren, sodass dieselbe unter
dem Namen « Mycobacterium phler (Lehmann und Neumann, 1899, pro
parte) » zu bezeichnen ist.

Die wichtigsten charakteristiken dieser Art sind folgende: stib-
chenformiger Keim, nucleiert, siurefest, mit irgendeiner jugendlichen
cyanophilen Form, grampositiv; wichst anf allen {iblichen Nihrboden
bei Temperaturen zwischen 20° und 52" C., mit grosstem Wachstum bel
48° C. und pH zwischen 5,5 und 8,8, am besten pH 6.

In fliissigen Nahrboden wichst diese Art an der Oberfliche; im
Dubos Boden und in geschiittelten Bioden erfolgt das Wachstum in
der Tiefe unter Bildung von kleinen kugelformigen Korpern.

In festen Nahrboden bildet sie rundliche Kolonien, mit in klei-
nen radial gerichteten Ifalten gelegter Oberfliche und aufwirts ragen-
dem Zentrum,

Es entsteht eine Bildung von starkem orangenfarbigem Pigment
mit hochster Absorption bei 460-463 muw und mit sekunddren Banden
bei 430-440 miv (in Chloroform). Dieses Pigment besteht aus drei epiphasi-
schen Carotinoiden, insbesondere Leprotin und «-Carotin, ausserdem mit
einem Carotinoid, das einen sauren Charakter-aufweist.

Das Mycobacterium phiei verfliissigt nicht die Gelatine und redu-
ziert die Nitrate auf Nitrite; ergibt kein Indol, koaguliert nicht die
Mileh, gibt Himolyse auf Blutagar. |

In synthetischen Néahrboden benutzt sie als Kohlenstoffsquellen die
folgenden Substanzen: Amylalkohol, Butylalkohol, Aethylalkohol, Ado-
nitol, Erythritol, Glycerin, Mannitol, Sorbitol, Arabinose, Xylose. Galaktose,
Glycose, Léavulose, Mannose, Trehalose. Sie benutz mnicht die folgenden
Substanzen: Aceton, Methylalkohol, Dulcitol, Inositol, Arbutin, Aesculin,
Salyein, Rhamnose, Sorbose, Lactose, Maltose, Saccharose, Dextrin, Inu-
Iin, Raffinose.

Das Mycotacterium pher ist liesirt bei Phagus phler (P. und O.).

Das Myecobacterium phler ist nicht pathogen fiir die folgenden
Tieren: Miuse, Ratten, Meerschweinchen, Kaninchen, Tauben, Hiihner,
Frosche, Karpfen.
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1) INTRODUZIONE.

11 Mycobacterium phler & senza dubbio il batterio acidoresistente pit
studiato dopo i bacilli tubercolari. Questo germe, infatti, ¢ stato scelto da
molti ricercatori quale rappresentante del cosi detto gruppo dei paratu-
bereolari e quale termine di raffronto tra i micobatter: patogeni e quelli
saprofiti. |

Allo stato attuale dei fatti, pero, noi non siamo in grado di specifica-
re che cosa 1 vari autori abbiano voluto indicare con il nome di Myco-
haeterium phlei, cosi, sino ad oggi, non avevamo elementi validi e sufficienti
per identificare un ceppo di nuovo isolamento come un ceppo di Mycobacte-
raem phler.

Per questi motivi abbiamo compiuto uno studio bibliografico e
sperimentale per definire i limiti della specie Mycobacterium phler.

2) PREMESSE STORICHE.

Nell’anno 1897, Petri comunicava di aver isolato dal burro un germe
acidoresistente, analogo al tubercolare vero, ma colturalmente diverso.

Egli descriveva dettagliatamente tale germe — che il Moeller indicava
successivamente (1899) col nome di Butterbacillus -— soltanto nel succes-

sivo anno 1898.

Si trattava di un microbo a bastoncello incurvato, privo di ramifica-
zioni, che eresceva bene a 37°C, pur essendo capace di vegetare anche a
temperatura ambiente; che dava, su agar, colonie rotonde, poco caratteri-
stiche, o una patina leggermente giallastra, dapprima umida, piu tardi
rugosa e che, c¢ol tempo, diveniva giallo-arancio; che, su gelatina, cresceva
lentamente senza fludificarla; che, in brodo, emanava un odore putrido;
che produceva indolo; che era patogeno per le cavie solo se inoculato loro
in dosi massive o contemporaneamente a burro.

Nello stesso anno 1898, Moeller descriveva con maggiori particolari
due germi, isolato il primo dall’erba di prato, Phlewm pratense (in te-
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desco T'imotheusgras) e che chiamava Timothee-Bacillus, il secondo da
sterco (in tedesco Mist) di bovini, che chiavama Mist-Bacillus. Tale gra-
fia veniva da lui cambiata in Timotheebacillus e Mistbacillus in un suc-
cessivo lavoro del 1899, nel quale dava al primo germe anche il nome di
Grasbacillus I, in contrapposto a Grasbacillus II, dato a un altro e diverso
acidoresistente isolato pure dall’erba.

Daila deserizione del Moeller si rileva che il Zimotheebacillus o
Grasbacillus I & un bastoncello spesso meurvato, talora ramificantesi due
v tre volte, con granulazioni che ne fanno aumentare il diametro trasverso;
la sua lunghezza é di 1-4 p, mentre la larghezza & di circa 0,204 p. E’
fortemente acido e alcool-resistente: non si decolora sottoponendolo per
pitt minuti all’azione dell’acido solforico al 40%. B’ grampositivo. Vegeta
bene a 37°C. come a temperatura ambiente. Su agar glicerinato da, dopo 36-48
ore, colonie bianco-grigiastre, secche, squamose, poco aderenti, friabili.
Le colonie fondono tra loro dando una patina squamosa. L.e colonie sono sul
principio bianche, pit tardi divengono bianco-grigiastre, per assumere,
verso il terzo o quarto giorno, una tonalita gialla. Col tempo, la patina
invade tutto 1’agar risalendo sulle pareti. Le colture in bredo riman-
gono chiare; sulla superficie del liquido si forma, in tre o quattro giorni,
una pellicola sottile, bianco-grigiastra, secca e opaca, che sale lungo le
pareti del recipiente per 2 o 3 em. Agitando. leggermente, si staccano
frammenti che affondano. Su brodo glicerinato l’aspetto dei veli & ana-
logo; soltanto il colore cambia: diviene pin rossastro, arancione. Su pa-
tata si ha la crescita pit lussureggiante: si formano colonie nodulari;
seeche, friabili, giallastre. Per infissione su agar e su gelatina, cresce lungo
il canale d’innesto e poi in superficie, dando colonie giallo-rossastre. Non
fluidifica la gelatina né il siero di bue. Cresce in 5 giorni in latte, nel
quale forma, in superficie, un sottile anello giallastro; dopo 8 giorni il
latte acidifica. Inoculato in cavie da infiltrazioni nel punto d’inoculazione
con centro caseoso ricco di germi acidoresistenti; ingrossamento delle ghian-
dole linfatiche; noduli nella milza, nei polmoni (nei quali si possono anche
rinvenire caverne), nelle meningi. T conigli sono ugualmente recettivi; non lo
sono, invece, i ratti, i gatti, i piceioni e i polli.

Sempre dalla descrizione del Moeller, si rileva, invece, che il Mist-
bacillus & un bastoncello ricurvo, talvolta ramificato e disposto a Y,
fortemente acido-resistente, specie allorché & giovane (1); vegeta bene
a 37-38° C.; ma cresce anche a temperatura ambiente; cresce in due-tre
giorni su agar glicerinato dando piccole colonie rotonde, dapprima bianco-

(*) Nel riferire i lavori dei vari AA. rispettiamo la terminologia da essi adope-
rata anche se questa pud sembrare superata.
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grigiastre, poi giallognole al centro ove si nota una piccola rilevatezza,
spesso crateriforme; col tempo, il colore diviene giallo-oro o giallo-ocra;
su patata cotta ¢ giallo-grigiastro. Per infissione, cresce lungo il canale
d’innesto, sia in agar sia in gelatina che non fluidifica; anche il siero di bue
non viene intaccato. In brodo, si ha coltura lussureggiante dopo 2 giorni
e intorbidamento seguito da sedimentazione gialla e piu tardi da una pellicola
superficiale. [1 brodo non emana odore, in esso non si forma indolo. Il ger-
me cresce in latte, che colora in giallo-rosso, dando luogo a un anello giallo-
ocra intorno al vetro. Il latte si acidifica in 4 giorni. Azione patogena presso-
ché analoga al precedente.

Quasi contemporaneamente al secondo lavoro di Moeller, ne com-
pariva uno di Lubarsch (1899) che aveva tentato di isolare, da infusi di
Phleum pratense, il Timotheebacillus. Egli isold in realta un acidoresi-
stente che intorbidava il brodo, sedimentando e chiarificandolo soltanto
dopo parecchie settimane; che su terreni solidi dava patine la cui pigmen-
tazione si compiva tardivamente e non era mai intensa, seppure di to-
ralita giallo-rcssastra; che su patata non dava colture lussureggianti; che
morfologicamente si presentava a bastoncello, talvolta clavato, molto
raramente ramificato. I1 Lubarsch non saggio la patogenicita del ceppo
da lui isolato, ma saggid quella del ceppo originale di Moeller conclu-
dendo che «¢& del tutto impossibile, attraverso le ricerche istologiche é
microparassitaric, distinguere con sicurezza 1l tubercolo da timoteo dal
tubercolo vero ».

Sulla bas: di queste quattro differenti osservazioni Lehmann e
Neumann creavano nel 1899 la specie Mycobacterium phlei, giustifican-
dola con le seguenti parole: « L’erba timoteo si chiama scientificamente
Phleum pratense L. Noi raggruppiamo qui i microrganismi perveniticy
in 1-2 ceppi solto © momi di °’ Mistpilz >’ di Moeller, >’ Graspilz > I o Ti-
motheegras > di Moeller, ’’ Butterpilz 7> di Petri. Attraverso la limitata
deserizione di Petri, si arguisce che egli abbia spesso incontrato anche
il Mye. lacticola; egli mon differenzia le due forme. Noiv crediamo non
si debba dare soverchia importanza alle insignificanti differenze esistenti
tra questi ceppi (brodo uniformemente intorbidato o soltanto con depo-
sito). Anche il *° Timotheepilz >’ di Lubarsch va evidentemente incluso qui».

La creazione, da parte di Lehmann e Neumann, della specie Mye.
phlei & stata veramente un atto di coraggio, giacché dalla deserizione det
quattro germi di Petri, Moeller e Lubarsch non si possono per davvero
trarre dati probativi per concludere che i detti germi fossero identici e
per di pill in coltura pura. Lehmann e Neumann non davano <« soverchiu



— 862 —

importanza alle insignificanti differenze » riscontrate tra i ceppi Mist-
bacillus di Moeller e quello di Lubarsch, da una parte e tra il Butterbacillus
di Petri e il 7?imothecbacillus di Moeller dall’altra: il primo gruppo intorbi-
aava 1l brodo, il secondo no. Noi oggi sospettiamo vivamente che le culture di
acidoresistenti intorbidanti il brodo fossero inguinate e stimiamo anche che
P’odore putrico delle colture di Petri fosse dovuto a inquinamento. Del resto,
gli stessi Lehmann ¢ Neumann affermano che i germi isolati da Petri erano
nisti, glacché in parte si rapportavano al Myec. lacticola e in parte al Mye.
phler.

Fonte di perplessita sulla purezza dei germi di Moeller ¢i ¢ data
anche dai reperti anatomopatologici ottenuti da Iui e dal Lubarsch:
Moeller ottenne nelle cavie caverne polmonari e Lubarsch afferma che
tra tubercolo da bacillo di Koch e tubercolo da phlei non esiste differen-
za alcuna.

Per questi motivi ¢’¢ da domandarsi se le colture di Moeller fossero
realmente pure, o se fossero addirittura inguinate con tubercolare vero.
Lo stesso Petri lo sospetta, come lo sospettavano Hormann e Morgenroth
(1898) per un altro germe acidoresistente da essi isolato dal burro e che
sperimentalmente si comportava talvolta come quelli di Moeller e di
TLubarsch.

Altra 'fon_te di perplessita sta mel fatto che la Rabinowitsch (1898),
avuti dal Moeller i due primi germi in questione, 1i riconobbe identici
al proprio Buficrbacillus (1897) e a quello di Petri; ogei, perod, noi sappiamo
che 11 germe della Rabinowitsch appartiene al gruppo del lacticola e norn
alla specie Myec. phlei.

dati caratteristici elencati da Lehmann e Neumann per il « Mye.
phler (Moeller) L. e N.», ripetendo alla lettera 1’indicazione tassonomica
della nuova specie da essi creata, sono i seguenti:

« Aspetto microscopico: dopo 3-4 giorni di coltura i bastoncelli sono
molto corti ¢ spessi; essi ricordano molto, a questo stadio, il Corynebacte-
rium pseudodifterico. Pin tardi diventano pia lunghi, talvolta clavati,
¢ si rameficano anche, e non si possono percio distinguere dalle due spe-
cie precedenti (Myec. planum ¢ Mye. perrugosum). Immobili. Colorazione,
mtensita di crescita, comportamento verso lossigeno come il Mycobacte-
rium lacticola [si colora con i metodi del hacillo di Koch, prende il gram,
cresce su tutti 1 terreni, lentamente a temperatura ambiente, pitt rapi-
damente in termostato; ossigeno necessario] ().

Piastre di agar glicerinato. Im pochi giorni colonie rosso-arancio «

(') I brani entro parentesi quadre non sono nel testo originale; vengono aggiunti
per chiarezza del lettore riferendosi ad altri paragrafi del libro di I. e N,



margini lisci, ma ondulati, senza formazione di pieghe : umide, brillanti.
Microscopicamente colonie irasparenti con centro pul scuro e disegno «
ciocca di capelli. Verso la periferia esiste una zona delicata, trasparente,
pite o weno friabile, con wn margine frangiato o crenato. Piw tardi l'in-
terno della colomia divieme pin. scuro e pin opaco; solo al margine st
circonda di un velo leggero e delicato.

Coltura per striscio su agar glicerinato. Lussureggiante, umido, 10s-
so-arancio vivo, patina omogenea, che col tempo mostra sporgenze nodu-
lari, ¢ pin tardi ancora, nelle colture molto vecchie, si pieghetta e non
puo piu esser distinto, fuorche nella colorazione Inon viene precisato in che
cosa si differenzi la colorazione] dal Mye. lacticola perrugosum. Per stri-
scio su gelatina, 1l pieghettamento non ¢ mai cosi pronunciato e, m gene-
rale, la erescita in gelatina & un po’ pu scarse.

Nelle colture in brodo si ha talvolta una pellicola sottile, altrimenti
esse sono mollo variebili, il liguido ¢ spesso quast chiaro, con un tenuc
deposito arancione, che, per agitazione, st erge a colonna torta. Altre volte
si ha un leggero intorbidamento passeggero. Ugualmente in brodo zue-
cherato.

Coltura in latte. Identica a Myec. lacticola [non ¢ coagulato. col tempo
diviene trasparente e talvolta gelatinoso, sui margini si deposita un pigmento
aranecio-chiaroj.

Coltura =u patata. Come la coltura per striscio su agar glicerinato.
Traccie d’indolo. Non si forma anidride solforosa mé gas. Acidificazione
come Mye. lacticola [debole produzione d’acido, corrispondente a 0,6 ¢m?*
di soluzione 1/1G di idrato sodico in 10 em? di brodo glucosato al 2%].
Non produce liquefazioni ».

La deserizione di Lehmann e Neumann non collima in tutto con
cuella data dagli sc.o';:)fitm'i dei diversi germi riuniti dai due Autori nella
unica specie di « Mycobacterium phlet ».

Questa discordanza ¢ forse dovuta al fatto che Lehmann e Neumann
hanno in parte dedotto la loro descrizione da osservazioni proprie. Nella
parte generale sui « micobatteri che crescono rigogliosamente a tempe-
ratura ambienic» si legge, infatti, questa frase: « Noi abbiamo investi-
gato, col Dr. Kumulis, questo gruppo in tuiti gli esemplari che abbiamo
potuto oltencre, in tutto 13 ceppi. Attraverso comparazioni MINU0S¢ e
sistematiche, essi si raggruppano in 2 specie, una delle quali presenta
2 0 3 forme». Le due specie debbono evidentemente essere il Myc. lacti-

cola e il Mye. phlei, e le 2 o 3 forme il Mye. lacticola @, 3 e ¥.



3) PROBLEMA TASSONOMICO.

Da queste prime premesse storiche sorge evidente il problema tasso-
nomico: la specie Mycobacterium phler creata da Lehmann e Neumann
si riferisce al germe Butterbacillus di Petri, ai due ceppi di Moeller,
a quelli di Lubarsch o a quelli « erhalten » («ottenuti » per invio dai vari
Autori o « ottenuti» per isolamento? Nell’edizione francese del Lehmann e
Neumann si legge « que nous avons-pu isoler ») da Lehmann, Neumann e
Kumulis?

Se ci si riferisce ai germi di Petri, e di conseguenza a quelli della
Rabinowitseh, moi sappiamo ogei trattarsi di Mycobacterium lacticola;
se ci si riferisce ai germi di Moeller e di Lubarsch, noi dobbiamo sospet-
tare fossero in parte inquinati o differenti tra loro: se ci si riferisce ai
germi studiati da T.ehmann e collaboratori, non possiamo dire a quale
germe l’apvellativo di Mycobacterium phlei sia stato effettivamente im-
posto.

Vi ¢ percio un’imprecisione originale che ci lascia perplessi dinanzi
alla vera individualita del Mycobacterium phlei, perplessita che non é
semplicemente formale, giacché noi abbiamo potuto constatare come esi-
stano nei laboratori ceppi di micobatteri sicuramente diversi tra loro e
indicati con lo stesso nome di Mycobacterium phler; citiamo un solo
esempio: presso la National Collection of Type Cultures di Londra sono
conservati, tra gli altri, due ceppi di Mycobactertum phlei, i1 54 e il 525;
tali due ceppi, come vedremo meglio in seguito, sono totalmente differenti
tra loro: uno, 1i 54, puo realmente rapportarsi a quella specie che corrente-
mente & nota col nome di Mycobacterium phlei; 1’altro, invece, ¢ probabil-
mente un Mycobacterium lacticola.

In linea di massima, gli autori che hanno lavorato sul Myc. phlei
si riferisecono al ceppo Timotheebacillus di Moeller conservato nei vari labora-
tori. Tutti 1 favori americani sulla biochimica di questo acidoresistente sono
stati fatti — come riferiscono Chargaff, Pangborn e Anderson, 1931, — con
il ceppo originale di Moeller, consegnato da questi nel Sanatorio di Malzig,
al dott. S. J. Maher che lo trasferi, nel settembre 1904, in America consegnan-
c¢olo a E. R. Baldwin il quale lo passo, nel giugno 1923 a J. D. Aronson del-
I"Henry Phypps Institute; da qui il ceppo venne mandato, il 13 febbraio
1925, alla H. K. Mulford Company che lo passo alla Parke Davis and Com-
pany il 16 febbraio 1928 e all’Hygiene Laboratory il 24 maggio 1930. Il
ceppo in questione ha preso il nonie, strada facendo, di « H. K. Mulford N.
1589 » (lavoro di Chargaff e collaboratori), di « Mulford » (Hunton, Funk e
White, 1931), di ceppo « Parke Davis and Company » (lavori di Coghill e



Bird, 1929, e Coghill, 1931), o di ceppo « 02145 » della Parke Davis and Co.
(F. &. Petrik, 1946).

Si pué dire, quindi, che con il nome di Mycobaclerium phlei si sia-
ormai soliti indicare la specie batterica isolata da Moeller dal Fhleun
pratense e da lui indicata con i nomi di Timotheebacillus e Grasbacil-
lus I.

Nonostante, quindi, che il nome specifico di pheli dato dal Lehmann
e Neumann a una serie di micobatteri differenti tra loro, sia tassonomi-
camente un nomen confusum, se non addirittura dubium (Cap. IV, Reg.
3 del Codice di nomenclatura batterica, ed. 1946), puire possiamo acco-
olierlo e comservarlo dato che la maggior parte degli autori lo hanno
in seguito atiribuito a un ceppo ben conosciuto e ancora conservato in
molti laboratori, ceppo compreso tra quelli a cui Lehmann e Neumann
diedero originariamente 1’appellativo di Mycobacterium phlez nome spe-
cifico, quindi, che, pro parte (Reg. 15 del Codice di nomenclatura batte-
rica), puo rimanere.

4) RIvISTA DELLA LETTERATURA

Consideriamo adesso quali sono le mnostre conoscenze sul Mycobacte-
rium phlei. Da quanto abbiamo riferito nella parte storica, dobbiamo consi-
derare come prima ed attendibile descrizione del Mycobactertum phlei sol-
tanto quella fatta dal Moeller per il suo Timotheebacillus che abbiamo piu
sopra riportata.

Sueccessivamente, pochi sono i lavori su questo germe, possiamo anzi
dire che ve ne sono soltanto tre, in cui si ripeta in maniera originale la
descerizione del micobatterio, e precisamente i lavori di Braun, Stama-
telakis e Kondo (1924), di Biittner (1926) e di Jensen (1934).

Tutti ¢li altri lavori riguardano questo o quel problema, questa ©
o quella particolarita.

a)l Morfologio e colture.

Braun, Stamatelakis e Kondo lavorarono con il ceppo originale di Moeller che eb-
bero da Kolle. Ecco la deserizione che ne danno:

210on la comune colorazione del Gram si vedono, da agarcolture, bastoncini di
diversa lunghezza, del tutto corti o di lunghezza media; la forma ¢é molto varia,
la colorazione ¢ molto ineguale: mel corpo di batteri scolorats st vedono Spesso gra-
nuli neri-turchine scuro. Con la colorazione dello Ziehl-Neelsen si rinvengone baston.
cini scolorati e colorati in rosso, Il bacillo del timoteo cresce bene sia a 22° che a 37°
negli usuali terreni contenenti brodo. Nei comuni terreni all’agar forma, dopo alcuni giornt,
una patina rigogliosa, seccea, Dbiancasira, grinzosa. Nel brodo si forma una pelli-
cola che risale lungo le pareti di wvetro. Sul siero di Toeffler si forma wuna patina
gialla-chiara, spessa, friabile. In questo terrcno nom si formano fermenti ‘friptici.
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Nelle coliure per iafissione in gelatina cresce soltanto in superficie e mon [fluidifica
la  gelatina. In terrveni contenenti triptofuno (brodo-tripsina secondo Trieber) esso
forma wuna pellicola delicata; formazione di indolo non ¢ rivelabile. In Drodo glu-
cosato eresce solo in aerohiosi, e non in condizioni di anaerobiosi. Le colonie su
acar comune st presenteio, dopo aleuni giorni, come una pellicola sececa, ivrvegolar-
mente limitata, che nel mezzo @ brunastra e sul margine bianco giallastra; a debole
ingrandimento si vede wun margine ondulato, finemente sfrangiato; la superficie ¢
grinzosa. Su agar glicerinato il bacillo del timoteo forma, a 370 C. e dopo alcuni
giorni, una patina ondulata, secca, spessa, bianco-giallastra. 4 220 C, cresee bene, ma
non cosi rapidamente come a 370 C. Dopo lunga incubazione forma nei suddetti ter-
reni wn pigmenio giallasiro. Non sono vivelabili amilasi ¢ lipasi attive sul grasso
dv bue e di maiale. Su piastre di agar, nelle quali é stato aggivnto sapgue, defibri-
nato e lavato, di coniglio, si ha, dopo due o tre giorni d’incubazione, emolisi | fe-
romeno che era state gia osservato dal Raubitschek nel 1908, almeno per gli estratti
alcoolici o eter~i del germe in questione] ». '

Biittner ha lavorato con 7 ceppi «da lui isolati da foglie di tasso, da terra
ricea di foglie in decomposizione, da torba, da terreno di bosco, da terra di vaso,
da terra di campo, da terra concimata. Tutti questi ceppi, analoghi tra loro, si
presentavano a bastoncelli, spessi (sino a I,1 w), per lo pitt corti, clavati, simili al
difterico, disposti 1’uno parallelo all’altro, spesso ad angolo, con ramificazioni e
formazioni filiformi gid mnelle giovani colture, e forme involute ingrossate al centro
o leggermente incurvate, lunghe e spesse ¢ con granulazioni nei corpi celluiari mal
colorati. In agar glicerinate si avevano colonie giallo-bruno sino all’arancio, che
andavano dall’opaco allo splendente, semi-sferiche, cercinate con formazione di
anelli. A debole ingrandimento le colonie giovanissime erano filiformi, pit tardi
rotonde con gettate; le veechie colonie avevano i margini netti e un centro scuro.
Fer striseio su agar si aveva lo stesso aspetto e, in pil, formazione di pieghe. In
brodo glucosato si aveva una pellicola spessa, non pieghettata e risalente sul vetro
di odore sgradevole; era spesso presente un sedimento che, per agitazione, si ergeva
avvoltolandosi a colonma. In brodo glicerinato: sottile pellicola, forte intorbidamento
a deposito svesso, giallo. Su patata: coltura rigogliosa, opaca o risplendente rosso-
arancio, a superficie seabrosa ed elevata a margine lobato. Discreta produzione di
indolo e idrogeno solforato.

Jensen ha lavorato con due ceppi: uno indicato eome <«eeppo autentico», ma
del quale non 4da la provenienza; 1’altro — contrassegnato ¢ol n. 282 — isolato dnl
suolo nella Naova Galles del Sud (Australin) da Griffith. T due ceppi, perd,
non  erano identiei. Morfologicamente, sia 1'uno che 1’altro st presentavano a
bastoneelli piceoli, pressoche dvitti, di 0,5-0,7 p per 1,5-4 p, non varianti
molto col variare dei terreni o dell’etd. Il ceppo autentico mostrava una  netta
creseita o zig-zag, mentre i1 282 aveva tendenza a produrre forme a catena. Rami-
ficazioni, seppure presenti, eranc rare. Il ceppo autentico era piu acidoresistente del-
1’altro, il quale, dopo un giorno di coltura in agarasparagina o in agar-destroso,

11
ily

presentava soitanto wna minoranza di cellule acido-resistenti; dopo due o tre giom
I’acido-resistenza era buona, ma marcatamente granulare; uel latte, dopo -7 giorni,
era completa, ma in brodo soltanto parziale. Colturalmente il ceppo autentico
era ruvido ed aveva poea rassomiglianza col ceppo liscio, del suolo, In agar-aspara-
gina si aveva Dbuomna erescita sino a divenire abbondante; il ceppo autentico dava
colonie ampie. a margini lobati, a superficie piatta, schiaceiata, secca, rugosa; il 282
dava colonie ristrette. convesse, liscie, umide, lucenti; ambedue bignehe e poi giallo-




oera., In agar-destroso si presentava come in agar-asparagina, ma con crescita migliore e
maggior ruvidezza pel ceppo autentice. In patata, buona crescita sino all’abbondante, con -
colore giallo-grigiastro e aspetto granulare per il ceppo autentico, liseio e lucente
per il 282, In gelatina: creseita granulave giallastra nell’infissione; colonie in super-
ficie gialle, rugose; mnon liquefazione. In brodo, il ceppo autentico dava una pelli-
cola secea, bianca, e pitt tardi gialla, non intorbidava il liquido; il 282 intorbidava
dapprima uniformemente, poi dava una pellicola vischiosa color crema ¢ un sedi-
mento, In latte, si aveva una sottile pellicola giallastra sulla superficie ¢ lungo le
pareti della provetta; il latte veniva leggermente chiarificato, diveniva semitraspa-
rente ¢ visecido dopo 45-60 giorni; reaziome alealina. Il 282 eresceva in tutti i ter-
reni molto pit rapidamente del ceppo autentico.

Ambedue i ceppi utilizzavano bene il nitrato e 1’ammoniaca sebbene 1’aspara-
gina e il peptone fossero superiori. Il nitrato era ridotto a nitrito, fortemente per
il ceppo autentico, lievemente per il 282; il quale ultimo dava una lieve aciditd in
presenza di glicerina ¢ mannite, e una debole reazione in presenza di arabinoso e
destroso, il ceppo autentico non dava aciditd. Reazione ottimale: pH 6,8-7.2; il
282 geguitava a crescere pH 4,3 ¢ acidificava una soluzione di destroso e di cloruro di
ammonio a pH 5,8-3,9; le eorrispondenti cifre per il ceppo autentico erano pH 5,3-5,6
e pH 4,2. Crescita eccellente a 370C.

Accanto a queste tre deserizioni sistematiche di Mycobacterium phlei, vero o
ritenuto tale, vi & ancora una serie di lavori in cui, accidentalmente o intenzional-
mente, si studia questo germe in rapporto a questo o quel problema.

Sulla morfologia portd un contributo di searsa entitd Schulze (1899), mentre
numerosi altri autori, che ecitiamo in appresso per altri contributi originali, vi accen-
nano riportando i dati gid forniti in precedenza.

Sull’acidoresistenza lavorarono: Nikitine (1901), che dimoestrd come, trattato il
timoteo prima delia eolorazione con un solvente dei grassi, perdesse la sua a.r.; Can-
tacuzéne (1905-h), che osservd come, nelle giovani colture di timoteo, una gran parte
(talvolta la metd) dei germi fosse sprovvista di a.r.; mentre nelle colture pin veeehie
tale numero diminuiva e, in quelle di tre settimane, tutti i bacilli fossero acidoresistenti
(¢ in e¢id . & d’accordo il Creuzé, 1938); TFrei e Pokschinchewsky (1911),
¢he osservarono come 11 timoteo, coltivato in terreni acidi, perdesse 1’acidoresistenza
che riacquistava se lo si ecoltivava in terrreni alealini; Pfanunenstiel (1922), che
coustatd come, estraendo con il miscuglio etere-acetone diversi acidoresistenti, variasse
la loro resistenza alla deeolorazione e come, per il timoteo, la quantitd di sostanze
estraibili fosse hassa a paragone dei the. veri; Kirschner, Malkani e Milachewitch
(1931), i quali constatarono come la semina ripetuta del timoteo in terreni econ-
tenenti poca saponina o sapone, non comporti neé la perdita, né la diminuzione del-
DP’acidoresistenza, la quale si perde aggiungendo alle colture filtrato di aspergillo;
Darzins (1932), ehe dimostrava come, decolorando il «baecillo di Moeller » (quale?)
comn 11 solfito di sodio al 209, esso resistesse 24 ore, mentre, trattandolo eon cloroformio,
verde la sua ar.; Handuroy (1938) che, studiando il modo di formazione dei veli di
Muyc phlei, osservd come gli elementi baeillari a.a.r. seminati dessero nascita ad ele-
menti non a.a.r. presentantesi sotto 1’aspetto di fibre flessuose anastomizzate le une con
le altre e composte sia di bacilli, sia di una sostanza omogenea |[probabilmente ana-
loga a quella -ivista da Bretey, Browaeys e Dervichian nel 1944 e da loro indi-
cata col mnome generico di film]; col proecedere dell’inveechiamento, queste fibre
ridiventano a.a.r., dapprima in punti loealizzati, poi nel loro insieme; Darzins, che dimo-
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strava successivamente (1939) come, aggiungendo ai terreni di coltura carotene, il Myec.
phlei divenisse maggiormente a.r. e come, col diminuire del suo pigmento, di cui
f-carotene costituisce la parte principale, diminuisse anchbe la sua a.r., dovuta, inoltre,
alla elevazione del punto di fusione delle sostanze grasse contenute nel germe;
Bretey e Browaeys (1945) che, ripetendo le ogservazioni di Hauduroy sull’ar. dei
veli, constataromo come la moltiplicazione del timoteo avvenisse per scissiparita vera
e per gemmazione «si l'on entend par la que, dans le premier cas, les deuz cel-
lules filles ont les mémes propriéiés, alors que dans le second elles différent par la
taille et par leur colorabilité ». '
Soltanto lo Shigiga (1910) ha lavorato sull’alcaliresistenza del timoteo, la quale
sarebbe positiva, '

Osservazioni sulle colture furono fatte da poehi, speecificatamente soltanto da
Creuzé (1938), :1 quale affermava che, all’infuori della maggior veloeita di sviluppo,
nessuna differenza colturale esisteva tra il timoteo e il tubercolare vero per quello
che riguardava il ecolore, la secchezza, 1’aspetto pieghettato dei veli, la scagliositd
delle colonie. Nell’ultima edizione del Bergey (1948), Reed si riferisee, per 1 carat-
teri colturali del Mye. phlei, a quanto pubbliearono Moeller e Jensen ammettendo,
perd, che il timoteo intorbida il brodo e non produce indolo.

Precise ricerche furono fatte sulle temperature di crescita del Mye. phlei. Mentre
oli antichi aubori pit sopra enumerati si limitavano di solito ad affermare che il
timoteo cresce Lene a 37<C. ed & capace di vegetare anche a temperatura ambiente,
Schlossherger = Pfannenstiel (1920) e Thomson (1932) pid tardi stabilirono con
esattezza la temperatura massima alla quale il Mye. phlei era capace di vegetare, stabilen-
dola a 54-550C., mentre la Gordon (1937) stabiliva in un’ora il tempo di sopravvi-
venza del Mye. 9lklei esposto a 600C.

Sulle mutazioni e sulle varianti del timoteo compirono osservazioni: Haag (1927)
che poté contraddistinguere, su sette ceppi da lui isolati, due varianti spontanee:
un Mye. phlei planum cremoso, umido, lucente, rosso-arancio, e un Myc phlei perru-
gosum, cercinato, secco, opaco, rosso-arancio, sino al rosso-carminio; Bynoe (1931) che
trovd una forma R e una §; Warschawsky (1934) che, conservando sospensioni di Mye.
phlei in ghiaceiaia, riusel ad ottenere, in 14a giornata, forme R ¢ S; Cooper (1934), infine,
che ei parla di un ceppo da lui dissoeiato in un tipo «bianco» e in un tipo «ecro-
mogenico », senza dirci come ottenne tali varianti.

Sulla resistenza de! Mye. phlei verso sostanze chimiche hanno lavorato: Ullenhut (1908),
che notd come il timotec resistesse a soluzioni concentrate di antiformina; Walther
(1930), che osservd come il timoteo venisse ueeiso dall’acido solforico al 10%; Abel
(1939), che constatd invece come il Mye. phlei fosse debolmente resistente all’antiformina
e all’acido solforico, relativamente resistente all’acido cloridrico, fortemente resi-
stente all’acido ossalico; Valette e Liber (1941), che lo eimentarono con i sali biliari
constatando come la resistenza verso il glicolato e il desossicolato fosse molto minore
di quella verso il colato e il taurocolato.

La filtrabilita del Mye. phlei sarebbe possibile secondo Jelin (1927), il quale afferma
che gli elementi filtrabili sono cianofili e soltanto dopo 15 giorni di ecoltura divehgono
acidoresistenti, e secondo Ninni (1931, a e b) il quale avrebbe anche osservato (1932) che
i filtrati sono tavto pid riechi in ultravirus quanto pilt rieehi essi sono in proteine e so-
sostanze colloidali; la filtrabilith non sarebbe invece possibile secondo Cooper (1934).



b) Metabolismo.

Ricerche sulla wtilizeazione degli zuccheri da parte del Myec. phlei furono ini-
ziate da Kendall, Day e Walker (1914) i quali, usando destrosio, mannite e gli-
cerina in brodo comune, non constatarono variazioni nella vproduzione di ammoniaca,
e da Schlossberger e Pfannenstiel (1920) i quali operarono su agar addizio-
nato di zuccheri senza ottenere, pero, alecuna differenziazione usando lattosio, mal-
tosio, saccarosio, glucosio e mannite. I tentativi di Merril (1930) di studiare
1’utilizzazione degli zuecheri, seiolti in Dbrodo di carme, seguendo la curva di varia-
zione del pH non furono neppur essi molto lusinghieri; ma, allorché il Merril stesso
sostitui (1931 ¢ e D) a un terreno biologico un terremo sintetico, poté, in linea di
massima, confermare c¢id che Sohngen (1913) aveva, gid osservato, e ciodé che il
Mye. phlei (usava un ceppo di origine sconosciuta), come tutti gli altri micobat-
teri, ¢ un bacillo eterotrofo non esigente, nel semso che esso & capace di vegetare
in un terreno sintetico in eui la sorgente di carbonio & organica e quella di
azoto inorganica; poté d’altro canto osservare che il Mye. phlei utilizzava come sor-
gente di carbonio il glucosio, il fruttosio, il galattosio, 1’arabinosio, la nm.nnite, la glice-
rina, 1’alcool etilico, 1’acido lattico, 1’acido citrico, 1’acido acetico, ma non il maltosio,
il saccarosio, il lattosio, il raffinosio, 1’inulina e la salicina. Tali ricerche furono riprese ed
estese dalla Gordon sola (1937) e dalla Gordon e Hagan (1938) i quali videro che, usando
la teeniea del Merril, il Mye. phlei era capace di utilizzare anche la sorbite e il trealosio.
Sohngen, dal ¢ainto suo, aveva osservato che il Myc. phlei poteva, in terreno sintetico, as-
sumere il earbonio da henzina, petrolio e paraffina.

Sulla respirazione del Mye. phlei, hanno lavorato ancora Ebina e Nakamura (1937),
i quali si limitarono a dire ehe essa & pil attiva di quella del tubercolare, nonche
FEdson e Hunter (1943 e 1947) e il solo Edson (1947), i quali sperimentarono
col Myec. phlei 525 della N.C.T.C. di Londra e con due altri ceppi identici tra loro
ed ottennero risultati diversi da quelli degli altri AA. come, per esempio, la non
utilizzazione del fruttosio e della glicerina, il che mon pud meravigliare quando si
pensi che il 525 non &, come gid detto e come meglio vedremo in seguito, il Mye. phlei.

Sul cambiamento del pH, durante la coltura, lavorarono Long e Major (1921)
i quali, utilizzando il ceppo originario di Moeller, constatarono come il timoteo
coltivato in brodo-peptone-glicerina alcalinizzasse il mezzo; uguali risultati otten-
nero usando, 21 posto del peptone, alanina, che & contenuta nel peptone, e pro-
pionamide che non vi & contenuta. Ad analoghi risultati giunsero Weinzirl e Knapton
(1927) nonche lo stesso Merril (1930). :

Sugli effetti della concentrazione di (0, nei terremi, lavordo il Kondo (1925) il
‘quale constatd come la ecreseita del timoteo venisse poco influenzata dalla concen-
trazione dell’O. nel terreno adoperando brodo-glicerinato, mentre tale influenza si
faceva sentire adoperando terreni con ammoniaca, acetato e glicerina.

- Ulteriori studi sul metabolismo del Mye. phlei furono fatti da Xendall, Wal-
ker e Day (1914), i quali dimostrarono 1’attivitd lipolitica e proteolitica del Myec. phlei;
da Stephenson = Whetham (1922) i quali studiarono su terreno sintetico il meta-
bolismo delle sostanze grasse e delle proteine del timoteo constatando come il
masgsimo sviluppo del germe, valutato attraverso la quantitd di N proteico e di
sostanze lipoidee formate, si raggiunga allorché la fonte idrocarbonata (ammoniaca) &
integralmente consumata; d’altro canto gli stessi autori osservavano pit tardi (1924)
che i1 Myc. phlei & capace di consumare anche le sostanze grasse; da Wolff (1925), il
quale caleold le quantiti minime di Mg, K, Na, S, N, Ph e C necessarie alla
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crescita del Mye. phlei nei terreni sgintetici; da Reed ¢ Rice (1928 e 1939) che studiarono
influenza del ferro, somministrato sotto forma di -eloruro o di solfato, sullo
sviluppo e la croscita del Mye. phiei; da Bass e Johmson (1929) che constatarono come
il Mye. phlei, =ollivato in terreno sintetico di Long, raggiunga il suo sviluppo completo
in due o tre settimane e come mnon produca che una quantiti molto piceola di
zuccheri riduttoii sino al periodo di autolisi; da Prickett e Massengale (1931),
i quali videro come 1’ergosterolo attivo o inattivato avesse un effetto stimolante
sulla erescita del Myc. phlei, eche pure non contiene ergosterolo; da Ingraham e Steenbock
(1935), i quali, abbassando nel terreno di coltura la concentrazione degli ioni K
o tosfato, ottenmero un aumeunto d’intensitd del ecolore dei veli colturali, e aumen-
tando la concentrazione dei sali ferrici ebbero un’anticipata formazione di p'igmeu-
ti; saggiavono altresi gli effetti della sostituzione della fonte di C e di quella
di N sulla formazione del pigmento; da di Raimondo e Ortali (1948), i quali con-
statarono come il Myc. phlei sintetizzasse amide nicotina; da Spallicei (1948), che
constatd ecome 1’aggiunta di filtrati di Mye. phlei alle colture del medesimo ne accele-
rasse lo sviluppo; da Odier (1949) che vide come lo ftiocolo e il 2-metil-nafto-
chinone, pur non essendo per il Mye. phlei fattori di erescita, ne favorisssro lo sviluppo.

¢) Composizione chimica.

Numerose sono le ricerche sulln composizione chimica del Myc. phlei.

Sul suo coatenuto in grassi lavorarono Long e Campbell (1922) su ceppi
indicati con i nomi di Dungbacillus, Grasbacillus, Grass IIT bacillus e Timotyba-
cillus ottenendo 1isultati sconcordanti tra loro, ehe vanno da un minimo del 20,2%
di lipidi per peso secco di Timotybacillus a un massimo di 34.7% per il Dungba-
cillus; Pangborn e Anderson (1936), i quali constatarono come i prineipali costi-
tuenti della cera del timoteo fossero gli aecidi grassi molto attivi otticamente, e
come, nella porzione insaponifieabile, fossero presenti due alcool otticamente attivi,
¢ nella porzion:> idrosolubile trealoso e glicerina; Prudhomme (1914), che studio
Vindice di jodio dei grassi del Myc. phlei, indice alto: 26,2; Peck e Anderson (1941),
¢he dimostrarono eome il prineipale composto eteresolubile della cera del timoteo
fosse 1’acido fleimicolico.

Sul suo contenuto in acido nucleinico ha lavorato Coghill (1931), il quale ne ha
estratto dal Mwye. phlei cirea il 2%; per idrolisi da tale acido si ottiene guanina,
adenina, uracile e ecitosina, ma non timina; esso contiene, poi, il 20% di pento-
g0, il c¢he farebbe eoncludere che 1’acido nucleinico del Myc. phlei & di natura vegetale
in netta distinzione dal baeillo di Koeh ehe econterrebbe un acido nucleinico di tipo
animale. Petrik (1946) constatava come 1’acido nucleinico di due ceppi di Myc. phlei
(1’8 del Cornell Vet. College e 1’originale di Moeller) econsistesse larvgamente in
acido del tipo desossiriboso.

Sul pigmento del Mye. phlei ba lavorato Chargaff (1930 e 1933) che con-
statd come questo germe contenga tre pigmenti, due dei quali sono idrocarburi
colorati: il B-carotene e il y-carotene; Ingraham ¢ Steenbock (1935) che iden-
tifiearono, invece, g-carotene, B-earotene e criptoxantina; Darzins (1939) che afferma
essere il P-earoteme il costituente maggiore del pigmento; Takeda e Ohta (1939),
i quali, lavorando eon mnn ceppo del Kaiserlich Institut fir Infektions-
krankheiten, ottenero un acido carvotenoide carbonico, g-earotene, vy-carotene e un
carotenoide nuovo ecristallizzato che chiamarono «leprotina »; non rinvennero, invece,
B-carotene e criptoxantina, Pid recentemenie Turian dimostrava (1950) eome la
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produzione dei y:igmenti carotenoidi fosse esaltata, nel Myc. phici, dalla presenza di ferro
2 manganese, ¢ 1inibita (1950) dalla difenilamina. I Turian identificava (1950) inol-
tre nel Mye. phlei un carotenoide acido vieino all’astacina e ch’egli chiama crisofleina.

Il Myc. phlei dovrebbe anche contenere vitamina B, giaeché animali mantenuti in
dieta avitaminica B riprendono e aumentano di peso aggiungendo alla dieta stesss
Muye. phlé-i, come constatd Damon (1923 e 1924).

Sui polisacearidi del Mye. phlei fecero ricerche Masucei e MeAlpine (1930), i quali
ne isolarono uno che, nella idrolisi, dava mannosio e d-rabinosio.

Tl contenuto di azoto mel Mye. phlei venne determinato da Coghill e Bird (1928) i
quali rinvennero il 13,2% di frazione idrosolubile e il 15,8% di frazione alcaliso-
lubile. _

Un’analisi c¢himiea completa del Myc. phlei (ceppo originale di Moeller) ven-
ne, infine, compiuta da Chargaff, Panghorn e Anderson (1931) i quali raccolsero
1602 patine di Mye. phlei per g 3173,3 ottenendo i seguenti dati: fosfatidi: 0,59; grassi
solubili in acetome: 2,75; polisaccaride: 3,90; cera solubile in ecloroformio: 4,61;
cera gialla: 0,37, pigmento: 0,05; lipidi, in totale, 8,37; residui batteriei secchi: 87,70.

Sugli estratti metilici di Myc. phlei lavord Isaicu (1925), il quale dimostrd come tali
estratti venissero neutralizzati dagli organi di origine mesodermica o endodermica,
ma non da quelli di origine ectodermica.

Roulet, Wildler e Zeller (1946) hanno constatato la presenza, in un Myc. pliloei (sic!
non definito, di un enzima capace di ossidare pareechi g-ossiacidi-l, e di un enzima
(Roulet e Zeller 1948) capace di demolire i peptidi-1.

d) Immunita.

La paratubercolina del Myc. phlei venne dimostrata da Irimescu (1905) il quale
la, preparo sterilizzando una vecchia coltura, concentrandola e filtrandola; con tale
paratubercolina cgli ebbe aumento di temperatura nelle eavie tubercolinizzate e nel-
1’uomo tubercoloso. Queste' prove furomno confermate da Lange B. e Lange E. (1922),
ma non da Boquet e Negre (1926), i quali non ottennero alcuna reazione inoculandoe
paratubercolina da Mye. phlei in cavie tubercolizzate, e tubercolina vera in cavie
e conigli trattati ripetutamente con Myec. phiei; Crawford (1926), lavorando con il timo-
teo di Moeller, ebbe risultati per lo pilt incerti e negativi; Alexa (1923) osservo
che cavie sensibilizzate con il Mye. phlei reagiscono all’inoculazione intradermica della
paratubercolina corrispondente, ma mnon alla tubercolina vera, mentre cavie tuber-
colizzate reagiscono lievemente anche alla paratubercolina; Negre e Valtis (1931;
osservarono eome, inoculato a eavie infettate com Mye. phlei un estratto aecetonico di
Myec. tubcreolosis, si attivassero le lesioni da Mye. phici e la moltiplicazione di questo
nelle lesioni; Huntoon, Funk e White (1931 comparando 1’azione di tubercolina
standard OT co1 quella delle proteine MA 400, derivate dal tubercolare wmano
¢ dal timoteo, osservarono la similaritd delle reazioni con i tre prodotti. Thomson
(1932) ottenne con estratti di. Myc. phlei reazione cutanea positiva in cavie sensibilizzate
con Myec. phlei e reazione d’intensitd minore anche nelle cavie sensibilizzate con altri a.r';
Laporte (1941), infine, ottenne con paratubercolina da Mye. phlei, reazioni cutanee positive
in cavie sensibilizzate col germe omologo o col tubercolare, e reazioni pressoche
negative usando tubercolina vera e cavie sensibilizzate col Myec. phlei. Freund e Waiter
(1944), infine, constatarono come, inoculando a c¢avie bacilli uecisi del timoteo e
sospesi in emulsioni di olio di paraffina e acqua, le cavie stesse divenissero sensibili alla
tubercolina umana, '
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Immunologicamente & stato visto che il Myc. phlei contiene almeno un antigene co-
rune con il Mys. fuberculosis e eon numerosi acidoresistenti: Deilmann (1911), infatti,
osservd come il siero dei tubercolosi fosse capace di fissare il complemento in presenza
di una sospensione di Myc. phlei o di altri bacilli a.r., soltanto che, con un dato siero, il
grado di fissazione non & lo stesso per i diversi germi, il ehe permetterebbe, secondo 1°A.,
di stabilire una scala di parentela fra i diversi micobatteri; anche Mueh e Leschke (1911)
fecero presso a poco le stesse osservazioni; Schlossberger e Pfannenstiel (1920) non riu-
seirono a diiferenziare, con 1l’agglutinazione, il Mye. phlei dagli altri a.r.; ugual risul-
tato negativo ottennero Twort, Todd e Perking (1924); Wilson (1925), invece, ed Ebina
(1940) ottennero una differenziazione usando il metode della saturazione delle agglutinine.

Weber e Titze (1907), inoculando a vitelli grandi quantitd di timoteo, riusei-
rono ad elevare leggermente la resistenza di questi eontro il tubereolare hovino.

Lindner (1914) non riuseli a immunizzare contro la tubercolosi vaceinando con
timoteo cavie e econigli, né a curare animali tubercolizzati con iniezioni di timoteo;
Krause e Baldwin (1914) avrebbero osservato che, reinoculando il timoteo a cavie
gid 1noculate con lo stesso ceppo si avrebbe in esse una reazione anafilattica in con-
trasto econ quanto suecessivamente affermavano Boquet e Negre e Valtis (1929-
b), Boquet e Valtis (1930) i quali, nelle reinfezioni con Myc. phlei, avrebbero rilevato
una diminuizione delle reazioni immunitarie verso il germe omologo.

e) Potere patogeno.

Numerosi sono i lavori sul potere patogeno del Myc. phlei. Dopo le prime osser-
vazioni positive di Moeller (1898) e di Lubarsech (1899), riferite mnelle premesse
storiche, si occuparono dell’argomento: Mayer (1899), che riusel ad esaltare le capa-
citd patogene del timoteo, inoculandolo con burro, e ottenendo (1900) tubercoli casei-
ficati e cellule giganti; Holscher (1901), che non ottenne nessuna lesione inocu-
landolo per via peritoneale, mentre ebbe tubercoli, simili a quelli da corpi estranei, ino-
evlandolo per via endovenosa; Potet (1902), che non ottenne nessuna lesione nelle
eavie inoculate per via sottocutanea, ma aseessi locali, nel fegato e mnella milza,
nelle cavie inoculate per via endoperitoneale; Kayser (1902), che ottenne invece una ma-
lattia acuta guaribile, ma con reperto anatomo-patologico simile a quello tubercolare vero;
Weber (1903) 1 cui tentativi furono senza risultati; Rodet e Galavielle (1905) che,
con forti dosi di Mye. phlei inoculate endovena, provoearono talvolta la morte, talvolta
una malattia passeggera; essi usarono cavie, conigli, vitelli e capre constatando come
’organo piu colpito fosse il rene, che presentava mnoduli tubercoliformi nella corticale
¢ nella midollare; come mnel polmone si avessero granulazioni analoghe alle granu-
lazioni grigie dovute al Mye. tuberculosis, e come il Myc. phlei, inoculato sotto la pelle,
provocasse un ascesso che si vuotava e guariva rapidamente; Calmette e Guérin (1905), che
introdussero timoteo nelle mammelle di una capra poco prima ehe partorisse, e i coi
piceoli, dopo la mascita, succhiarono il latte infetto senza subirne danni apparenti:
uno di questi piceoli venne sacrificato in 452 giornata: all’autopsia presentd una
catena ganglionare mesenterica molto voluminosa; latte della capra infettata venne
inoculato nella dose di mezzo em3 ad aleune ecavie, le quali morirono dopo due
mesi in stato di cachessia, con piecoli ascessi nel punto d’inoculazione e con una
peritonite adesiva; Bezancon e Philibert (1905), che ottennero, inoculando il Mye. phlei
nel peritoneo delle cavie, peritonite fibrosa con aderenze perispleniche e periepa-
tiche; Cantacuzéne (1905 a e ¢), che, a differenza di altri autori, sarebbe riuseito a
provocare una infezione acuta, mortale in 24 ore, iniettando mel peritoneo forti dosi



di Myc. phlei a cavie giovani; la dose non mortale provocherebbe una peritonite croniea
accompagnata da disturbi gemerali; il riassorbimento completo dei batteri e la gua-
rigione delle lesioni si effettuerebbe in sei settimane; istologicamente si noterebbero
polinucleati e cellule giganti; Stancaleanu (1909), che avrebbe ottenuta, inoculando
Myc. phlei nell'écchio, una cheratite analoga a quella tubercolare differenziantesi da
questa solo per 1’evoluzione che, ecol Myec. phlei, tende al riassorbimento, col Mye. tuber-
culosis alla necrosi; Lindner (1914), che non & riuscito a dimostrare la patogenicita del
Mye. phlei anche inoculando a forti dosi, sia per via sottocutanea che per via peritoneale,
a cavie e conigli; Kolle, Schlossherger e Pfannenstiel (1921) che affermano possibile la
virulentazione del timoteo sino a dare tubercolosi generalizzata, con formazione di noduli
caseosi, mediante passaggi di cavia in cavia; Limousin (1924) che, inoculando ando-
vena nei conigli forti dosi di Mye. phlei, ottenne piccole granulazioni bianche nei reni dove,
con una speciale colorazione, mise in evidenza in un individuo morto con fenomeni para-
litici, grosse forme clavate che non prendevano perd lo Ziehl; Boquet (1927), che
nega qualsiasi nzione patogena al Myc. phlei; Jelin e Feldmann (1928), che osservarono
come il Mye. phlei producesse negli organi parenchimatosi fenomeni infiammatori eon rifor-
mazione di noduli nei polmoni e nel fegato, noduli che (Jelin, 1929 consterebbero di
due zome, una centrale necrobiotica ed una periferica, formate di cellule epiteliali e
poliblasti, raramente cellule gigant1; Alexa (1928), che afferma come 1’inoculazione
sottocutanea o endoperitoneale di Mwyec. phlei provochi una suppurazione loecale, men-
tre 1’iniezione endovenosa la formazione di granuli a predominanza renale e polmonare,
evolvente verso la guarigione con sclerosi; Bertrand, Bablet e Bloech (1938) inocu-
lando il Myc. phlei per via endocerebrale nel coniglio osservarono come in questo si produ-
cessero lesioni analoghe a quelle provocate dal tubercolare umano; Vaiculescu (1939)
che, riprendendo le antiche espérignze di Mayer, gia riferite, riconferma 1’accres:iuto
potere patogeno del Mye. phlei nella cavia, inoculandolo incorporato a burro; Bertrane e
Bablet (1942), :nfine, che non ottennero alecuna lesione inoculando il Myc. phlei per via
intracerebrale a scimmie inferiori, contrariamente a quanto avevano ottenuto qualche anno
prima (1938), in collaborazione col Bloeh, nei conigli. ]

Sulla sorte del Myc. phlei ingerito dagli animali, hanno lavorato Boquet (1927), il
quale ne dimostrdo 1’assorbimento da parte dell’intestino e 1’eliminazione per le vie
biliari sostenendo che tale ciclo & puramente fisiologico e indipendente da qualsiasi
lesione intestinale od epatica; da Nélis e van Boeckel (1928 a e b) e da Nélis
(1929 a e b, e 1930) che lo confermarono per la cavia ¢ il coniglio adulti e per i
giovani, dimostrando come in questi 1’assorbimento per via intestinale fosse piu facile
e it rapido: tali ricerche di Boquet e suoi allievi sono, in certo qual modo, in
contrasto con :uelle suecessive dello stesso Boquet e Saenz (1930), i quali affer-
mano che i Mye. phlei somministrati per os penetrano nell’organismo attraverso la regione
tonsillare e che, dopo un’ora dalla somministrazione, i batteri si rinvengono nei gan-
gli linfatiei annessi all’apparato digerente.

L’inoculazione per via tracheale non cambia la sorte dei Mye. phlei che verranno, se-
condo Boquet, Negre e Valtis (1930), in parte assorbiti dalla ecireolazione linfatica
e sanguigna ed infine bloccati negli organi lontani come particelle inerti e distrutti.
La sorte dei germi inoculati in peritoneo e sottocute & stata seguita nelle cavie dal
Saenz (1929), il quale osservd come essi passassero mel torremte eircolatorio pit rapi-
damente nel primo caso che nel secondo, ma come la bacillemia durasse sette giorni,
rell’inoculazione endoperitoneale, e solo pochi minuti in quella sottocutanea; e mnel

topo dal Lafon (1942), il quale constatd come i germi venissero bloceati dai gangli
ed ivi distrutti entro cinque giorni.



-).-
e 614 s 7
D) DISCUSSIONE SULLA LETTERATURA

Da quanto siamo andati esponendo, risulta chiaramente come, allo
stato attuale dei fatti, tracciare un quadro preciso, particolareggiato e
definitivo del Myc. phlei, non sia possibile, e ¢id per la molteplicitd di reperti
riferiti, per il contrasto che tra tali reperti spesso esiste e per la mancanza
di elementi di sicurezza che permettano, dinnanzi a un micobatterio non
determinato, di stabilire se esso appartenga o no alla specie Mye. phlei.

Dalla descrizione di alcuni autori risulterebbe, infatti, c¢he il Mye.
phlei intorbida il brodo (Moeller per il Mistbacillus, Lubarsch per un
ceppo isolato dal Phlewm pratense, Biittner per i ceppi da lui isolati,
Jensen per il ceppo 282, Reed), mentre dalle deserizioni di altri autori
risulterebbe che in brodo il Mye. phlei non intorbida, ma da una pellicola su-
perficiale (Moeller per i1 Timotheebacillus, Lehmann e Neumann per i
ceppi studiati con Kuamulis; Braun, Stamatelakis ¢ Kondo per il ceppo
originale di Moeller, Jensen per il «ceppo autentico »); a parte il con-
trasto esistente tra gli stessi autori: Biittner non ha intorbidamento in
brodo glucosato ma lo ha in brodo glicerinato, Jensen ha intorbidamento
con un ¢eppo, non lo ha eon un altro.

Le ecolture in latte acidificherebbero secondo Moeller, alcalinizze-
rebbero secondo Jensen. .

I1 Myc. phleir produrrebbe traccie di indolo secondo Lehmann e Neu-
mann, disereta quantitd secondo Biittner; non ne produrrebbe secondo
Braun, Stamatelakis e Kondo, e secondo Reed.

Il timoteo sarebbe identico al tubercolare per il colore delle sue
colonie, la secchezza della sua patina, 1’aspetto pieghettato dei suoi veli,
discostandosene solo per la rapidita di sviluppo, analoga, tuttavia, a quel-
la di aleuni tubercolari avirulenti (Kreusé); il timoteo avrebbe, invece,
un pigmento bianco-grigiastro con tonalita gialla (Moeller), giallastro
( Braun, Stamatelakis e Kondo), giallo-ocra (Jensen), giallo-burroe sino al-
I’arancio (Biittner), rosso-arancio (Lehmann e Neumann).

Tale pigmento conterrebbe, secondo Chargaff, Ingraham e Steenbock,
[-carotene, che sarebbe addirittura il costituente maggiore del pigmen-
to stesso seeondo Darzins: Takeda e Ohta, in contrapposto, negano la pre-
senza di [-carotene mnel pigmento del Myec. phlei. 11 Mye. phlei utilizzerebbe
il fruttosio e la glicerina secondo Merril, Gordon, Gordon e Hagan, non
li utilizzerebbe secondo Edson, Edson e Hunter.

Quando passiamo a considerare il potere patogeno del timoteo ab-
biamo, da un lato, chi lo afferma: Moeller, Lubarsch, Kayser, Cantacuze-
ne, Stancaleanu, Bertrand, Bablet e Bloch, Alexa e via dicendo; dal-



Paltro lato chi lo nega del tutto: Hélscher, Lindner, Calmette e Guérin,
Bertrand e Bablet e via di seguito; senza considerare 1’incongruenza di
aleunt autori i quali ora affermano che il Myc. phlei non & patogeno e pin
oltre dicono che lo ¢: Calmette e (Guérin, per esempio, i quali hanno
scelto, iIn una serie di loro esperienze, il timoteo come tipo di a.r. non
patogeno, e non patogeno riusel per piccole capre che lo succhiarono insieme
al latte, mentre quello stesso latte rinsei patogeno per le cavie; Bertrand
e Babiet non ebbero azione patogena inoculando il Mye. phlei per via endo-
cerebrale nelle scimmie inferiori; quattro anni prima, pero, eli stessi Ber-
trand e Bablet, in collaborazione col Bloch, affermavano che il Mye. phlei
inoculato intracerebralmente nei conigli produceva lesioni analoghe a quelle
del tubercolare vero.

Come spiegare questo insieme di dati contrastanti — e non ne ab-
biamo citati che pochi, gli altri il lettore 11 avra spigolati da sé nella rivista
della letteratura — se non sospettando che i vari autori abbiano lavorato
con germi diversi ritenuti tutti uguali tra loro, o con colture miste?

Del resto, quali dati ha oggi un ricercatore per controllare se un
batterio acido-resistente che a lui giunge con la denominazione di Myc. phler
L. e N. sia realmente tale?

Sino ad oggi si ¢ parlato di Myec. phlei soltanto perche, sulla etizhet-
ta di un ceppo in collezione, era scritto flei, o fléol, o timoteo, o Timothee-
bacillus. Molti autori prudenti, nel cominciare le loro ricerche, le hanno
riferite ad un ceppo: gli autori americani al ceppo originale avuto diret-
tamente da Moeller; e quelle sono le ricerche piu attendibili; purtroppo
sono le meno numecrose. '

Allo stato attuale dei fatti, quindi, noi non possiamo dire esistano
dati morfologici e biologici precisi ed accettabili atti a determinare la
specie dell’acidoresistente noto con il nome di Mye. phlei. Possiamo soltanto
intravedere nn filo conduttore che si diparte dalla prima osservazione di
Moeller e che ¢i permette di discernere un batterio scarsamente acidoresi-
stente allorchs & alle prime ore di coltura, fortemente allorche vecchio, che da
colture pigmentate che passano dal giallo all’arancio, che eresce rapida-
mente sui comuni terreni, ch’é capace di vegetare a 50°C. e di utilizzare sol-
tanto aleune determinate sostanze come fonti di carbonio.

6) PROPOSITI DI RICERCA, MATERIALE E METODI.

Cosi stando lc¢ cose, e mel tentativo che andiamo persecuendo di
portare un po’ di chiarificazione tra le specie del genere Mycobacterium,
ci slamo proposti di delimitare i confini della specie phlei.



Lie ricerche di cui al presente studio, mon sono state condotte sopra
un determinato numero di ceppi da noi ricevuti come Myc. phler, e rite-
nuti a priori essere tali, ma le abbiamo praticate sperimentando con
tutti gli acidoresistenti in nostro possesso, e precisamente con quelli che
abbiamo elencato in una nostra precedente monografia (Penso, Cattaneo, Mo-
rellini e Ortali, 1948) tra i « ceppi di collezione » e tra i « ceppi di nuovo iso-
lamento ». Da quell’epoca, perd, i 121 ceppi di collezione sono saliti a 140 e
oli 808 ceppi di nuovo isolamento superano il migliaio.

Di tutti questi ceppi é stata presa in considerazione la sensibilita
a dosi differenti di PAS (Cattaneo, Morellini, Ortali e Penso, 1949), la
presenza e il colore del pigmento, la temperatura massima di coltura,
la necessita o meno di fattori di crescita, 1’utilizzazione degli idrati di
carbonio, la sensibilitd ai diversi fagi antimicobatterici da noi isolati
(Ortali 1948, Penso ¢ Ortali 1948, Ortali e Penso 1949, Penso e Ortali 1949).
In base ai risultati ottenuti noi abbiamo riunito i eceppi che avevano identiche
e analoghe proprieta in altrettanti gruppi.

Attraverso questa selezione abbiamo cosi istinto, tra gli altri, un
gruppo di acido-resistenti formato dai seguenti ceppi: B 10, Crottin,
Fleol, Fléole Lausanne, I. 619, Liennec 3, Moeller Mycobacterium phler 54,
Timoteo, Vip 27 e Vip 28.

Questi undici ceppi presentavano caratteristiche che potevano farli
riavvieinare al ceppo originale di Moeller: il Timotheebacillus.

Per questo motivo abbiamo considerato gli undici ceppi in que-
stione come veri Myc. phlei e come tali 1i abbiamo studiati. Passiamo ora a de-
scriverli e a sistematizzarli facendo, perd, subito notare come tra questi undiei
ceppi manchi {1 Myc. phlei 525 della NCTC proveniente dal National Biologi-
cal Museum di New York, germe che abbiamo studiato e che nulla ha a che
fare con gli undici precedenti; per le caratteristiche esso ¢ da includersi in-
vece, nel gruppo del Myec. lacticola, sul quale avremo occasione d’intrattenerci
a suo tempo.

7) MORFOLOGIA CITOLOGICA.

Il Myc. phler presenta, nei preparati allestiti su vetrino, una morfologia
cellulare analoga a quella di tutti gli altri germi dello stesso genere: batteri a
bastoneello diritto o incurvato, piegati ad angolo, talvolta a clava o a manu-
brio, a oliva o coceoidi (fig. 1 e 2).

Queste diverse forme possono rinvenirsi tutte nello stesso preparato
di un solo ceppo. Alcuni determinati stipiti, perd, possono abbondare piu
di una forma che di un’altra: il Crottin e il Phlei 54, per esempio, hanno piu



frequentemente forme olivari e coccoidi che non gli altri ceppi (fig. 3).

Forme filamentose e forme ramificate, di regola, non si rinvengono ne
su preparati ratti da colture giovanissime, di 12-24 ore, ne¢ su preparati
faiti da veechie colture di pitt mesi. Di regola, abbiamo scritto, perche
qualche rara forma appena ramificata, o qualche rarissimo filamento
& dato vederlo, come & possibile casualmente rinvenire forme globulari
piriformi.

La lunghezza di questi germi varia da 1 a 3 p e il loro spessore
da 0,4 a 0,8 p.

Se 1’aspetto morfologico del Myc. phlei ¢ quello che or ora abbiamo detto,
tale aspetto compie una evoluzione caratteristica se noi osserviamo, su vetrino,
1 germi di una stessa coltura tutti i giorni e per piu giorni di seguito.

Dopo 24 ore di coltura i germi sono di solito a bastoneello diritto o leg-
germente incurvato, pit o meno lunghi — secondo i ceppi — e piuttosto
spessi. Verso il terzo giorno, i germi assumono un aspetto piu snello,
si allungano leggermente, gli apiei divengono aguzzi, il batterio assume
un aspetto bananiforme e nel suo interno compare un grosso granulo
lungo all’incirca un micron e mezzo (fig. 4 e 5), visibile a freseo e nei
preparati colorati. Tra il terzo e il quarto giorno tutti i germi sono in ge-
nere cosi granulati, mentre i singoli individui assumono un aspetto che
ricorda, grosso modo, quello degli sporozoiti malarici. 11 granulo sem-
bra essere pitt spesso del corpo batterico, che in quel punto protunde,
e in ogni germe vi & di solito un solo granulo. A volte, perd, & dato
vederne anche due e persino tre (fig. 5, @ e b). In talune forme si direbbe
che i due granuli sono frutto di una divisione; essi, poi, sono presenti,
sia nelle forme cianofile che in quelle acidoresistenti. Tali forme granu-
late durano poco; raggiunto l’apice della frequenza, decrescono rapi-
damente, 1 granuli rimpiceoliscono, sembrano riassorbiti, e gia al quinto
o sesto giorno si ha una percentuale minima, o addirittura la scomparsa
delle forme granulate, senza che si abbia a notare la comparsa di forme
coccoidi. B’ hene qui osservare come, nei ceppi in cui predominano le
forme coccoidi, gii elementi granulati siano molto pit rari e presenti
soltanto nelle forme allungate. Dopo la scomparsa dei granuli, si hanno
forme bastoncellari tipiche, abbastanza grandi, e che tali restano in seguito
senza dar luogo alle forme granulate che si rinvengono talvolta come
elementi di eccezione. |

Lo studio morfologico mediante il microscopio elettronico, da rag-
guagli di maggior precisione.

Il microszopio mostra, infatti, come il Myc. phlei sia provvisto di una
membrana cellulare che avvolge uniformemente tutto il germe (fig. 6). Tale



n:embrana pericellulare & perfettamente liscia e risulta evidente durante la
demolizione fagica del germe (fig. 7). Il citoplasma batterico & omogeneamente
compatto, scarsamente trasparente agli elettroni (60.000 volts) e mostra una
porzione periferica piu trasparente. All’interno del protoplasma si mettono
in evidenza una serie di corpi sferici (fig. 8 e 9) che praticamente non lascia-
no passare ¢li elettroni. Tali corpi, di diversa grandezza e disposti senza or-
dine, sono generalmente pitt piccoli dei corpi analoghi che si rinvengono nel
germe della tubercolosi nmana (fig. 10); nella demolizione fagica del germe.
essl non venzono attaccati, permangono all’interno della membrana peri-
cellulare svuotatasi dal resto del suo contenuto, o si riversano all’esterno in-
tegri nel loro aspetto e nella loro scarsa trasparenza agli elettroni (fig. 11 e 12).
_ Il granulo centrale, visibile in un determinato momento mnei germi
osservati al microscopio ottico, & visibile anche al microscopio elettro-
nico, dove compare sotto forma di un corpo allungato a superficie mori-
fcrme che fa ingrossare lo spessore del germe mel punto in cui esso si
rinviene. Le dimensioni del corpo osservato al microscopio elettronico
corrispondono a quelle del granulo osservato al microscopio ottico. An-
che la maggior lunghezza del germe, la sua snellezza, la sua trama piu
delicata vengono confermati dalla osservazione elettronica, che mostra
in questi germi un protoplasma meno compatto e piit permeabile agh
elettroni (fig. 13).

Se questa & la morfologia che i1 Myc. phlet presenta dopo essere
stato stemperato e steso su vetrino coprioggetto, ben diversa ¢ la mor-
fologia ch’esso presenta nell’ambito della colonia in cui cresce e si
moltiplica.

Operando, infatti, con la tecnica delle microcolture, di cui si dira
pit oltre, noi possiamo seguire la morfologia cellulare del Myc. phle:r dal mo-
mento in cui un individuo isolato comincia a vegetare.

Noi vediamo, eosi, come nel primo periodo di vegetazione il singolo
germe emetta piccole ramificazioni, quasi ognuna di esse gemmasse dal
corpo batterico (fig. 14). Le entita ramificate che non risultano si ispes-
siscono e si allungano (fig. 15), e seguitano a ramificarsi dando filamenti
molto Innghi e comtorti (fig. 16).

Dopo 48 ore di coltura, le singole unita si ispessiscono notevol-
mente Jungo 1’asse centrale dando alla periferia sottili e delicate rami-
ficazioni (fig. 17 e 18); in seguito si formano lunghi filamenti (fig. 19)
provvisti di ramificazioni brevi, disposte ¢uasi sempre alternativamente
sui due lati dell’asse principale dei filamenti: questi finiseono per riunirsi
a cordone, i cordoni si riuniscono tra loro, impedendo 1'ulteriore osser-
vazione microscopica sulla. struttura morfologica dei singoli individui.




Osservando le colture giovani a pin forte ingrandimento (fig. 20 e
21) si osserva come, nell’interno dei filamenti, siano presenti granuli ana-
loghi a quelli che si osservano nei preparati allestiti su vetrini, e seg-
menti che sembra delimitino le singole unita batteriche cosl come siamo
soliti osservare nei preparati per stemperamento e striscio; e che cosi
sia, lo & dimostrato dal fatto che, nelle microcolture colorate col metodo
@i Robinow, la netta separazione dei singoli individui ¢ bene evidente
nell’interno dei filamenti (fig. 22 e 23).

Un fatto strano ¢ che, nelle microcolture, 1 germi si presentano sem-
pre in filamenti pitt 0 meno ramificati, mentre, nei preparati allestiti con la
comune tecnica batteriologica, 1 germi sono sempre isolati e singoli.
Evidentemente, nello stemperamento e nello strofinio sul vetrino, 1 fila-
menti si spezzano e i singoli elementi che li compongono si disperdono
sulla superficie. Data la costanza del fatto, si deve ammettere la estrema
fragilita dei filamenti o, per lo meno, della membrana che tiene uniti
i singoli individui componenti il filamento.

&) PROPRIETA’ TINTORIALT E AFFINITA’ CHIMICHE,

I1 Myec. phlei si colora abbastanza facilmente con tutti il comuni colo-
ranti usati in batteriologia. Col bleu di metilene si colora tenuaniente in
azzurro mentre i granuli, quando ci sono, assumono intensamente il colore.

11 Myec. phiei & essenzialmente acidoresistente (colorazione di Ziehl-Neel-
sen), ma questa acidoresistenza non & sempre totale ed evolve con I’eta della
coltura. Nelle prime 24 ore — operando su colture in agar brodo glicerinato
—- prevalgono senz’altro le forme cianofile. Questa prevalenza non ha un in-
dice fisso: a volte & del 90%, a volte del 75%, a volte del 60% ; ma prevalenza
¢’8. Col passare dei giorni i rapporti s’invertono; a partire di solito dal quinto
oiorno prevaigono le forme acido ed acool resistenti che, dopo il settimo gior-
no, costituiscono 1’assoluta mageioranza. Qualche rara forma cianofila per-
mane tuttavia. |

Tie forme granulate descritte precedentemente possono essere sia cia-
nofile che acidoresistenti. Il granulo ¢ pil intensamente cianofilo o piu
intensamente ecidoresistente del rimanente protoplasma.

Morfologicamente, non si notano differenze alcune tra germi ciano-
fili e germi acidoresistenti.

11 Mye. phlei & sempre grampositivo. Non vi ¢ rapporto tra cianofilia o
acidoresistenza e Gram. Le forme granulate sono anch’esse grampositive, con
Ia particolaritd che il granulo assume piu intensamente il colore.

Trattando i germi con acetone e con HCI/N a caldo per 15 minuti,
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i corpi sferici, presenti nel loro interno e visibili al microscopio elettro-
nico, non seompaiono.

La colorazicne di Robinow, nonostante riesca difficoltosa con questi
germi, permetie di ottenere ogni tanto buoni preparati, specie se si ha cura
di fissarli in alcool metilico, di sgrassarli in cloroformio, rilavarli in
alcool metilico prima di comineiare il trattamento alla Robinow. Anche
¢ol metodo del Robinow modificato da Knaysi, Hillier e Fabbricant (1950)
si ottengono buoni preparati.

Con 1'una o l’altra di queste tecniche si mette bene in evidenza il
granulo centrale, giad descritto in precedenza, e che, per questo fatto,
deve interpretarsi come formazione nucleare del germe. Detto granulo 2
intensamente rosso, su fondo rosso piu chiaro, con il metodo di Ziehl-
Neelsen ; violetto-scuro su fondo meno carico, col metodo del Gram; az-
zurro su fondo rosa-pallido, col metodo del Robinow (fig. 39).

Abbiamo praticato la colorazione alla Robinow anche sulle micro-
colture ottenendo buoni preparati nei quali si osservano formazioni
nucleari all’interno dei singoli individui riuniti nei filamenti (fig. 22 e
23) e piu tardi all’interno dei filamenti intrecciantesi tra loro (fig. 24).
Nelle colonie di 48 ore, allorche facile & riscontrare un grosso tronco
centrale da ecui si dipartono sottili filamenti ramificantisi (fig. 17 e
18), le formazioni nuecleari si stipano all’interno del tronco centrale
(fig. 25). Nelle microcolonie sviluppantesi sino a una entita piu comples-
sa, le formazioni nucleari sono presenti soprattutto negli elementi peri-
ferici e quindi piu giovani (fig. 26).

9) MORFOLOGIA DELLE COLONIE E DELLE PATINE.

Nei terrani solidi, il Myc. phler da colonie caratteristiche: rotondeggian-
ti, a margine frastagliato e sinuoso, a superficie molto rugosa, pieghettata e
festonata; le pieghe hanno sempre andamento radiale, convergendo verso il
centro sopraelevato; nel loro insieme, percio, le colonie assumono ognuna un
aspetto a montagna (fig. 27). Tale aspetto permane anche nella visione
microscopica delle colonie (fig. 28).

Dal punto di vista morfologico, una sola variante abbiamo osser-
vato: quella di colonie piu rotondeggianti delle precedenti, poco rilevate
a fondo leggermente mammellonato e con margini sempre frastagliati,
ma meno accidentati (fig. 29). Altra caratteristica di queste colonie &
quella di avere la fascia marginale sottilissima (fie. 30), trasparente e
costituita da uno strato monocellulare di germi; questa fascia fa sem-
brare che la colonia sia provvista di un alone. Questo tipo di colonie si
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osservano soprattutto nei primi giorni di coltura; in seguito esse evol-
vono trasformandosi con l’invecchiamento in colonie del tipo normale
(diciamo <« normale », perché di gran lunga le pit frequenti), di modo
che, a un certo momento, & possibile osservare, le une accanto alle altre,
colonie dei due tipi (fig. 31). -

Le patinz del Myc. phlei hanno sempre un fondo uniforme, sebbene gra-
nuloso, sul quale emergono pieghe che finiscono col ricadere su se stesse, dando
Juogo ad ammassi cerebriformi. Colonie e patine sono quasi sempre apigmen-
tate all’inizio, per divenire color giallo-uovo, giallo-arancio, giallo-arancione
carico (fig. 41).

Nei terreni liquidi normali (brodo semplice, glucosato e glicerinato,
Sauton), il Myc. phler, seminato in superficie, forma dapprima un velo che si
trasforma presto in un feltro molto spesso, intensamente pieghettato (fig. 32),
¢ che risale su per le pareti del recipiente (fig. 33). _

Nei terreni liquidi per colture in profonditd (terreno di Dubos) il
Mycobacterium phler da una crescita granulare che sedimenta in una
massa cremosa.

Nei ‘terreni liquidi coltivati in agitazione il germe ecresce omogenea-
mente dando, pero, sul principio, finissimi aggregati che si trasformano,
in quarta giornata, in masse globulari (fig. 34), pit o meno allungate,
talvolta ramificate (fiz. 35 ¢ 36). Ognuna di queste masse globulari puo
considerarsi come una colonia costituita da elementi per lo piu acido-
resistenti alla periferia, cianofili al centro (fig. 40).

Tutti gli undici ceppi da noi studiati hanno caratteristiche analo-
ghe, salvo il ceppo di Moeller che da con maggiore frequenza colonie
mammellonate.

Con la tecnica delle microcolture — di cui si dira mnel paragrafo
seguente —- ¢ possibile seguire la morfologia evolutiva delle colonie a
partire da un singolo individuo: questo comincia col ramificarsi, mentre
il corpo originario si allunga, s’ispessisce e nuove ramificazioni si for-
mano; si ha, alla fine, una serie di filamenti pit o meno contorti che
si riuniscono tra loro in colonie per costituire 1'impalcatura della colo-
nia macroscopica.

10) CARATTERISTICHE COLTURALI

I1 Myec. phlei cresce con facilita su tutti 1 terremi liquidi e solidi,
sia sintetici che biologiei.

Sui terreni solidi da wuno sviluppo visibile gia dopo 24 ore, sviluppo
che aumenta sensibilmente dopo 48 ore, raggiungendo il suo massimo



— 882 —

verso 1’8¢ o il 10° giorno, ¢id coltivando a 37° C.; ove la temperatura
d’incubazione aumenti, aumenta anche la velocita e il rigoglio di cre-
scita; questo fenomeno & stato studiato e analizzato nei suoi particolari
sulle colture in terreno liquido e di esso parleremo pit oltre.

Con la teenica delle microcolture & possibile seguire la formazione
delle colonie partendo da una singola cellula, come abbiamo gia prece-
dentemente descritto e illustrato (figg. 14-26).

La tecnica da moi impiegata allo scopo ¢ stata ia seguente: sopra
I'estremita di un vetrino coprioggetti — preventivamente sterilizzato —-
si distende una goceia di sospensione diluita di Mye. phlei. Il vetrino
viene quindi introdotto dentro un tubo di agar inclinato, e la sua estre-
mita infissa a coltello nell’agar stesso. 1 germi sul vetrino crescono
abbondantemente nella porzione a contatto con l'agar, e meno intensa-
mente nella porzione subito al di sopra dell’agar. Volendo osservare la
creseita dei germi, si asporta delicatamente il vetrino: la porzione al
di sopra dell’agar non viene in nessun modo alterata ed i rapporti di
contiguita restano integri.

Sui comuni terreni liquidi (brodo semplice o glicerinato, brodo
patata, Sauton) il Myc. phlei cresce in superficie (la semina & facile
giacché i frustoli gallegeiano senza difficoltd): si forma da prima un
velo liscio che successivamente s’increspa, s’ispessisce e risale lungo le
pareti del recipiente, lasciando limpido il liguido sottostante (fig. 33).
Nelle colture di circa un mese, si formano al di sotto del feltro, sottili
e delieate stalattiti che si staccano e cadono al fondo. T1 brodo Timane
sempre limpido.

In terremo di Dubos, il Myc. phlei cresce in profondita, intorbi-
dando omogeneamente il bordo, cosi da permettere lo studio turbidonie-
trico delle colture e la stesura di curve di crescita. Abbiamo potuto
cosl studiare il comportamento del germe coltivato a diverse tempera-
ture: 20°, 30, 37°, 48°, 50°, 52° (.;constatando come (erafico 1) i1 Mye.
phleir raggiunga concentrazioni M (massime) sempre piu elevate man mano
che aumenta la temperatura in cui si coltiva, sino ai 48° . A 50° C. la
coneentrazione M diminuisce; a 52° C. precipita a valori molto bassi, co-
siceche si puo dire che optimum di temperatura di ecrescita per il Mye.
phlei ¢ 48° C, pur essendo possibile la sua coltura tra i 20 e i 52° (.

D’altro canto, la fase di latenza si prolunga notevolmente con basse
temperature. Amalizzando, perd, il diagramma di cui alla fig. 40, si1
osserva come tale prolungamento si avveri, sebbene in minori propor-
zieni, anche per le temperature di 48° e 50° C. Ove si tenga presente,
perd, che le prove sono state condotte con un ceppo ormai da anni abi-
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tuato a crescere a 37° si pud sospettare si sia formata, mel ceppo di
origine, una variante adattata ai 37° C.

Per confermare questa ipotesi ed eliminare una possibilita di errove,
abbiamo coltivato il ceppo per dieci passaggi successivi a 48" stabilen-
done nuovamente la curva di crescita: la concentrazione M & rimasta
invariata, mentre la fase di latenza si ¢ notevolmente abbreviata sovrap-
ponendosi quasi a quella ottenuta con il ceppo originale coltivato a
37°C. (grafico 2).

La temperatura di 48° & veramente, quindi, la temperatura optimum
di crescita per il Mye¢. phler.

Abbiamo studiato, poi, il variare della curva di erescita in rapporto
col variare del pH, onde stabilire D'optimum di questo. Abbiamo allo
scopo eseguito due serie di esperimenti: una, operando con terreni aventi
un pH di partenza differente e seguendo l’evoluzione di tale pH durante
la curva di crescita {erafico 3), 1’alira operando con terreni aventi ugual-
mente pII di partenza differenti, ma nom cambiabili durante la crescita
del germe, poiché tamponati (grafico 4). Tutte le esperienze sono state ese-
guite su colture in agitazione.

Dalla prima serie di esperienze abblamo potuto constatare come
seminando il Mwye. phlei su terreni di coltura aventi pH inferiori a 5,
il germe praticamente mon si sviluppi pur notandosi qualche lieve spo-
stamento del pH che, come nel caso riportato nella fig. 42, da 4,5 e
passato a 9.

11 germe & invece capace di svilupparsi soltanto quando il pH di
partenza del terreno & superiore a 5,5, ma non a 9.

Tra pH 5,5 e 8,8 sono comprese le possibilita di sviluppo del Mye.
phlei, possibilitd che non evolvono tutte nella stessa maniera, ma diffe-
riscono notevolmente le une dalle altre. 11 tempo di latenza piu breve
e la concentrazione M pil elevata si hanno soprattutto con i pH di
partenza compresi tra 6 e 7. L’optimum si ha intorno a pH 6; le fasi
di latenza piti lunghe si hanno con pH inferiore a 6 o superiore a 8,9.

La conecentrazione M pit elevata si ottiene con pH 6; concentra-
zione M elevate si ottengono anche con pH compresi tra 5,5 e 7.

Interessante & seguire i cambiamenti del pH durante la coltura.
Nelle prime 12 h. il pH resta immutato; i primi cambiamenti si hanno
dopo 24 h, alla fine cioé della fase di latenza.

Con pH di partenza 6 si & avuto, dopo 24 h., pH 6,9; con pIl 6,5,
pH 7,2; con pH 7, pH 7,7; con pH 7,5, pH 8; con pH 8,4, pH 8,5; con
rH 9, pH 9. 11 che ci dice come il pH evolva verso valori pill alti e come
lo scarto tra il valore di partenza e il valore riscontrato dopo 24 h. sia pia
forte nei terreni il cui pH di partenza era piu basso.
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PENSO, ORTALI, GAUDIANO, PRINCIVALLE, VELLA ZAMPIERI - Mpycobacterium phlei.
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Fig. 2. - Mycobacterium phlei. Forme arcuate, angolari, ramificate (1000 diametri).



PENSO, ORTALI, GAUDIANO, PRINCIVALLE, VELLA, ZAMPIERI - Mycobacterium phlei.
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Fig. 4. - Mycobacterium phlei. Individui allungati, arcuati e provvisti di granulo centrale;
notare come la porzione contenente il granulo sia pil larga della rimanente porzione
cellulare (1000 diametri).
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PENSO, ORTALI, (GAUDIANO, PRINCIVALLE, VELLA, ZAMPIERI - AMycobacterium phlei.
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Fig. 6. - Fotografia elettronica di Myco-
bacterium phlei: ¢ nettamente visibile la
membrana pericellulare.

Fig. 7. - Membrana cellulare di Mycobac-
terium phlei lisato da Phagus phlei.



PENSO, ORTALI, GAUDIANO, PRINCIVALLE, VELLA, ZAMPIERI - Mycobacterium phlei.

Fig. 8. - Fotografia elettronica di Myco-
bacterium phlei: notare i corpi sferici interni
scarsamente permeabili ai raggi elettronici.

Fig. 10. - Fotografia elettronica di Myco-
bactertum tuberculosis war. hominis: notare
come i corpi sferici interni siano molto pit
grandi di quelli del Mycobacterium phlei.

Fig. 9. - Controtipo della figura precedente,

Fig, 1r. - Lisi fagica di Mycobacterium
phlei: notare come 1 corpi sferici interni
non siano attaccati dai fagi.



Fig. 12. - Corpi sferici di Mycobacterium
phlei liberatisi durante la lisi fagica.
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Fig. 13. - Fotografia elettronica della por-
zione centrale di un Mycobacterium phlei
provvisto di granulo; la porzione contenente
il granulo & pit larga del resto del batterio,
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Fig. 14. - Microcoltura di Mycobacterium phlei (dopo

12 ore): prime ramificazioni
{400 diametri).
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Fig. 15. - Microcoltura di Mycobacterium phlei (di 24 ore): i filamenti batterici si allun-
gano e nuove piccole ramificazioni si formano dai rami primitivi (400 diametri).
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Fig. 16. - Microcoltura di Mycobacterium phlei (dopo 24 ore): i filamenti si sono ulte-
riormente allungati, e cosi le ramificazioni secondarie (400 diametri).



PENSO, ORTALI, (GAUDIANO, PRINCIVALLE, VELLA, ZAMPIERI - Mycobactreriiom phiei.
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Fig. 17. - Microcoltura di Mycobacterium phlei (di 48 ore): 1’asse centrale dei filamenti
si ispessisce (500 diametri).
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Fig. 18. - Microcoltura di Mycobacterium phlei (dopo 48 ore): ulteriore ispessimento
dell’asse centrale e delle prime ramificazioni (500 diametri).



PENSO, ORTALI, GAUDIANO, PRINCIVALLE, VELLA, ZAMPIERT - Mycobacterium phlei.
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Fig. 19. - Microcoltura di Mycobacterium phlei (dopo 48 ore): filamenti lunghi provvisti
di ramiﬁcazioni_brevi (500 diametri).
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Fig. 20. - Microcoltura di Mycobacterium phlei di 24 ore (a piu forte ingrandimento delle
figg. 15 e 16): nell’interno dei filamenti si scorgono spazi che delimitano i
singoli germi, molti.dei quali presentano granuli (500 diametri).



PENSO, ORTALI, GAUDIANO, PRINCIVALLE, VELLA, ZAMPIERI - Muyceobacreriuem phlei.
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Fig. 21. - Microcoltura di Mycobacterium phlei di 24 ore (a piu forte ingrandimento
delle figg. 15 e 16): nell’interno dei filamenti si scorgono spazi che delimitano i
singoli germi, molti dei quali presentano granuli (500 diametri).

Fig. 22. - Microcoltura di Mycobacterium phlei (di 24 ore) colorata col metodo di
RoBINOW: nell’interno dei filamenti i singoli individui sono nettamente separati
gli uni dagli altri; qua ¢ la, alcune formazioni nucleari (1200 diametri).



PeEnNsO, ORTALI, GAUDIANO, PRINCIVALLE, VELLA, ZAMPIER! - Mycobacterium phlei.

Fig. 23. - Microcoltura di Mycobacterium phlei (di 24 ore) colorata col metodo di

RoBINOW (1200 diametri).
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Fig. 24. - Microcoltura di Mycobacterium phlei (di oltre 24 ore) colorata col metodo di

RoBINOW: osservare le formazioni nucleari (480 diametri).



PENSO, ORTALI, GAUDIANO, PRINCIVALLE, VELLA, ZAMPIERI - Mycobacteritom phlei.
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Fig. 25. - Microcoltura di Mycobacterium phlei (di 48 ore) colorata col metodo del
RoBINOW: osservare le formazioni nucleari sparse nell’interno dei filamenti ispes-
siti (6oo diametri).

Fig. 26. - Microcoltura di Mycobacterium phlei colorata con il metodo del RoBINOW:
le formazioni nucleari sono soprattutto presenti negli elementi periferici (380 dia-
metri).



PENSO, ORTALI, GAUDIANO, PRINCIVALLE, VELLA, ZAMPIERI - Mycobacterivm phlei.

Fig. 27. - Colonia di Mycobacterium phlei: osservare ’'andamento radiale delle pieghe
e il centro elevato.

Fig. 28, - Colonia di Mycobacterium phlei vista al microscopio.



PENSO, ORTALI, GAUDIANO, PRINCIVALLE, VELLA, ZAMPIERI - Mycobacterium phlei.

Fig. 29. - Colonia di Mycobacterium phlei, variante a fondo liscio.

Fig. 30. - Colonia di Mycobacterium phlei, variante a fondo liscio osservata al microscopio:
notare la fascia marginale sottilissima.



PENSO, ORTALI, (GAUDIANO, PRINCIVALLE, VELLA, ZAMPIERI - Mycobacterium phlei.

Fig. 31. - Osservazione microscopica del margine dei due differenti tipi di colonie di
Mycobacterium phlei.

Fig. 32. - Coltura di Mycobacterium phlei in terreno liquido, fotografato dall’alto:
osservare la compattezza del feltro. '
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PENSO, ORTALT, (GAUDIANO, PRINCIVALLE, VELLA, ZAMPIERI - Mycobacterium phlei.

Fig. 35. - Microfotografia degli aggregati globulari; sul fondo una quantita di germi
isolati (250 diametri). :



PENSO, ORTALI, (GAUDIANO, PRINCIVALLE:. VELLA, ZAMPIERI - Mycobacreriem phlei.
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Fig. 37. - Microfotografia di una membrana corioallantoidea di embrione di pollo inse-
mensata con Mycobacterium phlei: nessuna lesione sulla membrana, mentre i germi
si sono intensamente moltiplicati (masse piu scure).



‘opyd snsvy - g€ Suf

DIATIWVE “VTIIA CETIVAIDNIN ] no.z.luaﬂﬁ nu.nﬂmi.nu aOm.n.,.ﬂ.&.




PENSO, ORTALI, (GAUDIANO, PRINCIVALLE, VELLA, ZAMPIERI - Mycobacterium phlei.
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Fig. 39. - Disegno semischematico di Mycobacterium phlei con granulo centrale e colo-
rato con diverse tecniche: @) colorazione di Robinow; b) colorazione di Ziehl-
Neelsen; ¢) colorazione del Gram; d) colorazione di Ziehl-Neelsen (individuo con
due granuli); e) colorazione del Gram (individuo con tre granuli).

Fig. 40. - Disegno semischematico della microfotografia riportata nella fig. 36: notare
gli ammassi globulari, costituiti da germi acidoresistenti e cianofili, e la miriade di
germi acidoresistenti sparsi nel campo {colorazione di Ziehl-Neelsen).



PENSO, ORTALI, GAUDIANO, PRINCIVALLE, VELLA, ZAMPIERI - Muycobacrerium phlei.

Fig. 41. - Patina di Mycobacterium phlei su Petragnani
(dopo 3 mesi di permanenza a temperatura ambiente).
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Graf, 4 - Curve di erescita del Mwycobacterium phlei coltivato in
brodo a pH tamponato (eolture in agitazione)
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Altro dato di fatto riscontrato é che in tutti i casi, la fase loga-
ritmica si compie tra pH 7,5 e pH 8,7 - 8,9 e che la crescita si arresta
— ossia si raggiunge la concentrazione M — allorch¢ il pH raggiunge
il valore di 9. ‘

Operando con terreni tamponati, si constata una lenta, graduale e
searsissima crescita con pH compresi tra 6,8 e 7,5 con un optimum per
il pH 7, e di nuovo scarsa crescita con pll 8. I valori assoluti delle con-
centrazioni M che si ottengono con terreni tamponati sono sempre inferiori
a quelli che si cttengono con terreni non tamponati.

Evidentemente nella crescita del Mwyc. phler debbono entrare in
giunoco una serie di enzimi capaci di espletare la propria azione entro
limiti pHmetriei ben determinati. Senza entrare nel merito dei fenome-
ni osservati, sui quali avremo occasione di intrattenerci altrove, ci limitiamo
alla loro semplice constatazione che ci permette di rilevare come il Myec.
phlei sia capace di vegetare in terreni il cui pH & compreso tra 5,5 e
85 con un optimum di pH 6 per i terreni non tamponati, di pH 7 per 1
terreni tamponati.

Coltivando, infine, il Myec. phlet in agitatore — col mnostro metodo
delle colture .n tubi a T agitati lungo 1’asse maggiore del tubo in ragione
di 100 colpi al minuto —, si ottengono, con qualsiasi terreno liquido si operi,
sospensioni omozenee il cui studio turbidometrico permette di stabilire come
la fase di latenza sia notevolmente minore e come la concentrazione M rag-
giungibile sia circa tre volte superiore a quella ottenibile senza agitazione
su terreno di Dubos. Con questa tecnica di coltura, scarsa differenza esiste
tra le curve ottenibili coltivando in agitazione il Myc. phlei su terreno di Sau-
ton o su terreno di Dubos (grafico 5). Tale tipo di esperienza ci dice quale
importanza abbia ’areazione per lo sviluppo del Myc. phler.

11) P1gMENTO.

I1 Mye. phlei da origine a un pigmento di tonalita gialla, che aumenta
via via con l'invecchiare delle zolture: le colture giovanissime sono apig-
mentate; in die o tre giorni perod esse assumono un colore giallo torlo d’uovo
cotto, che si intensifica siho al giallo arancione. I veli su terreni liguidi si com-
portano analogamente.

L’intensitd del colore varia leggermente col variare del terreno di
coltura. Su terreni sintetici (Sauton, Lutz, Merril) si ha pigmentazione
leggera e delicata; su terreni biologici, particolarmente all’'uovo, si ha
pigmentazione intensa. Su patata, anche glicerinata, si ha searsa produ-
zione di pigmento.
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11 pigmento del Myc. phlei & solubile in etere, cloroformio, benzolo,
solfuro di carbonio, alcool e acetone e da positiva la prova lipocianica:
colorazione azzurra con acido solforico concentrato. Non & solubile in
acqua. Si tratta. quindi, di carotenoidi. Cid & confermato dall’analisi spet-
trofotometrica, da cui risultano curve d’assorbimento tipiche dei carotenoidi.

Per una prima analisi orientativa, le colture, cresciute per 5 giorni
in brodo normale a 37° C. vennero filtrate e lavate ripetutamente con
acqua; il materiale cosi liberato dal terreno di coltura fu disidratato

221 vip.2? E_” Vip.28 2] 810 :_* L.619
":' a8t "": 46183 e 48183 e 48183
051 0s- 051 05
ol————r——+ O S e - ol " 0 T T
420 460 500 ms:a 420 460 500 540 420 460 550 420 a0 500 . 540
o lﬂl'ﬂ}l lﬂm}l II"I'“P
3 :
E—"-. Laennec 3 E" 1 Phlei 54 -E—"- Fleol i—"— Fleole Lausanne
"':'_ 48183 '":‘ 480-81 481-83 "‘1‘ 481-83
05+ Q5+ 05 051
1
0 T T T T T T T 0 Ll T T T Ll T T L] T L] Ls T L] T L] T T
420 460 . 540 420 460 500 540 420 460 500 540 420 460 540
i Ainmy Alnmy ) .\mrn,j Ainmpu
3 . :
E—“ Tirnoteo -Eﬁ- Croftin %ﬁ- Moeller
""1‘ § 480-82 ""1 483 e 482-83
- E 1ﬂ
051 ' 05 05+
420 = 460 éo;'nsr:?o 420 460 5bo;_5ho 420 460 soomsr:g
m inmp

Graf. 6 - Spettri d’assorbimento dell’estratto totale dei vari ceppi di Myco-
bacterium phlei (in solfuro di carbonio)
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con solfato di qodlo triturato con sabbia di qnarzo ed estratto, a freddo,
con solfuro di carbonio o con cloroformio. (Jentrlhmando ed eventual-

mente filtrando, si ottennero soluzioni che,

disidratate e diluite conve-

nientemente, si sottoposero alla misura spettrofotometrica, servendosi del-
lo spettrofotometro di Beckman Mod. D.U. Le curve ottenute, riportate
tutte allo stesso valore dell’estinzione massima, sono riunite nel grafico 6,
per le soluzioni in solfuro di carbonio, e nel grafico 7, per le soluzioni clo-
roformiche. Come si vede, si ha, per le soluzioni in solfuro di carbonio,
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Graf. 7 - Spettri d’assorbimento dell’estratto totale dei vari

ceppi di Mycobaeterium phlei (in cloroformio)
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un massimo a 480-483 my. e due bande pitt o meno pronunciate a 450-460
e 500-510 mp; per le soluzioni in cloroformio si ha invece un massimo a
460-463 e due bande secondarie a 430-440 e 480-490 mp. La forma delle
curve ¢ praticamente la stessa per tutte, salvo quelle del Crottin e del
Moeller, in cui sono meno evidenti le bande laterali.

Per stabilire la natura dei singoli carotenoidi presenti, abbiamo pro-
ceduto, su tutti gli undici ceppi, alla separazione cromatografica. Per ogni
ceppo, il contenuto di 100 Roux ¢ stato seccato in corrente d’aria a 40° e
poi su anidride fosforica sotto vuoto. Il residuo secco (circa 100 g) ¢ stato
polverizzato in mortaio e lasciato per 24 ore a 0" con 500 em?® di acetone,
agitando ogni tanto. Si & poi filtrato e si ¢ lavato il residuo con un
po’ di acetone. T/ estratto acetonico ¢ stato concentrato a 40¢ C. a pressione
ridotta fino a consistenza oleosa. Il residuo ¢ stato sciolto in 15 em® di
henzolo e la soluzione & stata lasciata due ore a 0°C. Si & filtrato e si @
ageiunto alla soluzione egual volume di KOII metanolica al 10%. Dopo 24
ore di permanenza a temperatura ambiente, al buio, si ¢ estratta la solu-
zione con 200 em® di benzina (p.e. 70°-85"). Messa da parte la soluzione
alcalina, colorata in rosso aranciato, l’estratto benzinico & stato lavato
con acqua fino a reazione neutra e poi con metanolo a 95" (usando meta-
nolo a 90° l'ipofase restava incolore). La soluzione metanolica si colo-
rava debolmente in giallo, ma continuava ad estrarre un po’ di colore
anche usandone ripetutamente nuove porzioni; d’altro canto, agitando
P’estratto metanolico con benzina, questa si colorava in giallo. Si tratta
quindi di un carotenoide che si ripartisce egualmente, o quasi, fra ben-
zina e metanolo a 95°. La criptoxantina, c¢he Ingraham e Steenbock (1945)
hanno trovato nel Myc. phlei, ¢ ipofasica econ metanolo a 95" e si ripar-
tisce egualmente con metanolo a 90°. Lo spettro di assorbimento di que-
sta frazione non aveva aspetto tipico, probabilmente per la presenza di
parecchie sostanze estranee. Cromatografando questa soluzione, in ben-
zina o etere di petrolio, su idrato di calcio, abbiamo ottenuto un anello
violaceo alla sommitd della colonna. Dopo eluizione con ecloroformio, si
aveva ancora una soluzione con spettro poco caratteristico.

Il liquido epifasico, contenente la maggior parte dei carotenoidi, e
stato lavato con acqua, disidratato con solfato di sodio, evaporato sotto
vuoto, ripreso con etere di petrolio (p.e. 40°-70") e cromatografato su idrato
di caleio: si forma un anello viola alla sommita della colonna, poi una banda
arancione piuttosto ampia (che talora sembra duplice), e infine una piu
modesta banda gialla. 11 pigmento giallo pud facilmente eluirsi lavando la
colonna con etere di petrolio; per gli altri due, ¢ pit conveniente separarli
meccanicamente e scioglierli poi in aleool etilico o cloroformio. Si possono
anche eluire con etere di petrolio addizionato di un po’ d’alcool etilico o me-




tilico. Di tuthi ¢ tre i pigmenti abbiamo misurato gli spettri d’assorbimento
nei diversi solventi; questi spettri (grafico 8) sono molto simili fra loro e
coincidono praticamente con quelli dell’estratto totale di eni gia si & parlato.

La differenza di colore fra i tre pigmenti, visibile anche ad occhio
nudo, ¢ da porsi in relazione piti con la diversa intensitd d’assorbimento
in zone dello spettro lontane dai massimi che con una differente posi-
zione dei massimi stessi; questi, infatti, si discostano 1’uno dall’altro
non piu di 4-5 mu. Abbiamo trovato i valori elencati nella tabella T.

TaBELLA 1

Massimo

Solvente prineipsle Bande laterali
Cloroformio . . . . + = v = 457-462 mu 430-440 my 480-490 my,
Solfuro di carbonio . . . . . 477-481 mp 450-460 my 500-510 mp
Etere di petrolio . . . ., . 446-450 mp 425-435 mp 465-475 mp
Aleool etilico a 95° . . . . . 449-453 mu - 425-435 mu 470-480 mp

Il risultato & stato lo stesso per tutti gli undici ceppi, compresi il
Crottin e il Mceller, variando soltanto un po’ per le quantitd relative.

In base alla posizione nel cromatogramma ed agli spettri d’assorbi-
mento si pud concludere che il carotenoide prineipale (banda arancione)
¢ ,costituito da leprotina. Questa & stata scambiata da aleuni A.A. per
G-carotene, ma differisce da esso perche ¢ trattenuta un po’ pitt fortemente
nella colonna cromatografica; facendo un cromatogramma misto, abbia-
mo infatti ottenuto, per B-carotene, un anello posto un po’ al di sotto.

I1 pigmente giallo & costituito da «-carotene, come dimostrato dalla posi-
zione nel cromatogramma e dallo spettro d’assorbimento.

Pin difficile ¢ 1'individuazione dell’anello violaceo: potrebbe trattarsi
di un epossido o di un isomero della stessa leprotina; con un estratto greg-
gio di questo carotenoide, infatti, Takeda e Ohta, (1935) hanno o'icnuts
due bande. K’ da notare, ad ogni modo, che, ricromatografando separata-
mente le tre bande, ognuna mantiene la sua posizione. '

Oltre a questi carotenoidi presenti nell’insaponificabile, abbiamo preso
in. esame 1l liquido alcalino di colore rosso-aranciato, restato dopo 1’estra-
zione con benzina. Questo liquido & stato estratto ripetutamente con ben-
zina finché questa non si colorava pit in giallo. La soluzione residua, agi-
tata con etere etilico, gli cede parte del suo colore; la soluzione eterea
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Graf. 8 - Spettri d’assorbimento dei tre pigmenti contenuti nell’epifase del-
P’estratto benzinico, dopo saponificazione: banda viola (tratteggiata), banda
arancione (a tratti e punti), banda gialla (linea continua)



cosl ottenuta, lavata con acqua e disidratata, mostra uno spettro di assor-

bimento con tre netti massimi: a 385, a 405-406 e a 429-430 myp (grafico 9)

| Lo stesso spettro si ha acidificando con acido acetico il ligquido alealino
~ (che vira cosi ai giallo-oro) ed estraendolo con etere di petrolio.

La soluzione petrol-eterea, cromatografata su idrato di caleio, dd un

anello giallo nella parte superiore della colonna; eluendo con cloroformio

Ex
E max
1.0+

405-06

{

J85

429-30
0,87

0,6

0,4 -

0,2 -

¥ v T T T T
350 375 400 425 450 475 500
Ain uyn

Graf. 9 - Hsiratto etereo del liquido alealino gia esaurito eon
benzina: spettro in etere
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i ha una soluzione con massimi d’assorbimento a 390, 415 e 440 my, esat-
tamente come la soluzione che si ha riprendendo con cloroformio l’estratto
etereo mon cromatografato. Si tratterebbe, quindi, di un pigmento a carat-
tere acido, il cui sale di potassio ¢ solubile in etere, ma insolubile in ben-
zina. Un pigmento analogo e stato trovato da Turian (1950) su un ceppo
non specificato di Mye. phler; lo spettro d’assorbimento mostra pero solo
un massimo a 452 my (in etere di petrolio).

Per maggior chiarezza, riepiloghiamo schematicamente 1 risultati da

noi ottenuti:

estratto acetonico saponificato
5 i

estratto benzinico fase alcalina
_ |
| | |
epifase ipofase in banda gialla
cromatografata dd 3 bande  metanolo a 90 (carotenoide acido)
| mEm— | | (scarsa)
viola arancione gialla |
(leprotina) («-carotene) banda violacea

Queste nostre ricerche sui carotenoidi mostrano che anche il pigmento &
an carattere distintivo della specie Myc. phlei: a riprova di cid possiamo
dire che il gia ricordato Myc. phlei 525 si comporta diversamente anche
per quanto riguarda il pigmento; questo infatti ¢ molto scarso e, facendo
Vestrazione cloroformica «in toto», come per gli altri ceppi, non mostra
spettro di-assorbimento caratteristico.

12) ATTIvITA® BIOCHIMICHE

Il Myec. 2klei non fluidifica la gelatina. Coltivato su gelatina fluida, a
37°(., cresce in superficie in cinque o sei giorni: abbassando la temperatura',
la gelatina solidifica in toto. Anche la prova di Frazier, ¢ riuscita negativa.

I1 Myec. phlei riduce i nitrati a nitriti; non produce indolo (terreno al
triptofano). "

Su agar sangue da emolisi.

11 latte non viene coagulato.

11 Myec. palei & un germe eterotrofo non esigente; esso ¢ capace, infatti,
di vegetare su terreni sintetici in cui la sorgente del carbonio & organica e
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quella dell’azoto inorganica. Questa particolarita ci ha permesso di studiare
facilmente 1’utilizzazione dei composti carbonati da parte del germe in que-
stione. Abbiainc utilizzato allo scopo il seguente terreno:

solfato di ammonio g 0,5
fosfato monopotassico g. 0,1
solfato Jdi magnesio g 0,05

agar, lavato e purificato attraverso multiple congelazioni e decon-
gelazioni frazionate, g 2

acqua bidistillata g 100.

Con questo terreno, privo di sorgente di carbonio, preparavamo uun
agargermi che lasciavamo solidificare a becco di clarino entro un provettone.
Subito dopo vi aggiungevamo, a mo’ d’acqua di condensazione, mezzo cm®
di una soluzione all’l% dello zucchero da saggiare, soluzione filtrata
per Seitz. :

Se il germe in esame era capace di utilizzare la fonte di carbonio
somministratagli, cresceva, altrimenti 1’agar non presentava sviluppo aleuno.

Abbiamo preferito questo metodo su terreno solido, percheé abbiamo
constatato essere piu vantaggioso e di piu facile lettura che non quello
sui terreni liguidi. Tn ogni modo il risultato delle nostre ricerche ¢ stato
del tutto analogo sia utilizzando terreni liquidi che terreni solidi e ci ha
dato i risultati ehe ui appresso riassumiamo.

Tutti gli vndiei ceppi di Myec. phlei da noi utilizzati sono capaci di utiliz-
zare come fontz di carbonio 1 seguenti composti: aleool amilico, aleool butilico,
aleool etilico, adonitolo, eritritolo, glicerolo, mannitolo, sorbitolo, arabinosio,
xilosio, galattosio, glicosio, levulosio, mannosio e trealosio.

Non sono capaci, invece di wutilizzare 1 seguenti composti: acetone,
alecool metilico, duleitolo, inositolo, arbutina, esculina, salicina, rammosio,
sorbosio, lattosio, maltosio, saccarosio, destrina, inulina, raffinosio.

Riassumiamo questi dati nella tabella II.

13) FAGOSENSIBILITA’

Come gia deseritto in precedenti lavori (Ortali 1948, Penso e Ortali
1948, Ortali ¢ Penso 1949, Penso e Ortali 1949), noi abbiamo piu volte avuto
1’occasione di isclare dal terreno parecchi ceppi di uno stesso fago attivo sul
Mycobacterium phler, fago da noi denominato Phagus phler (P. e O. 1948), e
(P. e 0. 1948), e per la cui completa conoscenza rinviamo alle precedenti note.

Tale fago (fig. 37) venne isolato sul ceppo Timoteo, e dava placche
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SENSIBILITA DEI DiVERSI CEPPI DI Mpycobacterium phlei
AL Phagus phler
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di lisi sugli undiei ceppi elencati nel paragrafo 6 del presente lavoro.
Tale proprietd rimaneva immutata variando il eceppo di preparazione del
fago, tuttavia noi scegliemmo come ceppo preparatore il Timoteo e a
tale tipo di preparazione si riferiscono i nostri dati.

Noi abbiamo oramai saggiato il Phagus phler su centinaia e centi-
naia di micobatteri della nostra collezione, ma esso si e dimostrato attivo
soltanto sugli- undici ceppi predetti. La sensibilita dei vari ceppi al fago
& riassunta nell’unita tabella 1171,

I1 Phagus phler ¢ quindi un fago la cui azione ¢é specie-specifica e
‘tale da permettere il suo impiego nella diagnosi di specie del Myc. phler.

I1 Phagus phlei & molto diffuso nei terreni da noi saggiati, terreni
in cui, perd, non ci ¢ stato mal possibile di isolare il Myc. phlei, acido-
resistente piuttosto raro a rinvenirsi, tanto che noi, su oltre mille isola-
menti di acidoresistenti, non lo abbiamo mai rinvenuto.

14) RICERCHE IMMUNOLOGICHE.

Con gli undici ceppi di Mycobacterium phlet sono stati preparati
oli antisieri omologhi. La tecnica di preparazione ¢ stata la seguente:
Conieli del peso medio di 2 Kg venivano inoculati endovena con 5 cm?
di una sospensione di Myc. phlei contenente 10 miliardi di germi vivi, lavati
e sospesi in soluzione fisiologica; tali inoculazioni vennero ripetute per cin-
que volte successivamente alla distanza di sette giorni 1’una dall’altra; al
40° giorno venne praticato salasso in bianco.

Come antigeni vennero usati: 1° una sospensione di germi vivi cre-
sciuti in Dubos (per le agglutinazioni); 2° sospensione di germi uceisi al
calore; 3° estratto fenolico dializzato (per la reazione di Dubos); 4 para-
tubercolina tipo tubercolina vecchia di Koch; 5° la porzione glucosidica;
6° la porzione protidica precipitata con sale di ammonio.

Come controllo si usarono sieri anti-aviario, anti-bovino, anti-umauo
e antigene aviario e bovino. '

Praticate le comuni reazioni sierodiagnostiche mnon si ebbero mai
risultati probativi ottenendosi reazioni positive anche usando antisieri
ed antigeni non omologhi.

Nemmeno la emoagglutinazione di Dubos c¢i ha dato risultati stretta-
mente specifici, anche usando sieri adsorbiti.

Risultati leggermente migliori si ottennero praticando cutireazioni
con paratubercolina phlei su cavie inoculate con Myc. phlei. I risultati, pero,
non erano tali da permettere un responso di assoluta sicurezza.

Non insistiamo oltre sulle varie ricerche immunologiche praticate,
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giacche, da quanto esposto, risulta chiaro come, allo stato attuale dei fatti,
non sia praticamente possibile basarsi su reazioni immunologiche per una
diagnosi specifica di Myc. phles.

15) PaToGENICITA’.

I1 Myec. phlei inoculato per diverse vie a topi, ratti, cavie, conigli,
polli, piccioni, uova, carpe si ¢ dimostrato sempre totalmente privo di
potere patogeno. Anche senza effetto ¢ stato I'insemenzamento del germe
sulla membrana corio-allantoidea dell’embrione di pollo, sulla quale, pur
essendo capace di moltiplicarsi (fie. 38), non produce lesion: di sorta.
T.a reazione di Dubos al rosso-neutro ¢ risultata costantemente negativa.

16) CoxcrusIioN:

Da quanto abbiamo sin qui esposto risulta come con il nome di
Mycobacterium phlei (Lehmann e Neumann 1899) siano stati sino ad
oggil indicati una serie di germi che, spesso, non avevano nulla a che fare
I'uno con 1’altro. Gli stessi creatori della specie inclusero in essa germi
sicuramente appartenenti a specie diverse. Dato, pero, che il nome di
Mycobacterium phler fu da L.ehmann e Neumann creato per indicare par-
ticolarmente il micobatterio isolato dal Moeller dal Phleum pratense, dato
che ancora ogg? si conserva il ceppo originale del Moeller e che tale ceppo
costituisce realmente una specie a sé stante, il mome di Mycobacterium
phlei pud conservarsi per indicare questa specie, la quale dovra essere
indicata con il nmome di Mycobacterium phlei (Lehmann e Neumann,
1899, pro parte).

Le caratteristiche morfologiche, biologiche, metaboliche e chimiche
di questa specie si possono riassumere cosi:

Il Mye. phler ¢ un Dbatterio a bastoncello diritto, incurvato, talvol-
ta a clava, a oliva o coccoide. Nei primissimi giorni di cultura ¢ di
aspetto uniforme, presenta poi, in quarta o quinta giornata, uno o pia
granuli nel suo interno, granuli che in seguito scompaiono. Al miero-
scopio elettronico si osserva nettamente una membrana cellulare, un ci-
toplasma compatto che mostra nel suo interno corpi sferici, impermeabili

al raggi elettronici, e, talvolta, un corpo centrale analogo al granulo osser-

vabile al microscopio ottico.

Si colora facilmente con tutti i coloranti; col bleu di metilene il
granulo centrale, quando & presente, si colora pit intensamente del resto
del protoplasma; col Giemsa, il granulo si colora in azzurro e il proto-
plasma in rosa pallido, dal che si deduce essere il granulo una formazione
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nucleare. TI Myc. whles & acidoresistente, tale acidoresistenza, nei primi
giorni di coltura, & soltanto prevalente: sino al 40% degli individui pos-
sono essere allora cianofili; ¢ grampositivo.

In terreni solidi di colonie rotondeggianti, a margini ira.staghah e
superficie rugosa e pieghettata, le pieghe hanno andamento radiale.

Le patine hanno un fondo uniforme sul quale emergono pieghe che
ricadono su s» stesse dando ammassi cerebriformi.

Nei terreni liquidi nmormali cresce in superficie con un feltro spes-
so0, pieghettatato, che risale sulle pareti del recipiente.

In terreno di Dubos di una ecrescita granulosa che sedimenta 1n
una massa Cremosa.

Nei terreni liquidi, coltivati in agitaziome, si ha coltura dapprima
omogenea e poi globulare; ogni globulo & costituito da un ammasso di
elementi granulati.

Il Myc. phlei cresce con facilita su tutti i terreni liquidi e solidi.
Nei terreni sclidi di sviluppo visibile gid dopo 24 ore, raggiungendo il
suo massimo verso il 10° giorno. Cresce a temperature comprese tra i 20°C.
e i 52°C. La temperatura optimum di crescita & 48°C. E’ capace di
crescere in terreni aventi un pH compreso tra 5,5 e 8,8. L’optimum ¢ pI 6.
In terreni a pH tamponato si ha optimum a pH 7.

Il Myec. phlei produce un pigmento arancione con massimo di as-
sorbimento a 460-463 mp e bande secondarie a 430-440 e 480-490 my.
(in cloroformio). Tale pigmento & costituito da tre carotenoidi epifasici, parti-
colarmente da ieprotina e a carotene, oltre a un carotenoide a carattere acido.

Il Myec. phlei non fluidifica la gelatina, riduce i nitrati a nitriti, non
produce indolo, non coagula il latte; su agarsangue da emolisi. In terreni
sintetiei & capace di utilizzare, come fonte di carbonio, 1’alcool amilico.
butilico ed etilico, 1’adonite, 1’eritrite, il glicerolo, il mannitolo, la sor-
bite, 1’arabinosio, lo xilosio, il galattosio, il glicosio, il levulosio, il mMannosio
e il trealosio; non & capace di utilizzare 1’acetone, 1’aleool metilico, la dul-
cite, 1’inosite, 1’arbutina, 1’esculina, la salicina, il mannosio, il sorbosio, il
lattosio, il maltosio, il saccarosio, la destrina, I’inulina e il raffinosio.

Il Myec. phlei ¢ lisato dal Phagus phlei (P. e 0.), fago ad azione
specie-specifica. Lie reazioni immunologiche non sono atte a individuare 1l
Myc. phler.

I1 Myc. phler non ¢ patogeno.

Roma - Istituto Superiore di Sanitd - Laboratorio di Microbiologia.
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