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RIASSUNTO

Vengono descritte le tecniche di ricerca, isolamento,
identificazione biochimica e sierologica delle Salmonelle
da sangue, feci, acque eg alimenti, a completamento della

monografia vi a un'appendice con la descrizione dei terre-

The Authors describe the techniques of research, iso-
lation, biochemical ang serological identification of Sal-
monella from blood, faeces, waters and foods. In appendix
there is a description of culture media cited in the text
and thé Kauffmann-White serological classification of Sal-

monella.



RIASSUNTO

Vengono descritte le tecniche di ricerca, isolamento, i-
dentificaéione biochimica e sierologica delle Salmonellé'da
sangue; feci, acque ed alimenti. A completamento della mono-
grafia vi & un'appendice con la descrizione dei terreni di col-
tura citati nel testo ed un'appendice con la classificazione

antigene di Kauffmann - White aggiornata.

1. INTRODUZIONE

In questi ultimi anni, a motivo del sempre crescente scam-
bio e movimento di popolazioni e merci a livello europeo ed ex-
traeuropeo e per altre cause ben note, il problema delle Salmo-
nellosi umane ed animali ha assunto sempre pil un'importanza-
ed una configurazione mondiali.

'A lato e in dipendenza di tali motivazioni, anche il pro-
blema dell'isolamento e della corretta diagnosi d4i Salmonella
in campo umanc ed animale si & venuto modificando, vuoi per la
entit3 degli isolamenti, vuoi per gli aspetti nuovi ed insoliti
che tali isolamenti presentano télvolta rispetto al vassato.

In particolare, come verrd meglio precisato in segquito,
le chiavi diagnostiche messe a punto per 1l'isoclamento e la i-
dentificazione delle Salmonelle sono venute modificandosi in

questi ultimi anni per il reperto sempre pild frecuente di Sal-



monelle biochimicamente insolite ed aberranti, soprattutto in
relazione alla loro capaciti di fermentare il lattosio, consi-
derata in passato una prova chiave per differenziare appunto
lqueste ultime dagli altri enterobatteri. Di conseguenza s} so-
no dovuti rivedere alcuni terreni selettivi e differenziali

per l1l'isolamento e antor pidl i terreni per la diaonosi presun-

tiva e la conferma dell'appartenenza al genere Salmonella. Non

& il caso di discutere qui in dettaglio i motivi che hanno por-
tato alla comparsa in natura di biotipi aberranti rispvetto a
quelli pill conosciuti (coniugazione in vivo e selezione di ri-
combinanti contenenti plasmidi di enterobatteri lattosio posi-
tivi); riteniamo invece opportunc e forse anche necessario
proporre metodiche piﬁ aggiornate e, per quanﬁo possibile, u-
nificate ai numerosi laboratori che operanoc nel settore del-
la diagnosi delle Salmonelle, anche e soprattutto alla luce
delle recenti acgquisizioni ottenute in questc campo da staff

di ricerca operanti a livello internazionale, alle quali & gio-
coforza adequarsi nel contesto sanitario europeo e mondiale nel
quale si opera,

L'Istituto Superibre di Sanita, cui competono compiti 4i
guida nel settore della saniti pubblica e cui é deﬁandato tra
l'altro il Centro Nazionale di Referenza per gli énterobatteri
patogeni, ha ritenuto opportuno preparareIQUesto breve elabo-
rato con scopi eminentemente pratici, per la diagnosi microbio-
logica e sierologica delle Salmonelle, alla luce delle pid re-

centi acquisizioni in questo settore.



E' ben nota l'esistenza di diverse 'scuole’ che propongo=-
no criteri di valutazione diversil, sia per quanto riguarda
gli aspetti eﬁidemiologici, sia per quanto concerne pild speci-
ficamente gli aspetti tecnici relativi all'isolamento e alla
diagnosi delle Salmonelle, sia infine per quanto riguarda la
loro collocazione sistématica.

Di tutto c¢id faremo brevi cenni per inguadrare il prbble-
ma da un punto di vista generale, tenendo tuttavia sempre pre-

sente lo scopo essenzialmente pratico e non trattatistico di

questo elaborato,.

1.1.~ Clasgificazione delle enterobacteriacee

Le Salmonelle appartengono alla famiglia delle Entero-

bacteriacee, sono cdccobacilli mobili, talvolta immobili, a-
sporigeni, gram negativi; dl regola non utilizzano il malona-
to sodico (con qualche eccezione), non liquefanno la gelatina,
non cresconc in terreni che contengong cianuro di potassio, so-
no aerobi o facoltativamente anaerobi; decarbossilano la lisi-
na e l'ornitina, fermentano diversi zuccheri fra cui tipica-
mente glucosio (con gas), mannitolo, sorbitolo, dulcitolo, non
fermentano lattosio (coﬁ qualche eccezione), saccaroslo, raffi-
nosio, salicina e adonitolo.

La classificazione delle Enterobacteriacee in generale e

delle Salmonelle in particolare & tuttora controversa ed ogget-
to di studi ed & stata pill volte modificata. Noi ci riferiamo
alla classificazione di Kauffmann (1) ed a gquella pil recente

di Ewing (2), nonch® ad una terza proposta dalla Societd del bhat-



teriologi americanij e codificata nel Bergey's Manua) of De-
terminative Bacteriology VIII E4. (3), classificazione abba-

stanza vicina a quella ai Ewing (vedi appendice).

Famiglia Enterobacteriacee
(sec. Kauffmann)

Triba Genere
A. Escherichieae I. Escherichia

II. Shigella

III. Salmonella
sesehella

IvV. Citrobacter

B, Klebgielleae ‘s ereeas

-—.———.-———----—u——

Famiglia Enterobacteriaceae

(sec. Ewing)

Tribd I Escherichieae

Genere I Escherichia
Genere II Shigella
Trib II Edwardsielleae
Genere I Edwardsiella
Triba IIX Salmonelleae
Genere I Salmonella
2eonella
Genere II Arizona

Genere IIT Citrobacter




Famiglia Enterobacteriaceae
( da Bergey )

Genere I Escherichia
Genere II Edwardsiella
Genere III Citrobacter
Genere 1V Salmonella
Genere V Shigella
Genere VI Klebsiella
Genere VII | Enterobacter
Genere VIII Hafnla
Genere IX ' Serratia
Genere X Proteus
Genere XI Yersinia
Genere XII Erwinia

Le differenze tra queste classificazioni riflettono essen-
zialmente le maggiori o minori affinitl sierologiche esistenti
fra i diversi generi. Da un punto di vista operativo a opportu-
no sottolineare le affinitd esistenti, sotto il profilo antige-

nico, fra Salmonella, Citrobacter e Arizona, che portano taluni

Autori ad abolire perfino 11 genere Arizona {vedi classificazio-

ne di Bergey) per le evidenti affinit3 sierologiche fra questo

e 11 genere Salmonella.

Anche 1l genere Citrobacter in passato era stato accostato

al genere Salmonella per diverse motivazioni, sebbene lattosio
positivo o lento fermentatore e tale affinit3d 2 stata conferma-

ta in tempi recenti dagli studi immunochimici fondamentali di



Westphal e coll. e da ricerche successive. Per di pid, in pa-

recchi ceppi di Citrobacter sono presenti, come & noto, anti-

geni Vi, come in S. typhl e S. paratyphi C.

Cid va detto per sottolineare 1'importanza di tali ricer-
che sulla struttura anticene e sui rapporti sierologici esiL
stenti fra i diversi géneri, che offrono una base pill uniforme
e forse pifl valida di confronto per valutare l'importanza epi-
demiologica di questo o cuel genere.

In altre parole ed esemplificando, la stretta affinitd sie-

rologiéa tra Salmonella ed Arizona, in assoclazione con il comu-

ne carattere di patogenicitd, a dispetto delle diversitd biochi-

miche, ha posto questo ultimo microrganismo in una luce partico-~-

lare ed ha stimolato le ricerche di questi ultimi anni sulla sua

frequenza in natura e sulla sua importanza come agente di sindro-
mi tossinfettive.

Alla luce di queste brevi considerazioni, 1'importanza del-
le cosiddette prove biochimiche ed in particolare di guelle chia~
ve risulta ridimensionata ed offre motivi di riflessione al ri-
cercatore ed al laboratorista.

Tornando al discorso della classificazione,occorre spende-
re Qualche parola sui criteri seguiti da Ewing nella elaborazio-

ne del suo schema di classificazione delle Salmonelle.

1.2,~ Classificazione sierologica d4i Ewing

Ispirandosi a proposte di precedenti Autori e concordando
sulla necessitd di riduzione del numero delle cosiddette specie

di Salmonella, fin dal 1963 tale autore ha proposto 1'accetta-~



zione di tre specie soltanto biochimicamente definite, S,

cholerae-suis, g, typhi e S, enteritidis e dl considerare

tutte le altre come sierotipi o biotipi nell'ambito della

S. enteritidis. Di conseguenza la S. paratyphi A, ad es. do-

vrebbe essere indicata come S. enteritidis sierotipo paraty-

phi A.

Questa proposta ha suscitato diverse perplessita, soprat-

tutto per la difficoltld di cancellare denominazioni ormai con-
soiidate da anni di esperienza e di abitudine.

Essa non & stata accettata dalla Associazione dei Batterio-
logi americani, che nell'VIII edizione del Berdgey's Manual of
Determinative Bacteriology prospettano una classificazione sie-
rologica di tipo tr%dizionale con la importante novit3 4i inse-
rire tutti i sierotipi di Arizona nel genere Salmonella come

sierotipi di Salmonella arizonae, previa conversione dei rela-

tivi antigeni nei corrispondenti antigeni salmonellari.

TECNICHE GENERALI DI RICERCA, ISOLAMENTO

E DIAGNOSI DELLE SALMONELLE

Verranno descritte le tecniche riguardanti il campiona-
mento, il prelieve, il trasporto e gli accertamenti batteriolo-
gici e sierologici dei seguenti quattro gruppi di materiali: san-
gue (ed altri liquidi orcanici), feci, acque ed alimenti.

Le modalitd di prelievo e trasporto saranno indicate spe-
cificamente per ciascuna categoria 4i materiali, mentre per il

campionament¢ verranno fatte considerazioni di carattere genera-

le; analogamente, per guanto riguarda le tecniche batteriologi-



che e sierologiche di diagnosi esse verranno esposte in ap-

pendice agli alimenti, dopo la descrizione delle tecniche piil

generali di ricerca ed isolamento.

2. CRITERI DI CAMPIONAMENTO

Le considerazioni che verranno fatte in questa sede a
proposito deil criteri 4i campionamento vogliono esgssere di na-
tura molto pratica per venire incontro alle esigenze ed ai pro-
blemi che si possono presentare all'analista o all'ispettore
chiamato ad effettuare un prelievo per motivi fiscali o igie-
nico-sanitari.

Restano quindi escluse tutte gquelle considerazioni di or-
dine teorico che sono alla base dell'esecuzione pratica di qua-
1un§ue campionamento e che possono essere reperite in testi spe-
cializzati di statistica.

Anche le problematiche che sono alla base di ricerche di
mercato, di indagini a largo raggio su prodotti alimentari,

di ricerche a carattere igienico-sanitario programmate, esula-
no daili nostri intendimenti pratici.

Le nostre considerazioni riguarderanno in pratica soltanto
11 campionamento di prodotti alimentari, nei casi in cui 1l'impor-
tanza dell'episodio richieda 1'intervento di un laboratorista-
ispettore per eseguire gli opportuni prelievi.

In concreto, se c¢i si trova di fronte ad es. ad una parti-
ta di 2000 scatolette di conserve o semiconserve di carne so-

spetta di aver dato origine ad un episodio di tossinfezione



alimentare da Salmonella, come ci si deve comportare?

Come criterio generale, in questo ed in altri casi, oc-
corre che i1 campione prelevato (inteso come numero di pezzi)
sia rappresentativo dell'intera partita. Per realizzare cid,
la partita deve essere sufficientemente omogenea ed il campio-
namento deve essere dl1 tipo casuale per far si che ogni possi-
bile campione abbia la stessa probabilit3 di venire seleziona-
to dalla partita.

I1 numero di prelievi da effettuare e le modalitid da se-
guire variano chiaramente in funzione della consistenza nume-
rica della partita, delle dimensioni dei singoli campioni, del_
loro stato fisico, ete....

Dopo aver precisato che per campionamento intendiamo soltan-

to la valutazione quantitativa del numero di prelievi da effet-
tuare, mentre le modalitd di esecuzione pratica rientrano chia-
ramente nell'operazione di prelievo e sono state gild accennate

a proposito della trattazione di quest'ultimo, in linea molto
generale potrebbe essere sufficiente prelevare un numero di con-
fezioni o porzioni di esse pari slla radice guadrata del numero
totale di confezioni che costituiscono l'intera partita e co-
munque non mené di 2-3. Questo & chiaramente un criterio molto
generale, semplicemente orientativo. Di fatto esistono delle ta—'
belle che indicano 1'entit3 del prelievo da effettuare in rela-
zione alla consistenza numerica della partita ed altre tabelle
che, utilizzando tali valori, diagrammati con livelli variabili

di gualitd accettabile (Acceptance Quality Level-AQL), ciod di
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valori percentuali minimi 41 unitd difettose accettabili sulla

intera partita, forniscono i limiti di accettazione e di rifiuto

per la partita stessa.

’

I valori di AQL vengono definitipreliminarmente a secon-

da del rigore o grado di sicurezza igienica che si vuole dare

all'analisi, ed in particolare sono correlati con la presenza

di difetti critici (presenza di microrganismi patogeni), difet-

ti maggiori (che possono determinare danni organolettici al pro-

dotto - es. germi test di contaminazione fecale presenti al di-

sopra dei limiti standard previsti o consigliati) e difetti

minori.

A titolo di esempio ed orientativo, riportiamo due tabel-

le dello Standard Militare Americano riferite in un lévoro di

Ribeiro (4).

Tabella 1

Entit3d del campionamento in funzicne delle dimensioni della par-
tita.

Dimensioni della partita

entitd del campionamento

2 a

9

16
26
51

91
151
281

501
1201

3201

L1}

8 pezzi

15

25
50
90

150
280
500

1200
3200

10000

13
20

32
50

80
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Nel presente contesto pud essere sufficiente fermare qui
il discorso sul criteri di campionamento; tuttavia va ancora
detto, a completamento, che i livelli di gqualitd accettabile,
in presenza di difetti critici quali la presenza di Salmonelle
in un prodotto alimentare, debbono essere molto bassi, se non
prossimi a zero. D1 conseguenza i limiti dilaccettazioﬁe e di
rifiuto risultanti saranno molto ristretti, come risulta dal-

la tabella 2.

3. TECNICHE PER IL SANGUE

Prelevare il sangue in guantitd opportuna dalla piega del.
gomito, se si tratta di soggetti umani, e dalla giugulare, se
si tratta di animali. Il prelievo fa fatto con le tecniche ben
note, facendo uso di venule sottovuoto, con o senza anticoagu-
lante. Nel primo caso si ottiene sangue in toto, non coagulato,
che pud essere utilizzato per emocoltura; nel secondo caso si
ottiene sangue coagulato che, fatto sierare, pud servire per
sierodiagnosi e per la ricerca di salmonelle dal coagulo.

E' opportuno prelevare il sangue nella fase di maggior bat-
teremia, cui corrisponde di regola un rialzo febbrile, in ogni
caso hei primi giorni di malattia, prima che aumenti il livel-
lo anticorpale. Sarebbe anche preferibile sospendere un even-
tuale trattamento con antibioticl o sulfamidici prima del pre-
lievo; gualora ¢i1d non fosse possibile, & necessario seminare
i1 sangue in una guantitd maggiore 4di brodo per diluire il bat-

teriostatico presente, oppure neutralizzare opportunamente gli
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antibiotici o 1 sulfamidicl presenti con l'aggiunta 4i penicil-
linasi per la penicillina e di PABA per sulfamidici.

Quando ii ldboratorio & distante dal luogo del prelievo,

- 81 raccoglie il sangue in una provetta contenente "liquoid"
(disulfonato sodico di anetolo polimerizzato) nella quantitd di
2 ml di una sol. 1% per 10 ml 4i sangue.

Se 11l soggetto non & stato trattato con chemioterapici, se-
minare almeno 10 ml di sangue non coagulato in beute contenenti
un buon b;odo nutritivo del tipo infuso cuore-cervello (B.H.) o
brodo tryptose (100 ml) o meglio, far sedimentare o centrifuga-
re e seminﬁre_la sola parte corpuscolata. La semina pud essere-
fatta-ancﬁé iﬁ bottiglie di Roux da 250 ml contenenti 50 ml di
agar-tryptdse.disteso, ricoperto da 70 ml di brodo. Quest'ulti-
ma tecnica (éi;Castaﬂbda, modificata) consente 41 effettuare di-
rettamenté nel terreno di semina una subcoltura, in quanto pe-
riodicamente si inclina la Roux per bagnare la superficie dello
-agar ed ottenere cosl colonie isolate su questo terreno. Una
terza poésibilita & offerta dalla semina del coagulo in terreno
di prearricchimento per salmonelle, con successivo arricchimen-—
to ed isolamento, come indicato nelle metodiche di analisi.

Se il éoggetto sl trova sottc teraplia antibiotica, semina-
re 10 ml 4i sangue in beute contenenti 100 ml di brodo con 0,05
g di acido paraaminobenzoico/l o una quantit3 opportuna 4i peni-
cillinasi; un criterio migliore, come gl3 detto, & quello 4i di-
luire il sangue in una quantit3 maggiore di brodo. A tal fine si

4

usano bottiglie di Roux da 1000 ml contenenti 150 ml di agar di-
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steso e 300 ml di brodo. La semina si effettua nel terreno li-
quido, si pone la bottiglia di Roux in posizione verticale, a
37°C, inclinandola ogni 24 h allo scopo di bagnare la superfi-
cie dell'agar (5). 8i ottengono cdsi colonie isolate in sBubcol-
tura, le quali possono essere direttamente sottoposte allé'pro—
ve di identificazione piochimica e sierologica, come indicato
successivamente nelle metodiche di analisi.

Per altri liquidi organici {(urina, bile, essudati intefni,
ligquido cefalo-rachidianco, sputo, etc...) e materiali bioptici
ed autoptici, eseguire una semina diretta su terfeni poco selet-
tivi {(Mc Conkey agar (M.C.), EMB agar, etc..ﬂr;; Su'terreni al-
tamente selettivi (SS agar, Bismuth sulphite agar (B.S.), BGA,
agar desossicolato citrato {(DCC)), nonch& una semina di arric-
chimento (vedl oltre). Per essudati purulenti, sputo e.liquido
cefalo-rachidiano & sufficiente la semina diretta.

_ In particolare per l'uriné, centrifugare e seminare il se~-
dimento direttamente suli terreni sopra indicatl e contemporanea-
mente 2-3 ml in terreno di arricchimento in provetta. Se la flora
2 molto.scarsa, esegulre un arricchimento con membrane filtranti

(vedi acque) (6).
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4. TECNICHE PER LE FECI

La copraocoltura si pud eseguire su tamponi rettali o,
preferibilmente, su campioni di feci recenti raccolte in va-
setti di vetro a bocca larga.

Se i1 campioni di feci non possono pervenire rapidamente
in laboratorio, & consigliabile 1l'uso di terreni di trasporto
tra i guali indichiamo il terreno SP di Hajna ed il terreno di
Amies.

I1 primo di questi (7) viene distribuito in quantitd 4i
10 ml in picceli flaconi da 50 ml con tappo a vite e seminato
a parti uguali con le feci.

Il terreno di Amies (8) viene distribuito in piccoli con-
tainers con tappo A vite in quantita di 6 ml e seminato analo-
gamente con un ugual volume di feci. Possono essere usati anche
tamponi trattati con il terreno ed essiccati (2).

Una volta che il campione sia pervenuto in laboratorio,
eseguire la semina contemporaneamente su terreni di arricchi-
mento {particolarmente necessaria nella ricerca dei portatori
nei gquali i germi possono essere presenti in piccolo numero)

e su terreni di isolamento.

Terreni di arricchimento consigliati sono il brodo seleni-
to (58) ed il brodo selenito-verde brillante (SBG) Difco per la
S. typhi ed il terreno di Muller-Kauffmann (M-K) Oxoid per 1
paratifi. Sospendere 5 g di feci in 100 ml di terreno di arric-
chimento; se il campione & pervenuto in terreno 4di trasporto se-

minare 10 ml della sospensione in 100 ml di terreno; se & stato
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eseguito il prelievo mediante tampone rettale, la semina si ef-
fettua immergendo il tampone nel terreno di arricchimento (10
ml in provetta). Dopo 15-18 h di incubazione a 43°C seminare

su piastre di isolamento con ansa (ﬁedi metodiche di analisi).
Come terreni di isolamento si consigliano agar al solfito di bi-

smuto (BS), agar desossicolato citrato (DCC) e agar al verde bril-

lante (BGA).

5. TECNICHE PER LE ACQUE

I campioni da esaminare vencgono raccolti in bottiglie ste-
rili con tappo smeriglio, osservando le normali regole di asep-
si. Il trasporto deve essere effettuato in cassette refrigerate
ed 11 campione deve essere seminato entro 12 h dal prelievo.

Data la grande dispersione delle salmonelle nel mezzo i-
drico, & fondamentale analizzare il maggior volume possibile del-
l'acqua in esame.

A tale scopo viene usata quasi universalmente la tecnica
delle membrane filtranti che c¢onsiste nel filtrare grandi volu-
mi di acgua attraverso una membrana della porosita di 0,45 mi-
cron (Millipore, Gelman). La membrana viene poi seminata in un
terreno di arricchimento; questo metodo viene usato particolar-
mente per acque di pozzo o di acquedotto., In caso di acque torbi-
de & consigliabile adottare un prefiltro di lana di vetro per
evitare il rapido intasamento della membrana.

L'unit3 di filtrazione consiste di un imbuto fissato con

sistema meccanico ad un supporto portafiltro su cui si colloca
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la membrana filtrante al momento della filtrazione. Si collega
1'apparecchio ad un sistema aspirante (pompa ad acqua od elet-
trica) tramite una beuta e si fa i1 vuoto. Le membrane filtran-
ti, del diametro di 47 mm, si sterilizzano in pacchetti a 121°C
per 15', Si consiglia di immergerle in acqua distillata sterile
prima dell'uso per evitare che si rompano sotto la pressione d4di
filtrazione. Le quantitd di acqua da filtrare variano da 200 ml

a 2 litril a seconda del grado di contaminazione. Avvenuta la f£il-
trazione si consiglia di lavare la membrana facendo passare

20-30 ml di acqua sterile (9, 10, 11).

L'arricchimento viene fatto in brodo selenito e in brodo
Muller-Kauffmann Oxoid, incubando il primo a 37°C per 24 h ed il
secondo a 43°C per 24 h. Dai terreni di arricchimento si eseguo-
no isolamenti su agar SS o agar desossicolato~citrato e su BGA
o terreno @l Wilson-Blair (vedl metodiche dl analisi).

Per la identificazione biochimica e sierologica delle co-

lonie isolate vedi ugualmente il capitolc "metediche di analisi®.
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6. TECNICHE PER GLI ALIMENTI

Sotto tale voce vengono raggruppati i seguenti prodotti:

Farine e derivati (paste alimentari, pane), prodotti ortofrut-

ticoli (in particolare verdure), carni di animali, prodotti

ittici (pesci e molluéchi), mangimi per animali (farine di car-

ne, d'ossa e di pesce), latte (fresco, condensatc, essicecato),

burro, creme-gelato, forﬁaggi, ucva e prodotti delle uova.

6.1. Modalitd di prelievo (considerazioni generali)

Il materiale in confezione originale non richiede nes-
suna particolare modalit3 di prelievo, purch@ la confezione
sia di piccola taglia. Nel caso di prodotti sfusi o contenuti
in confezioni originali superiori a kg 2, i prelievi verranno
eseguitli secondo le note norme di asepsi, avendo l'av&ertimen-
to di non modificare lo stato fisico del prodotto. Per grosse
confezioni, i_prelievi vérrénno eseguiti in piﬁ‘punti, preva-
lentemente in superficie, con i criteri dettati dall'esperien-

za specifica.

6.2. Modalit3d di trasporto (considerazionlil generali)

Per prodotti dichiarati sterili e per quelli disidrata-
ti lasciare i campioni a temperatura ambiente fino al momento
dell'analisi.

Per prodotti surgelati-congelati, mantenere i campioni a
~ 20°C fino al momento dell'analisi.

Per tutti gli altri prodotti, mantenere 1 campioni al-

la temperatura di +4°C ed eseguire l'analisi entro 6-12 h;
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ove cid non risulti possibile, congelare il campione a ~20 C

ed eseguire l'analisi entro 20 gg dal prelievo.

6.3. Modalitd 4i prelievo e trasporto e preparazione dello
inoculo
(Riferite ai singoli prodotti)

6.3.1., Farine e semole

Prelevare, quan&o possibile, la confezione originale.
In caso di sacchi, effettuare prelievi in pill punti con la
‘tecnica del sacchetto rovesciato (1) o con altre tecniche
di asepsi e conservare a temperatura ambiente fino al mo-
mento dell'analisi.

Pesare un'aliquota dl almeno 50 g in beuta sterile e
seminare in almeno 250 ml di terreno di prearricchimento (ve-

N
di metodiche di analisi).

6.3.2. Paste alimentari

Prelevare la confezione originale e consérvarla a tem-
peratura ambiente fino al momento dell'analisi..

Pesare in mixer un'aliquota di almeno 25 g del campio-
ne, aggiungendo sol. fisiologica peptonata nel rapporto di
1:5 e lasciando macerare a +4°C per 2 h. Quindi omogenizza-
re la sospensione e seminare in ugual volume di terreno di

prearricchimento a doppia concentrazione (2X).

(1) Consiste nell’introdurre nella massa dello sfarinato un
sacchetto di plastica calzato sul pugno chiuso e nel ro-
vesciarlo in maniera da prelevare una certa quantitad-di

materiale.
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6.3.3. Verdure
Risciacquare 100 g del campione con 200 ml di sol. fisio-
logica, lasciando riposare per 30', e ricercare le Salmonelle

nell'acqua di lavaggio secondo le modalit2 indicate per le

acque (vedi).

6.3.4. Carni di animali fresche, refrigerate, congelate,

tritate.

In presenza di grandili masse muscolari, & opportunc ef-
fettuare un doppio prelievo, in superficie ed in profondita,
cercande di ridurre al minimo i danni alla carcassa; 1 campio-
ni prelevati, di circa 100-200 g, posti in contenitori, debbo-
ne glungere al laboraterio 1n cassette refrigerate e, se trat-
tasi di carni congelate, queste devonc pervenire in tale sta-
to al laboratorio ed essere successivamente scongelate a +4°C,.

Tagliare con forbici sterili almeno 25 g di materiale,
omogenizzare in mixer con sol. fisiologica peptonata nel rap-
porto di 1:5, lasciar riposare l'omogenato per 15', quindi se-

minare in ugual volume di terreno di prearricchimento 2X.

6.3.5. Organi di animali

In piccoli animali gli organi vengono prelevatil interi
rispettando le tecniche autoptiche, quindi posti in flaconi
a bocca larga ed inviati al laboratorio refrigerati o conge-
lati. Se si tratta di grossi animali, si preleverd una parte
dell’organo con ferri sterili e si porra in flaconi a bocca
larga.

La preparazione dell'inoculo viene fatta come per le car-

ni, seminando 1l'omogenato in ugual volume di terreno di pre-



arricchimento 2X. Se gli organi in esame sono in incipiente

o avanzato stato di putrefazione, si eviter3d l'omogenizzazio-
ne e la semina in terreno di prearricchimento, sospendendo di-
rettamente il campione nel terreno di arricchimento, dopoc a-
verlo accuratamente sminuzzato in mortaio, veicolandolo se

necessario con pochi ml di sol. fisiologica.

6.3.6. Prodottl di salumeria

Valgono per essi i criteri indicatl per le carnl e per 1

prodotti solidi in generale.

6.3.7. Pegcl e molluschi

Le alterazionl del pesce sono dovute prevalentemente al-
lo sviluppo di microrganismi sulla superficie della pelle, men-
tre le masse muscolari sono interessate solo tardivamente. Una
eventuale ricerca di Salmonelle in tali animali pud essere con-
dotta guindi prelevando ample zone cutanee ed omocgenizzando in
mixer con sol. fisiologica o acqua distillata nel rapporto di

1:5 e seminando la sospensione in ugual volume di terreno di

prearricchimento 2X.

6.3.8. Mangimi per animali

Valgono per essi i criteri indicatl per le farine. Tutta-
via, se il materiale & scarsamente disperdiblile in mezzo acquo-
50, & opportunc sospendere 50 g del prodotto in sol. fisiologi-
ca peptonata (250 ml) ed agitare su shaker per 30'; quindi far
riposare per 1 h e seminare il sopranatante in ugual volume

di terreno di prearricchimento 2X. ‘
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6.3.9. Latte (fresco, condensato, in polvere)

Prelevare, se possibile, confezioni originali. Pexr il
latte non pastorizzato in bidoni, effettuare i prelievi con
apposite bottiglie sterili ed inviare al laboratorio in gior-
nata in cassette refrigerate. |

Seminare direttaﬁente il campione nel terreno di arric-
chimento nel rapporto di 1:10. Il latte in polvere pud esse-
re rigeneratc secondo le indicazioni della Ditta produttri-
ée e seminato allo stato ligquido oppure seminato come tale nel

rapporto 4i 1:410 (10~-20 g9).

6.3.10. Burro

Prelevare confezioni originali. Versare 250 g di prodotto
in un recipiente sterile ed aggiungere 10~20 g 4di sol., tampo-
ne sec. Sorensen a pH 8. Scaldare a 42-44°C fino a fusione, a-
gitare per 10', lasciar riposare per separare la fase acquosa,
quindi seminare 50 ml di quest'ultima in terreno di prearric-

chimento 2X a parti uguali.

5.3.11. Creme-gelato

Prelevare ed inviare in laboratorio confezioni origina-
1i alle stato congelato., Far scongelare e seminare 50 ml in u-

gual volume di terreno di prearricchimento 2X.

6.3.12. Formaggi

Prelevare confezioni originali di piccola pezzatura in in-
voluecri plastici. Nel caso di grosse forme, effettuare prelie-

vi in. asepsi mediante attrezzi sterili. Omogenizzare a caldo

il
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in mixer 25 g del campione con sol. fisiologica nel rappor-

to di 1:5 e seminare in ugual volume di terreno di prearric-

chimento 2X.

6.3.13. Uova e prodotti delle uova

a) Le uova intere in guscio debbonc essere lavate con acqua

calda saponata, aiutandosi con una spazzola a setole dure,
quindi risciacquabie in acqua corrente. Immergere ciascun uovec
in alcool per 10', lascilar asciugare; quindi delimitare la ca-
mera d'aria, flambare ed asportare il guscio senza ledere la
membrana testacea} capovolgere su un becker e praticare con
ago sterile un foro sul fondo dell'uovo per far defluire il
contenuto dell'uovo stesso dopo aver rotto la membrana testa-
cea. I1 contenuto dell'ucvo pud anche essere aspirato con pi-
petta piuttosto grossa.

Dopo aver omogenizzato tuorlo e a;bume, prelevare alme-
no 25 g di materiale e seminarli nel rapporto di 1:10 nel ter-
reno di prearricchimento.

b) Per le uova congelate intere © a tuorloc e albume separati,

in lattine, effettuare un prelievo sul prodotto congelato ser-
vendosi di una sonda mﬁnita d4i fresa. La "carota” estratta de-
ve avere un peso di almeno 50 grammi. Seminare 25 g nel terre-
no di prearricchimento (1:10).

¢) Per le uova essiccate e cristallizzate, pesare un‘aliquota

di almeno 20 g in beuta sterile, quindi seminare direttamente
in terreno di prearricchimento nel rapporto di 1:10 o, meglio,

sciogliere il campione in sol. fisiclogica peptonata nel rap-
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perto di 1:5, agitando per 30' su shaker, quindi seminare la

soluzione in ugual volume di terreno di prearricchimento 2X

{100 ml).

6.4. Metodiche di analisi (per feci ed alimenti)

Tali metodiche, messe a punto e standardizzate in ambito
CEE da un gruppo di lavoro di 12 Paesil europei fra il 1968 e
il 1974, (12, 13, 14) si articolanc nei seguenti punti: prear-

ricchimento, arricchimento, isolamento, identificazione biochi-

mica e sierplogica.

Con qualche variante esse sono riportate anche dalla
A.0.A.C. (Association of QOfficial Analitical Chemists) negli
"official Methods" XII Ed. 1975 cui rimandiamo per un maggior

approfondimento (15).

6.4.1. Prearricchimento

L'inoculo, preparato secondo le modalitad indicéte ai para-
grafi precedenti, viene seminato nel rapporto di 1:10 in acqua
peptonata tamponata (B.P.W.) semplice o a doppia concentrazio-
ne, a seconda dei casi. Incubare a 37° per 18-24 h, quindi

effettuare l'arricchimento.

6.4,.2, Arricchimento

Con pipetta trasferire 10 ml di brodocoltura in 100 ml di
terrenc di Muller-Kauffmann (M.K.), integrato poco prima dell'u-
so con 1 ml di sol. acqg. 0,1% di verde brillante e 1,9 ml di seol.
iodoiodurata per 100 ml di terreno in beuta (vedi appendice).

Incubare a 43°C per 15-18 h dopo aver scaldato le beute
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appena seminate in bagnomaria a 45°C per 15'. Questo tratta-

mento termico ha lo scopo di portare rapidamente la temperatu-

ra della beuta prossima a quella di incubazione, evitando o
limjitando lo sviluppo di germi contaminanti (protei, colifor-

mi, Pseudomonas)} nelle prime ore di incubazione.

6.4.3. Isolamento

Effettuare una prima subcoltura su piastra a 24 h ed una
seconda dopo 48 h di incubazione. Usare preferibilmente pia-
stre di 14 cm di diametro o 2 piastre di 10 cm per ogni isola-
mento; questo va effettuato con ansa di 3 mm piegata ad angolo,
scaricando dapprima l'ansa per un tratto di circa 3 cm e semi-
nando quindil con il margine dell'anello.

Il terreno di isolamento standard consigliato & il Bril-
liant green agar (BGA)} Oxoid CM 329 le cui modalitd 4i prepa-
razione sono indicate in éppendice.

Su questo terreno di color ocra le Salmonelle formano co=~
lonie rigogliose, traslucide, con intenso alone di alcaliniz-
zazione fosso brillante. Le eventuall colonie di Protei svi-
luppatesl si presentano di regola pild gracili e con eguale vi-
raggio al rosso, spesso confluenti insieme per sciamatura, men-—
tre i coliformi lattosio positivi rapidi danno colonie rigo-
gliose con viraggio al giallo per acidificazione del lattosio.

La metodica appena descritta si applica alla ricerca e al-~
1'isolamento dei cosiddetti paratifi mentre non si presta al-
1l'isolamento di S. typhi. Per quest'ultima si consiglia-un ar-

ricchimento in brodo SBG Difco a 37°C e successivo isclamento
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su BGA o meglio su Bismuth sulphite agar (B.S.}. Su quest'ul-

timo terreno, come & noto, le colonie di Salmonella typhi

{anche 5. paratyphi B e §. enteritidis}) si presentano da gri-

gie a nere per riduzione del solfito a solfuro e con alone me-
tallico. Altre salmonelle o protei possono formare colonié ver-
dastre senza alone me?allico. La semina diretta non deve esse-
re eccessiva e la lettura deve essere eseguita entro 24-48 ore
perché col tempo il terreno riduce la sua selettiviti.

Come terreni copzionali, in aggiunta a gquelli indicati pil
sopra, si possono affiancare nella fase di arricchimento un
brodo selenito~cistina (S.C.) e nella fase di isolaﬁento un
agar desosaicolato—citrato (D.C.C.}.

In particolare per le ucva, numerosi lavori in péssato
hanno evidenziato l'oppeortunitd di usare il brodo selehito—
cistina come terreno di arricchimento; tuttavia le ampie inda-
gini sulla stahdardizzazibne.delle tecniche di isolamento per
le Salmonelle in ambito CEE hanno mostrato che il terreno di
Muller-Kauffmann pud sostituire con successo il brodo selenito-

cistina ed anche il brodo SEBG.

6.4.4. Identificazione biochimica delle colonie sospette

Pud essere suddivisa in tre fasi: 1) semina in terreni
differenzialli (Kligler/LIA); 2) selezione delle colture sospette
ed esecuzione di prove biochimiche chiave; 3) esecuzione di pro-
ve biochimiche supplementari se.necessario.

1) Semiha in terreni differenziali.

Per l'iselamento in coltura pura e per un primo screening
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delle colonie isolate in piastra, si consiglia la semina delle
colonie sospette su terreno di Kligler e/o su terreno di Ed-
wards e Fife alla lisina (Lysine-Iron—-Agar= LIA).

Quest’ultimo consente di discriminare i ceppi di Salmonel-
la lisina positivi anche se lattosio +.

In questi ultimi anni il vecchio criterio discriminante
per le Salmonelle, basato sull'uso di terreni lattosati, & ap-
parso sempre pill inadeguato di fronte all'isolamento sempre pii
ffequente di Salmonelle lattosio positive. Si & avvertita quindi
la necessita di una nuova chiave diagnostica e a tale proposito
1'uso del terreno di Edwards e Fife (16) sembra appropriato.

Su questo terreno, preparato e seminato come il Kligler
(con butte é tranche) Salmconelle ed Arizona lattosio positive
rapide sono gli unici gruppi di enterobhatteri che decarbossi-
lano rapidamente la lisina e producono forti quantita d4di HZS'
determinando per alcalinizzazione viraggic al violetto di tut-
to i1 terreno e annerimento. Sclo eccezionalmente gqualche ra-

ra coltura d4i Citrobacter pud presentare una notevole attivita

decarbossilante e forte produzione 4di st.

Si rammenta che il terreno di Kligler, come i terreni
similari di Krumwiede, Russell e il TSI, & un terreno diffe—
renziale unico nel suo genere, preparato in modo da presentare
una parte di fondo, alta almeno 2,5 cm, detta butte ed una par-
te inclinata, corta, detta tranche. La butte si sem;na per in-
fissione, mentre la tranche si semina in supe:ficie,:con-rigo

centrale o con zig-zag. Il terreno contiene glucosio (1 g/l)
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e lattosio {10 g/lJ. La fermentazione del.solo glucesio, pur
manifestandosi nelle prime ore in tutto il terreno con vi-
raggio al gialio del rosso fenolo, successivamente regreaisce
in condizioni di aerobiosi, ciod nella tranche, permanendo sol-
tanto nella butte, ove prevalgono condizionl di anaercbiosi.

La fermentazione del lattosio, associata di regola a quella

del glucosio, determina invece viraggioc completo di tutto il
terreno. Questo inoltre presenta un complesso di due sali ri-
velatore dell'idrogeno solforato mediante annerimento diffuso,
per formazione di solfuro ferroso, ed & in grado ancora di evi-
denziare la presenza di gas conseguente a fermentazione, attra-
verso bolle o spaccature dell'agar.

Al fini di una diagnosi differenziale su tale terreno
presentiamo la tabella 3 che mostra il comportamento su Kligler-
TSI dei diversi generi delle Enterobacteriaceae. La tabella 4
mostra invece il comportamento degli stessl generi sul terre-
no di Edwards e Fife pocanzi citato. Ai fini di una diagnosi
differenziale su quest'ultimo terrenc, i Protei danno butte

gialla e tranche rossa, i Citrobacter dannc butte gialla, tran-

che vicletta e annerimento con produzione di gas, il gruppo

Escherichia, compreso Alcalescens-dispar, tranche violetta e

butte violetta o invariata a seconda della velocitd di decar-

bossilazione della lisina, senza annerimento n& produzione di

gas, le Klebsielle danno viraggio al violetto in tutto il ter-

reno, senza annerimento e con produzione di gas irregolare, gli

Entercbacter aerogenl danno reazione alcalina senza annerimento

e con produzione irregolare di gas, le Hafnia si comportano co-
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me gli Enterobacter aerogeni ma non producono'di regola gas.

E' da tenefe presenté tuttavia che la Salmonella paratyphi A

2 lisina negativa e quindi sfugge allo screening effettuato
su gquesto terreno; nulla vieta nondimeno, gqunde vi sia il so-
spetto di una febbre Paratifoide, di affiancare al LIA terre-

ni differenziali pill tradizionali come ilKligler o il TSI.

Tabella n. 3

Reazioni delle Enterobacteriacee in Kligler-TSI
{da Ewing - mod.)

Genefi e specie Butte Tranche Gas st
Escherichia A A + -
Shigella A K - -
S. typhi A K - +
Altre Salm. A K + e
Arizona A K + +++
Citrobacter A K + 4+
Edwardsiella A K + 4+
Klebsiella A K ++ -
Enterobacter A A ++ -
E. hafniae A K + -
Serratia A Koa - -
Proteus vulg. A K- + 4+
P. mirabilis A K + -
P. morganii A K - -
P. rettgeri A K - -
Providencia A K + o - -




Leggenda della tabella 3
A
K

reazione acida + reazione positiva

reazione alcalina -

reazione negativa

N.B. Le reazioni in TSI differiscono di poco da quelle in
Kligler e sono dovute alla fermentazione del saccarosio in
aggiunta o in sostituzione del lattosio.

Tabella n. 4

Reazionl delle Enterobacteriaceae in Lysine Iron Agar (LIA)
(da Edwards - mod.)

Generi e specie Butte Tranche Gas . st
Escherichia KoN K -0 + -
Shigella | A K - -
Salmonella KoN K - o+
5. typhi K K - + 0o -
5. paratyphi A A K + 0= j=-0 +
Arizona _ ' KoN K - +
Citrobacter A K -0+ |+ 0 -
Edwardsiella K K -0 + +
Klebsiella K oN KoN + 0 - -
Enterobacter

cloacae A KoN + 0 - -
aerogenes KoN K + -
hafniae K oN K - 0o + -
Serratia KoN KoN - P
Proteus !
vulgaris A R - -
mirabilis A R - -
morganii A KoR - -

‘rettgeri A R - -
Providencié A R - -

i r




Leggenda della tabella 4

A = reazione acida + = reazjione positiva
K = reazione alcalina - = reazlone negativa
N = reazione neutra (invariato)

R = colorazione rossa

Se l'isolamento & stato effettuato su agar descssicolato-
citrato si consiglia di prelevare le colonie incolori, con o
senza centro nero, (sospette Salmonelle) e colonie rosse o ro-
sate con centro nero (sospette Arizona o Salmonelle lattosio
positive) e seminare su LIA.

Se vi & il sdspetto di febbre tifoide o varatifoide e si
& eseguito l'isolamento su Wilson e Blair (Bismuth-sulphite
agar) si prelevano le colonie grigiastre o nere con alone metal-
lico e si seminano su Kligler o LIA (meglio se su entrambi).

La semina contemporanea su questi due terreni pud essere ese-
guita seminando dapprima la colonia per infissione in Kligler,
riprendendo quindi una traccia nel punto di infissione in Kli-
gler e‘seminando in LIA con una deoppia infissione dell'ago nel-
lo stesso canale d'innesto.

Se l'isolamento é'stato fatto su BGA si prelevano le colo-
niie incolori con alone rosso brillante e alcune colonie gial-

le (purch& non mucose n& grasse) e si seminano su LIA,

2) Prove chiave
Le cq}ture di 24 h su Kligler o LIA sospette vengono sot-
toposte a tre prove chiave fondamentali, prima di procedere ol-

tre nella lorc caratterizzazione biochimica. Talli prove sono:
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ricerca dell'acido fenilpiruvico (APP), ricerca della beta~

galattosidasl e ricerca dell'ossidasi.

Ricerca dell'acido fenilpiruvico

Sospendere una buona ansata di agarcoltura di 24 h in
0,5 ml di sol. acqg. 0,4% di l-fenilalanina ed incubare a 37°C

per 15'. Aggiungere 2 gocce del seguente reattivo:

So0l. acg. semisgatura di allume ferrico ml 5
Solfato 4'ammonio . g 2
Acido solforico 10% ml 1

In presenza di Protei (compreso il gruppo Providencia)
compare immediatamente una intensa colorazione verde bandie-

ra {(17).

Ricerca della beta-galattosidasi

Sospendere una buona ansata di agarcoltura di 24 h in
0,25 ml di sol. fisiologica, gquindi aggiungere 1 goccia di to-
luolo e lasciare qualche minuto a 37°C; quindi aggiungere 0,25
ml di reattivo ONPG (orto-nitrofenil-beta-galattopiranoside)
preparato sciogliendo 80 mg di tale reattivo in 15 ml di sol.
PO H

tampone (6,9 g di NaH 20 in 45 ml ai HZO' portando il pH

274"
a 7 con circa 3 ml 41 NaOH concentrato e portando a 50 ml con
H20) -

In presenza di ceppi beta-galattosidasi positivil si ha en-
tro gualche ora una colorazione gialla della sospensione dovu-

ta alla liberazione di nitrofenolo ad opera dell'enzima.

Ricerca dell'ossidasi

Pud essere fatta usando striscioline di carta Whatman im-
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bevute di una sol. acg. 1% di ossalato di p-amino-dimetil-
anilina, essiccate e conservate in provettoni chiusi al buio
e a 4°C.

La prova si esegue strisciando su una cartina una trac-
cia di patina batterica; la reazione positiva & data dalla
comparsa quasi immediata di una colorazione bruno-violetta.
Gli enterobatteri sono tutti ossidasi negativi.

Nella maggior parte dei casi i'insieme di queste prove

chiave pud orientare sufficientemente verso la diagnosi di

Salmonella, a meno che non si tratti di sierotipi o biotipi
rari, al d4i fuyori del subgenere 1,0 di Arizona.

In gquesti casi & opportunc eseguire una serle 4di prove
biochimiche per caratterizzare meglio 1 ceppi in questione,
anche e soprattutto a fini epidemiologici.

Le prove, ben note, sono indicate e descritte succin-
tamente qui 41 seguito mentre i relativi terreni vengono in-
dicati in appendice.

3) Prove biochimiche per la diagnosi di genere

Fermentazione degli jidrati di carbonio

Possono essere usati terreni liquidi © solidi; sono tut-
tavia preferibili i terreni liquidi.

Seminare con ago una traccia di patina batterica in
acqua peptonata con indicatore + zucchero (Phenol red broth)
ed incubare a 30°C per 1-10 gg. Per evitare l'essiccamento
del terreno usare provette con tappo a vite o di cauccil. ,

L'utilizzazione dello zucchero si manifesta con acidifi-
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cazione e viraggio al giallo dell'indicatore, con o senza pro-
duzione di gas nella campanella di Durham. Per evidenziare se
1'acidificazione & dovuta ad ossidazione o fermentazione, si

pud eseguire il test O-F con il terreno di Hugh e Leifson.

a) Produzione 4i H.S

—

L'idrogeno solforato si evidenzia nel terreno di Kligler,
nel terrenc di Edwards e Fife (LIA), in agar 8S, in acqua pep=~
tonata con cartina all'acetato di piombo ed in terreno S.I.M.
Quest'ultimo viene seminato per infissione e serve anche per
accertare la mobilitd e la produzione di indolo. L'annerimen-~
to interno al canale di infissione o in tutto il terreno & in-

dice di positivita.

b} Produzione di indolo

Seminare un'acgua peptonata ricca in triptofano ed incu-
bare almeno 48 h a 30°C. Aggiungere quindi alla coltura il reat-

tivo di Ehrlich-~-Kovacs cosl costituito:

p~dimetilaminobenzaldeide g 5
alcool amilico ml 75
acido cloridrico conc. ml 25

Sciogliere a caldo ed usare dopo qualche giorno.

¢} Produzione di acetil-metil-carbifolo

Seminare il brodo MR-VP ed incubare a 30°C per almeno
48 h. Ad 1 ml della coltura aggiungere quindi 0,6 ml di sol.
alcoclica di alfa-naftolo 5% (Barritt A) e 0,2 ml di sol. acyg.
di KOH 40% (Barritt B); agitare energicamente per qualche mi-

nuto. La reazione positiva & data dalla comparsa di una colora-
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zione rosso magenta.

d} Reazione @el rosso metile

Di regola i ceppil produttori di acetil-metil-carbinolo
mantengonc il pH intorno a 5, 8-6 nel terreno MR-VP, mentre
i non produttori lo abbassano notevolmente per fermentazione
del glucosio; tale comportamento & messo in evidenza dalla
aggiunta alla coltura di 1-2 gocce di sol. alcoolica di ros-
so metile, che a pH 4-4,5 vira al rosso mentre a pH superiori

2 giallo.

e} Utilizzazione del citrato

Seminare con rigo centrale il terreno di Simmons avendo
cura d4i non trasportare tracce di agar. Incubare a 30°C per
1=-10 gg. La reazione positiva si manifesta con crescita ed

intensc viraggio dell'indicatore al bleu oltremare.

£f) Idrolisi dell'urea

Seminare il terreno di Stuart liquido con una buona an-
sata di agar-coltura ed incubare a 30°C per alcune ore; la
reazione positiva si manifesta con un viraggio dell'indicato-

re al rosso-viola per-alcalinizzazione.

g) Metabolismo degli aminoacidi (sec. Moeller)

Seminare i terreni di Moeller contenenti lisina, argi-
nina ed ornitina ed incubare a 30°C per 4 gg, sostituendo
il tappo di cotone con tappo di cauccid.

La decarbossilazione della lisina e della ornitina e

la presenza di deidrolasi per l'érginina si manifestano con

alcalinizzazione del terrenc ed intensificazione del colore
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violetto, mentre una reazione negativa determina viraggio

al giallo dell'indicatore.

h) Idrolisi della gelatina

Si possono usare brodi contenenti 15-20% di gelatina se-
minati per infissione ed incubati a 22°C oppure dischi di
gelatina di Kohn contenenti carbone animale. L'idrolisi de-
termina in questi ultimi l'annerimento del terreno per 1li-

berazione del carbone.

i) Utilizzazione del malonato

Seminare brodo malonatc con una bucona ansata di agar-
coltura ed incubare a 30°C per 24 h; la reazione positiva &

data da un intenso viraggio dell'indicatore al bleu cltrema-

re.

1} Riduzione del nitrato

Seminare in agar nitrato in superficie ed incubare a
30°C per 24 h. Versare quindi sulla superficie dell'agar al~

cune gocce di reattivo A e B di Griess cosl costituito:

A) acidc seolfanilico g 8
acido acetico N/5 ml 1000

B) alfa naftilammina q 5
acido acetico N/5 ml 1000

La reazione positiva & data dalla comparsa di una in-~
tensa colorazione rossc sangue.

In caso di reazione negativa & opportuno tuttavia ag-~
giungere della polvere di zinco; se si ha colorazione ros-

sa, cld significa che il nitrato non & stato in precedenza
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ridotto e quindi si conferma la reazione negativa; se non si
ha colorazione rossa, c¢id significa che l'apparente negativi-

t3d della prova era dovuta a completa riduzione del nitrito ad

ammoniaca.

m) Utilizzazione deqli acidi organici (tartrato e mucato)

Seminare il terreno di Kauffmann e Peterson (vedi appen-
dice) con un'ansata di brodocoltura ed incubare a 30°C per
24 h; aggiungere quindi 0,5 ml d4i sol. al 50% d4i acetato di
piombo al terreno contenente tartrato (unitamente ad un con-
trollo) e valutare il volume di precipitato formatosi rispet-
to al controllo. L'utilizzazione del tartrato sodico-potassi-
co sl evidenzia con una riduzione del precipitato rispetto al
controllo, mentre l'utilizzazione del mucato sodico gi eviden~
zia con una reazione acida del terrenc e conseguente viraggio
dell'indicatore (18}. |

Per un maggiore approfondimento &i queste prove vedi
(19) e (20).

Le prove biochimiche ora descritte si realizzano general-
mente in provetta e rappresentano prove metaboliche consegquen-
ti a coltura del microrganismo, fatta eccezione per beta- ga-
lattosidasi, APP ed ureasi, che si eseguono con "resting cells"
cio& con cellule non proliferanti nel mestruo.

In questi ultimi anni sono state messe a punto e realizza-
te in misura sempre maggiore prove di guesto tipo, indicate ge-
nericamente come "micrometodi" per i gquali si rimanda il letto-
re a testi specializzati. Tuttavia riteniamo utile accennare
ad un'altra categoria di prove, di tipo colturale, ma minia-~

turizzate, che si sono sufficlentemente affermate, malgrado
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il loro costo relativamente alto; ci riferjiamo al sistema
di prove "API’' che sostituisce egregiamente il set di prove
biochimiche tradizionali con risparmio di tempo e di mano-
dopera.

Ai fini della identificazione bicchimica concreta ri-
teniamoc utile prospeﬁtare le caratteristiche biochimiche tipi-

che per il genere Salmonella e Arizona onde consentire al la-

boratorista pratico di emettere una diagnosi presuntiva di
genere (tab. 6 -7)

Si premette che, secondo Kauffmann, il genere Salmonella

deve essere suddiviso in quattro subgeneri che si differenzia-

no biochimicamente come da prospetto (vedi tabella 5}.
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Tabella 5

Subgeneri di Salmonella sec. Kauffmann

Caratteril biochimici I 1T IIT Iv
Dulcitolo + + - -
Lattosio - - + 0 -
ﬁeté—galattosidasi - X + -
d-tartrato + - - -
Mucato + + v -
Malenato ~ + + -
Gelatina - {+} _(+) {(+)
KCN - - - (+)

Leggenda della tabella 5

+ = reazione positiva

- = reazione negativa

X = reazione irregolarmente positiva
v = variabile

{(+}) = reazione positiﬁa ritardata (dopo 3 gg)
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Tabella 6
Caratteri Biochimici del genere Salmonella {con esclusione del

IIT subgenere e percentuale di positivitd in parentesi)

Gas in glucosio: + (tranne 8. pullorum, S. gallinarum e
S. typhi). (91,7).

Mobilit3: + (tranne S. pullorum e S. gallinarum).{94,6).

Mannitolo: + (99,7) J

Dulcitolo: v {negativi S. typhi, S. cholerae-suis, S. pa-
ratyphi A e S. pullorum}. (86,5); (+) (2,7)

Adonitcolo: ~ (0)

Inositolo: v (34,5); (+) (0,8)

Sorbitolo: + (%4,1); (+) (4)

Lattosio: -~ (0,8}

Saccarosio: - (0,5)

Arabinosio: + (89,2); (+) (0,8)

Raffinosio: < (3)

Ramnosio: + (90,3): {(+) (1,1}

Salicina: - (0,8)

Indolo: = (1,1)

H,8: + (tranne S. paratyphi A, S. clolerae-suis var, dif.,
S. typhi-suis, S. sendai, 8. berta e rari al-
tri ceppi). (91,6); (+) (0,8)

Citrato: v (tranne S. typhi e rari altri ceppi). (80,1); (¥) (7)

Lisina decarbossilasi: + {tranne $. paratyphi A) (94,6)

Ornitina decarbossilasi: + (tranne S. typhi e §. gallinarum)
(92,7}

Arginina deidrolasi: v (58,5); (+) (34)

Nitrato reduttasi: + (100)

Gelatinasi: -;{(+) (1,1)

Beta galattosidasi: - (2)

Ureasi: - (0)

Fenilalanina deaminasi: - (0)

segue tabella 6
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KCN: - (0,3)

Rosso metile: + (100)
Acetil-metil-carbinolo;: - (0)
Malonato: - (0,5)

D-tartrato: + (83,5_).,'{4-) (6)
Mucato: -!-(31,5),- (+) (’1,5,\

Leggenda della tabella 6

+ = reazione positiva
< = reazione negativa
v variabile

(+}) = positivit3 ritardata (dopo 3 gg)
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Tabella 7
Caratteri biochimici del genere Arizona (Salmonella subge-

nere III con % di positivitd in parentesi).

Gas in glucosio: + (99,3) "
Mobilita: + (100)

Mannitolo: + (100}.

Dulcitolo: (0)

Adonitolo: {0)

Inositelo: - (0)

Sorbitolo: + (97}; (+) (2)
Lattosio: v (61,3);: (+) (16,7)
Saccarosio: - (4,7)

Arabinosio: + (98); (+) (1)
Raffinosio: -~ (5): {(+) (1)
Ramnosio: + (93) (+) (5)
Salicina: - (4,7); (+) (3,3}
Indolo: - (2)

H,S: + (98,7) ,
Citrato: + (98,7); (+) (1,3)
Lisina decarbossilasis + (100}
Ornitina decarbossilasi: + (100)
Arginina deidrolasi: (+) (84,6); + (12,7)
Nitrato reduttasi: + (100)
Gelatinasi: (+) (92); + (4)

Beta galattosidasi: + (99)
Ureasi: ~ (0)

Fenilalanina deaminasi: -~ (0)
KCN: - (8,7}

Rosso metile: + (100)
Acetil-metil-carbinclo: - (0}
Malonato: + (92,6); (+) (0,7)
D~tartrato: - ;(+) (83,3)
Mucato: v (56,6) ; (41 (2%)



- 43 -

Leggenda tabella 7

+ = reazione positiva

- reazione negativa

v = variabile

(+) = reazione positiva ritardata (dopo 3 gq)

E' opportuno precisare a questo punto che le Arizona, se-
condo le attuali vedute, peraltro non condivise da tutti, non
rappresentanc un genere distinto dal genere Salmonella ma ne
costituiscono il subgenere III; tuttavia per comoditi didat-
tica si & preferito, sulla scorta di quanto si fa ancora in
letteratura, fornire due schede biochimiche separate per i due
subgeneri. D'altra parte l'ultima edizione del Bergey's Manual
ha gii provveduto ad assimilare le Arizona nell'ambito.delle
Salmonelle anche da un punto di vista sierologico trasforman-
do gli antigeni di Arizona nei corrispondenti antigeni salmo-
nellari.

Le affinit3d sierologiche di cui si & parlato e alle gua-
li si & gi3d accennato nell'introduzione hanno posto e pongono
ancora oggi dei problemi pratici di diagnosi differenziale in-

tergenerica, soprattutto fra i generi Salmonella, Arizona e Ci-

trobacter, sia da un punto di vista biochimico che sierologico.
La tabella 8 mette in evidenza i principali caratteri dif-

ferenziali biochimici e le relative percentuali 4i positivita.
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Differenziazione hiicvchimice di Saimoneliia, Arilzonc
e (Citrobacter

v - - T v

k Salmonelia Arizona | Citrobacter

i !

L e (8 S (34)
Ureasti - 0 - 0 v 69,4 (6,9)
KCN - 0,1 (0, - 8,7 + 96,2 (0,9)
Gelatina - 0,4 (+) (92) ! - (0,9) !
Lisina dec. + 94,4 (0,1 + 100 - 0
Ornitina dec. | + 100 .+ 100 v 17,2 (0,2)
Lattosio - 0,2 v 61,3 (16,7)|(+)o+ 39,3(50,9)
Saccarosio - 0,z - 4,7 v 15,3 (9,4)
Dulcitolo + 97,7 -0 v 59,8 (0,71
Inositolo v 43,8  (2) -0 - 3,3 (1,9 |
Malonato - 1 (0,1) + 92,6 {0,7); v 21,8 (0,7)5
Betagalatto- i ;
sidasi - 2,1 + 92,8 i to- 74,4
D-tartrato + 92,3 (4)  (flo- (83,3 (90,9) |

Leggenda della tabella 8

$+ = positivitd a 24 h - valori percentuali

($+) = positivitd ritardata
{+) = positivitd ritardata

v = variabile

(dopo 3 gg)
{dopc 3 gq)

- valori percentuali
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Schema generale riassuntivo delle prove da eseguire per col-

tura, 1solament6 e identificazicne di Salmonella.

1* giorno

2° giorno

3° giorno

4* giorno

Seminare contemporaneamente

BS agar
858 agar
DCC agar 2 piastre
EMB agar a scelta
MC agar

Se colonie non sospette

Se colonie sospette

seminare su:
Kligler
LIA

|

dalle colture

su Kligler e LIA
sospette
esezuire:

a)} Beta-galattosidasi
APP

Ossidasi

b} agglutinazione
con slero poliv.

1 beuta 4i
prearr. (BPW)

Seminare su:

MK o SBG

v
Seminare su:

BGA o BS agar
]

Se cofonie so-
spette prose-

guire come 2°

giorno semina

diretta
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6.4.5. Sierodiagnosi delle Salmonelle

Per diagnosi sierologica si intende sia la siercdiagnosi

eseguita su sieri di pazienti o di animali sia la Dpatteriodia-

,  gnosi eseguita cimentando un ceppo biochimicamente sospetto
con immunosieri noti. In questo paragrafo verranno descritte
le tecniche di sierodiagnosi comunemente usate in campo uma-
no ed animale, riservando al successivo la trattazione della
analisi antigenica.

Sierodiagnosi di Widal

In campo umano & l'unica reazione praticamente utilizza-
ta, modificata sec. Felix; la reazione, avente lo scopc di ti-
tolare gli_anticorpi presenti nel siero di sanqgue con sospen-
sioni H e O di germi, si applica di regoia al tifo-e ai para-
tifi A e B; tuttavia, data la grande diffusione delle Salmo-
nellosi, sarebbe opportunoc aggiungere alle sospensioni cita-

te anche gquelle relative a 5. enteritidis e 8. typhimurium

{(almeno le flagellari).

La sospensione 0 Si prepara da un agarcoltura di 24 h
raccogliendo la patina con sol. fisiologica addizionata di
un egual volume di_aldool etilico e diluendo guesta sospen-
sione madre fino ad ottenere 500 milioni/ml.

La sospensione H si prepara da ceppi molto mobili, col-
tivando in agar e raccogliendo la patina con sol. fisiologi-
ca formelata alle 0,5%.

Tecnica della reazione

Si utilizzano due metodi, il lento e il rapido (vedi

tabelle 9 e 10}.
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Tabella

9

in provetta

valente alla
tecnica in prov,

provetta n® 1. 3 4 5 6. 7
sol.fisiol. —-—— 0,3 0,4 ——— c,3 0,4 .| 0,5
antigene 0,5 0,5 0,5 0,5 ¢,5 6,5 0,5
titolo 1 20 1:50 11:10011:20011:500|1:1000( contr.
Tabella 10
Siercdiagnosi di Widal répida su lastra

siero 0,08 0,04 0,02 0,01 0,005
antigene conc. 1 gocéia 1 gocecial1 goccia 1 goccial1 goccié

mescolare ruotando la lastra; leggere dopo 3" -
titolo appros- _
simativo equi- 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320
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Significato dell'aggliutinazione

Le agglutinine 0 compaiono nel sierco verso il 7°- 8° gior-
no di malattia, le H pill tardivamente. Nel periodo d4i stato del-
1§ malattia aumenta il titolo delle agglutinine e si hanno si-
multaneamente agglutinine O e H, queste ultime a titoli pid e-
levati.

Per quanto riguarda la significativit3 del titolo in un
paziente non vaccinato, un titolo di 1:100 di agglutinine O &
presuntivo di una malattia in atto, soprattutto se un succes-
sivo esame mostra un aumento del titolo in O e comparsa di ag-
glutinine H.

Nelle agglutinazioni per sospetta febbre tifoidea,lse si
rilevano solo agglutinine TO, si deve sospettare un'infezione
da salmonella avente l'antigene O comune con la §. typhi ma un

diverso antigene H {ad es. S. enteritidis); in tal caso con-

verrd ricercare l'agglutinazione H con una sospensione H di
g

S. enteritidis.

Analoéamente si fara con una sospensione H di S. typhi-
murium se la sospensione BO & la sola agglutinata dal siero
in esame.

La presenza di sole agglutinine H pud essere relativa
ad una precedente vaccinazione; nei casi di infezione in at-
to debbono invece essere presenti anche le agglutinine O.

Nella tabella 9 diamo alcuni esempi di risultati della

reazione di Widal.
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Tabella 11

Esempl di risultati della reazione di Widal

1 2 3 a 5 6 7
7O g00 | 200 | 200 { 100 | --- | 400 | ---
TH 800 | ---{ --= | -=- | 400 }16c0 | 200
A0 =] 100 === | mme | o= | o= | ---
aH - -—= ] =-- -— 100 100 -—-
BO - | 400 | == | 200 | ~== | == | ---
BH —~-| 800 | === | -== | 200 | 200 | ---

1) febbre tifoide

2) febbre paratifoide B con coagglutinazione dovuta'ai fatto-
ri O comuni (12)

~3) a = febbre tifoide all'inizio
b = infezione dovuta ad un sierotipo avente antigene O co-

. mune con la S. typhi, ma un antigene H diverso.

4} a = paratifo B con coagglutinazione TO

b = infezione dovuta a S. typhimurium

5) paziente vaccinato con vaccino TaB
6)'paziehte vaccinato con febbre tifoide in atto
7) a = paziente che ha avuto in passato un'infezione tifoide
b = infezione dovuta a salmonella con antigene E comune a
~ S. typhi ma con antigene O diverso.

In campo animale la tecnica di sierodiagnosi pid usata
resta pur sempre la sierocagglutinazione che si esegue con
tecniche analoghe a quella descritta per la Widal, facendo '

uso di antigeni colorati reperibili in commercio o di antige-
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ni preparati in Jaboratorio da agarcolture sospese in solu-
zione allo 0,5% di fenolo. Tuttavia, a scopo di ricerca, so-
no state sviluppate anche tecniche diverse, guali la devia-
zione del complemento, la emoagglutinazione indiretta, etc.
sulle quali non riteniamo opportuno soffermafci polcha tréé-
tasi di tecniche pigttésto complesse difficilmente applica-

bili nella diagnosi di routine.

6.4.6. Batteriodiagnosi (analisi antigenica o ricettoriale)

Serve a mettere in evidenza e ad identificare gli anti-
geni somatici e flagellari presenti nelle salmonelle median-
te 1l'uso di sieri immuni agglutinanti polivalenti, gruppo
specifici e antigene specifici.

Gli antigeni somatici, indicati da Well e Felix cgn O,
sono di natura complessa, glicidolipidica, sono identifica-
bili con la endotossina e strutturalmente sono costituiti da
una parte profonda ¢ “"core" e da catene laterali di natura
glucidica pild superficiali responsabili della specificiti del-
la reazione. L'insieme di queste catene laterali costituisce
una specie di mosaico di antigeni, che sono stati indicati con
numeri arabi, nella classificazione di Kauffmann-White. In po-

che specie di enterobatteri, quall S. typhi, S. paratyphi C,

alcunil Citrobacter, all'esterno degli antigeni O & presente,

in strato continuo o discontinuo, un altro antigene, il Vi
(antigene della virulenza) di natura polisaccaridica, ma, a
differenza dell'antigene O, termolabile, essendo distrutto a

60°C per 1 h. Questc antigene in molti casi pud impedire nel-
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la S. typhi l'agglutinazione dell'antigene O sottostante,
per cui & opportuno, quando si ha guesto sospetto, tratta-
re a caldo a 100°C per 15' una sospensione densa-del germe
in esame e cimentarlo di nucvo con antisiero O gruppo spe-
cifico. |

In particolari condizioni, le Salmonelle possono anda-
re incontro a dissociazione S-R con modificazioni fenotipi-
che delle colonie e modificazioni strutturali dell'antige-
ne O che perde la parte pil superficiale conservando il
"core", di natura lipopolisaccaridica. Esso ha importanza
in diagnostica perch@ pud rendere spontaneamente agglutina-
bili ceppi batterici in fase R.

Gli antigeni flagellari sono 4i natura proteica e sono
presenti all'interno delle ciglia nei germi mobili. Séno
stati indicati con H da Weil e Felix.

Mentre 1'agglutinazione degli anticeni O si presenta,
sia in provetta che su vetrino,in forma di granull scarsa-
mente dissociabili, la agglutinazione di tipo H & fioccosa
e in provetta si risospende facilmente per scuotimento.

In passato Andreﬁasha messo in evidenza nelle Salmonel-

le una dissociazione di fase che porta alla comparsa 4i cclo-

nie costituite da germi mobili provvisti di antigeni flagel-
lari leggermente diversi da quelli di partenza e comuni ad
altri sierotipi; per questo egli ha distinto una fase spe-

cifica predominante ed una fase aspecifica. Le Salmonplle

che si comportano in tal modo sono dette difasiche mentre
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guelle indissociate sono dette monofasiche specifiche. Tut-

tavia la dissociazione pud portare anche alla completa tra-
sformazione dell'antigene in senso aspecifico; in tal caso

si parla di specie monofasiche aspecifiche in cui & scompar-

so completamente l'antigene specifico.
Poiché tuttavia si & visto successivamente che la fa-
se aspecifica @& solo apparentemente assente nelle specie mo-

nofasiche aspecifiche ma in realt3 & presente in piccola per-

centuale, s8i & preferito parlare di fase 1 e fase 2. .

Pud accadere che un ceppo di Salmonella normalmente di-
fasico contenga in quantit3 sufficiente solo uno dei due an-
tigeni flagellari (di regola quello di fase 1), per cgi la e~
satta diagnosi risulta impossibile. In tali casi si pud ri-
correre ad una esaltazione della mobilitd3, guindi ad una mag-—
giore produzione 4l germi ciliati, mediante la tecnica di
Craigie in provetta o tecnicheeé&guivalenti in piastra (27).
Nel primo cas¢ si coltiva il germe in un agar molle (vedi
appendicef contenente un tubicino di vetro, seminandoc allo
internc di quest'ultimo @& riprendendo il germe all'esternc;
contemporaneamente si esalta la produzione di antigeni H 4di
fase 2 (della fase non presente in generale) aggiungendo al
terreno fuso e raffreddato a S50°C una goccia di antisiero
"specifico per adsorbimento” della fase presente che viene
cosi inibita.

Gli antigeni della fase 1 nello schema di Kauffmann-
White sono indicati con lettere minuscole dell'alfabeto, gli

antigeni di fase 2 sono invece indicati con numeri arabi dal-
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1'1 al 7 e con lettere dell'alfabeto.

Sulla base delle conoscenze sulla struttura antigene del-
le Salmonelle Kauffmann ha elaborato uno schema di classifi=-
cazione di queste in gruppi e sottogruppi, al quale bisogna
fare costante riferimento nell'esecuzione pratica 4i una bat-
teriodiagnosi (analisi ricettoriale).

La formula antigenica di una Salmonella consta di tre
parti: Dapprima vengono gli antigeni O espressi da numeri a-
rabi che vahno dall'uno al 65; poi vengono gli antigeni H
presenti in fase 1, indicati con lettere dell'alfabeto mi-
nuscole ed infine gli antigeni H presenti in fase 2, indi-
cati con numeri arabi da 1 a 7 e, in casi particolari, da
antigeni chimicamente ed immunologicamente simili ad alcu-
ni presenti nella fase 1, come e,n,x;lw;zs;z15,etc.

L'identificazione pratica di questi antigeni si esegue
cimentando con sieri immuni agglutinanti reperibili in com-
mefcio {(Difco, Behring, Wellcome, etc.) le colture batte-
riche di.24 h in agar o in Kligler. Esistono sieri immuni
somatici anti-0 e sieri immuni flagellari anti-~H, gli uni
e gli altri polivalenti e monovalenti.

Come primo passo nell'identificazione sierologica, do-
po aver controllato che il ceppo in esame sia in fase S,
ciod non agglutini spontaneamente, si cimenta una sospen-
sione del germe in sol. fisiologica (o direttamente nel sie-
ro immune) con un siero polivalente anti-0, che agisce di

regola contro gli ahtigeni presenti nei gruppi A-B-C-D-E~-F-G
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di Kauffmann-White (Wellcome e Behring poli-1); altre Dit-
te allestiscono antisieri per i gruppi minori (Difco e Beh-
ring poli-2) fino all'antigene 60, coprendo cosl fino al 98-
998 delle salmonelle conosciute (circa 1400). Se questa pro-
va su vetrino conferma il primo sospetto di Salmonella, si
cimenta il germe con gntisieri O corrispondenti al gruppi O
principali contenuti nell'antisiero polivalente.

E' consigliabile injziare con il siero anti-0O 4, ca-
ratteristico del gruppo B, poiché i sierotipi pid diffusi
nel nostro territorio appartengono a questo gruppc (S. typhi-
murium, S. wien}. In caso di reazione positiva, si prosegue
cimentando il ceppo con il siero anti-O0 5 che consente una
ulteriore discriminazione tra le salmonelle appartenenti a
questo grupp¢. In caso di reazione negativa, si procede con
gli altri sieri anti-o: 6,7,8; 9; 3,10,15; 11; 13,23. E' da
tenere pfesente l'esistenza nello schema di Kauffﬁann-White
di sottogruppi per i quali sono disponibili in commercioc sie-
ri pilt specifici, quali 1'8 per il sottogruppo Cz, il 10, 15,
19 per sottogruppi E2, E3, E4, etc.

Nel caso di reazione negativa con i sieri gruppo speci-
fici (e soprattutto se gualche prova biochimica autorizza il
sospetto di S, typhi (scarsa o nulla produzicne di HZS' man-—
canza di gas nella fermentazione del glucosio, mancata uti-
lizzazione del citrato) si cimenta il ceppo col siero Vi e,
in caso di risposta positiva, si ripete la prové con il sie-

ro anti~9 su una sospensiocne del'germe scaldata a 100°C per




- 5 =

15' per inattivare 1'antigene Vi. i
Una volta identificato il gruppo somatico, si procede .
alla identificazione degli antigeni flagellari.
A tale scopo ¢i si pud avvalere di due tecniche: rapida
su vetrino e lenta in provetta.
La tecnica di agglutinazione rapida su vetrino, analoga
a quella descritta per gli antigeni 0, s1 esegue cimentando
la coltura in esame anzitutto con un siero polivalente H con- |
tenente anticorpi verso tutti gli antigeni di fase 1 e 2; in
caso di reazione positiva, si pud cimentare la coltura con ;
sieri polivalenti pid ristretti, reperibili in commercio, ed
infine con sieri monovalenti specifici di tipo H (a, b, c, d,
etc..), fino all'’identificazione dell'antigene di fase 1.

A questo fine pud tornare utile 1l'uso del tre sieri dia-

gnostici rapidi della Wellcome per un primo screening degli

antigeni flagellari secondo lo schema seguente: {(tab. 12).

Tabella 12

Determinazione degli antigeni flagellari di fase 1
mediante sieri diagnostici rapidi

Antigene boli-1(b,d,E,r) Poli-2(b,E,k,L) | Poli-3(d,E,G,k)}
b + + -
4 + - +
E (x) + + +
G (0) - - +
k - + +
L {co) - + -
r + - - [




(0} Il gruppo G comprende gli antigeni fa,om,gp,aq,ast.
(x} Il gruppo E comprende ali antigeni e,h

(00} Il gruppo L comprende gli antigeni l,v., 1,w., 1,243
1:"1.0 ' 1 ] z2-3

Una tecnica analoga, molto Pill semplificata, si seque
per la definizione degli antigeni di fase 2.

E' da notare tuttavia che 1'aoglutinazione rapida su
vetrino per il riconoscimento degli antigeni flagellari non
dad risultati ugualmente validi rispetto all'agglutinazione
di tipo O, per alcune difficolti di interpretazione delle
reazioni e per la presenza di frequenti reazioni crociate.

Nei Laboratori dell'Istituto Superiore di Sanit3 che
si occupano di problemi relativi alle Salmonelle si prefe-
risce usare la tecnica lenta in provetta mediante i sieri
Spicer-Edwards, soprattutto quando si debbano eseguire nu-
merose identificazioni contemporaneamente.

La tecnica di Spicer (22), successivamente modificata
da Edwards (23), prevede l'utilizzazione di 4 sieri anti-H
polivalenti principali e di tre sieri aggiuntivi, che per-
mettono di identificare la maggior parte dei 17 antigeni H.
I sieri sono composti in mode tale che nessun singolo antice-
ne H possa reagire con tutti e quattro i sieri polivalenti.
Gli antigeni ricercati vengono identificati seconde lo sche-
ma di reazione con i sieri di Spicer-Edwards riportato nella

tabella 13.
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Tabella 13

Riconoscimento degli antigeni di fase 1 con i sieri
di Spicer-Edwards

Antigeni H pool A pool Bl pool C pool D
a + + - -
b + + - +
c + + - -
d + - +
e,h + - + -
G complex {x) + - - +
i + - - -
k - + + +.
r - + - +
Y = + = =
z - - + +
z, complex (o) - - + -
%10 B N B ¥
229 - ¥ ¥ i

l i

Antigeni H

Sieri anti-H complex aggiuntivi

e,n,x; e,n,z15
l,v; 1,w; 1,213: l,z28
1,23 1,5; 1.5; 1.7

EN Complex
L Complex

1-7 Complex
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L.eggenda della tabella 13

(x) TI1 componente G Complex dei sieri polivalenti A e D rea-
gisce con gli antigeni fg, fgt, gm, oms, gmt, gp, opu,
gg, gst e mt. '

éo) I1 componente Z, Complex reagisce con 24t 230 24125, @
%47%32"

L'antigene utilizzato per la reazione & costi£uito da 10
ml di una brodocoltura di 18~24 h in terreno "H broth" inat-
tivata con l'aggiunta di 1 ml di sol. fisioclogica contenente
aldeide formica al 4%.

La reazione si esegue in una serie 4i 7 provette da ag-
glutinazione in ognuna delle guali vengono distribuiti 0,5 ml
della sospehsione di antigene ottenuta come descritto in pre-
cedenza; in ogni provetta vengono poi aggiunti 0,5 ml di una
diluizione 1:800 in sol. fisiologica 4i un singolo pool di
siero. Le provette vengono peoste in badgnomaria a 50 C e le let-
ture si effettuano dopo circa 3 h di incubazione. In caso di
reazione positiva, si nota la formazione di un flocculo bian-
castro con conseguente chiarificazione della sospensione che
rimane invece torbida in caso di reazione negativa.

In alcuni casi l'agglutinazione in provetta va integrata
con prove supplementari su vetrino. Se ad es. il ceppo in esa-
me mostra di possedere l'antigene G complex © zy complex, lo
si dovr3d cimentare con i singoli sieri specifici per gli anti-

geni indicati nella tabella 13.
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Appendice

I

Terreni di coltura per la diagnosi di Salmonella citati nel

testo.

1) Brain-Hearth infusion {infusoc cuore-cervello)

Infuso di cervello di vitello
Infuso di cuore di bue
Peptone

Sodio cloruro

Destrosio

FPogfato bisodico

pH 7,4
Sciogliere in 1 litro di H20,
a 121°¢C per 15°'.

2) Tryptose broth (brodo tryptose)

Tryptose
Destrosio
Sodio cloruro

pH 7,4

distribuire

2,5

sterilizzare

Sciogliere in 1 litro di H,0, distribuire e sterilizzare

a 121°C per 15°'.

3) Tryptose agar {agar tryptose)

Tryptose
Destrosio

Sodio cloruro
Agar '
Tiamina cloridrato

a/1

LU

20

15
0,005



pH 7,4

Scilogliere in 1 litro d4di HZO’ distribuire e sterilizzare

a 121°C per 15°'.
4) ﬁc Conkey agar

Peptone
Lattosio
Sali biliari
Rosso neutro
Agar

pH 7,4

Sciogliere in 1 litro 4i H

a 121°C per 15°'.

E' un terreno differenziale,

0O, distribuire

20
10

0,075
12

e sterilizzare

scarsamente selettivo, che

consente l'isolamento di Salmonelle ed altri enterobatteri

patogeni. Le Salmonelle formano colonie piccole, incolori,

mentre i coliformi formano colonie rosse per precipitazione

del rosso neutro in ambiente acido.

S) Eosin Methylene Blue Agar (terreno di Levine)

Peptone

Lattosio

Saccarosio

Fosfato bipotassico
Agar

Eosina Y

Bleu di metilene

pH 7,2

g/1

1

10

13,5
0,4
0,065
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Sciogliere in 1 litro di H20, distribuire e sterilizza-
re a 121°C per 15'.

La sterilizzazione riduce 1l bleu di metilene a leu~
cobase lasciando il terreno di color arancio. Il colore bleuw
pud essere ripristinato agitando dolcemente durante la pre-
parazione delle plastre. |

E' un terréno scarsamente selettivo, che inibisce sol-
tanto la flora coccica e putrifica banale gram positiva. Le
Salmonelle formano colonie color ambra mentre i celiformi

danno colonie rossoviolacee, con o senza riflessi metallici.

6) S8 Agar (Agar Salmonella-Shigella)

Estratto d4i carne g/l 5
Peptone " 5
Lattosio " 10
Sali biliari " 8,5
Citrato sodico " 8,5
Tiosolfato sodico " 8,5
Citrato ferrico " 1
Agar ' " 15
Verde brillante " 0,00033
Rosso neutro " 0,025
pH 7

Sciogliere in 1 litro di HZO’ distribuire senza steri-
lizzare.

E' un terreno molto selettivo che, oltre alla flora
gram~positiva, inibisce anche i coliformi e talvolta le stes-

se salmonelle.
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Queste formano colonie piccole, rugiadose, incolori,
mentre 1 coliformi dannc colonie rosse ¢ incolori con cen-
tro rosso (vedi testo).

7) Desoxycholate Citrate Agar {(agar desossicolato citrato
di Leifson) (Difco o BBL)

Infuso di suino g/l 330
Proteose peptone " 10
Lattesio " 10
Citrato sodico " 20

Citrato ferrico ammonico " 2
Desossicolato sodico " 5

Agar " 13,5

Rosso neutro " 0,02

pE 7,5
Sciogliere a modico calore in 1 litro di H,0, e di-

- stribuire direttamente in piastra senza sterilizzare. E'
un terreno sufficientemente selettivo in grado di inibire
gram positivi, coliformi e protei. Le Salmonelle formano
colonie piccole, rugiadose, incolori © con centro nero,

Arizona e Citrobacter formano colonie rosate con centro

rero, i coliformi danno colonie resse o incolori con centro

rosSs0.

8) Selenite Broth (brodo selenito F)

Peptone g/1 5

Lattosio ' "
Sodie fosfato " 10

Selenito acideo 4i sodio t

pH 7
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Sciogliere a calore moderato in 1 litro di H,0, di-

stribuire e sterilizzare a vapore fluente per 15°'.

9) Selenite Cystine Broth (brodo selenito cistina)

Peptone , g/l S

Lattosio " 4

Sodio fosfato " 10

Selenito acido di sodio " 4

L-Cistina " 0,01
pH 7

Sciogliere a calore moderato in 1 litro d4i H,0, di-

stribuire e sterilizzare a vapore fluente per 15°'.

10) Selenite Brilliant Green Broth (brodo SBG)

Estratto di lievito q/1
Peptone N

Sodio taurocolato "
Selenito di sodio "

5
5
Mannitolo " S
1
4
Fosfato bipotassico " 2

Fosfato monopotassico . 1.02
Verde brillante " 0,005

pH 7.2
Sciogliere in 1 litro di HZO' distribuire e sterilizza-

re a 1219°C per 15'.

11) Terreno SP di Hajna

Estratto di lievito g/l 1
Fosfato ammonico "
Fosfato monopotassico " 2
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Sodio cloruro g/l 5
Magnesio solfato " 0,4
Sodic citrato " 5
Pesossicolato sodico " 0,5

Scicgliere in 700 ml di H20 ed aggiungere 300 ml
di glicerclo neutro. pH finale 7. Distribitire 10 ml in pic-

coli flaconi da 50 ml con tappo a vite e sterilizzare a 115%C

per 15'.

12) Terreno 4di Amies

Sodio cloruro g/l 3
Potassio clorurc N 0,2
Fosfato bisodice anidro " 1:,15
Fosfato monopotassico " 0,2
Tioglicolato sodico " 1
Calcio cloruro sol. 1% ml 190
Magnesio cloruro sol, 1% " 10
Agar g 4

Sciogliere in 1 litro di HZO iniziando dall'agar, quin-
di aggiungere da ultimo 10 g di carbone animale. Distribuire
in piccoli containers con tappo a vite (6 ml) e sterilizzare
a 121°C per 15'. Conservare in luogo fresco. Possono essere
usati anche tamponi trattati con il terreno (senza carbone).

Per la preparazione di questi ultimi vedi Edwards - Ewing

(2).
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13) Soluzione fisiologica peptonata

Peptone g/l 1
Sodio cloruro ! 8

Sciogliere in 1 litro di Hzo, distribuire e steriliz-

zare a 121°C per 15°'.

14) Acgua peptonata tamponata

Peptone g/1 10
Sodio cloruro " 5
Fosfato bisodico.12 H,0 " 9
Fosfato monopotassico " 1,5

pH 7!2

Sciogliere in 1 litro di Hzo,_distribuire e steriliz~

zare a 121°C per 15'.

15) Acqua peptonata

Peptone {(tryptone) g/l 10
Sodio cloruro " 5

Sciogliere in 1 litro di HZO' distribuire e steriliz-

zare a 121°C per 15'.

16) Terrenco di Muller-Kauffmann (Oxoid CM 343)

Tryptone g/1 7
Peptone di soia " 2,3
Sodio cloruro " 2,3
Calcio carbonato N 25
Bile di bue essiccata " 4,75

Ticsolfato sodico n 40,7
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Sciogliere in 1 litro 4i HZO e portare all'ebollizio-
ne. bistribuire in beute (100 ml). Al momento dell'’uso ag-
giungere alla beuta 1 ml 4i una sol. acq. di verde brillan-
te allo 0,1%, sterilizza@la in bagnomaria bollente per 30',

e 1,9 ml di una sol._iodo—iodurata preparata sciogliende
25 g di ioduro di potassio in 100 ml di acgua e versando
gquindi lentamente 20 g di iodio fino a soluzione. Le due so-

luzioni si conservano al buio.

17) Brilliant Green Agar (BGA)} (Oxoid CM 329)

Estratto di carne g/l 5
Peptone " 10
Estratto di 1lievito " 3
Fosfato bisodico " 1
Fosfato monosodico " 0,6
Lattosio N 10
Saccarosio " 10
Rosso fenoclo " 0,09
Verde brillante " 0,0047
Agar " 20
pH 6,9

Sciogliere a calore moderato, distribuire, non steri-
lizzare in autoclave. Le piastre debbono essere preparate

alcuni giorni prima dell'uso e lasciate asciugare bene.
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18) Bismuth Sulphite Agar (terreno di Wilson e Blailr)

Estratto di carne g/l 5
Peptone " 10
Destrosio " 5
Fosfato bisodico " 4
Solfato ferroso " 0,3
Solfato di bismuto " 8
Agar " 20
Verde brillante " 0,025
pPH 7,7

Sciogliere a calore moderato in 1 litro d4i H20 e distri-
buire direttamente in piastra senza sterilizzare. Non far
solidjificare ne& rifondere l'agar. Le piastre debbono essere
preparate alcuni giorni prima dell'uso e lasciate asc;ugare
bene. La semina pud essere effettuata sia in superficie che

nella massa del terreno. La Salmonella typhi, la S. paratyphi E

e la S. enteritidis crescono in forma caratteristica dando
colonie nere con alone metallico sia in superficie che nel-
la massa. Altre salmonelle e protei formano colonie verda-

stre.
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19) Kligler Iron Agar {terreno di Kligler)

Estratto di carne g/l 3
Estratto di lievito o
'Peptone pepsico " 15
Proteose peptone " 5
Lattosio N 10
Glucosie " 1
Scolfato ferrosc " 0,2
Scdioc cloruro " 5
Iposclfito di sodio " 0,3
Agar " 15
Rosso fenolo " 0,024
pH 7,4

Sciogliere dolcemente a caldeo in 1 litro di Hzo, distri-
buire in provette e sterilizzare a 121°C per 15'. Far solidi-
ficare a becco di clarinoe con un fonde (butte) 4di almeno

2,5 cm.

29) Triple Sugar Iron Agar (TSI}

Ha la stessa formula del precedente con l'aggiunta di

10 g di saccarosio.
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21) Lysin Iron Agar (terrenc di Edwards e Fife)

Peptone g/l 5
Estratto di lievito " 3
Glucosio " 1
l-lisina " 10
Ferro ammonio citrato " 0,5
Tiosolfato di sodio " 0,04
Bromocresolporpora " 0,02
Agar " 20
pH 6,7

Sciogliere in 1 litro d4i Hzo, distribuire in provette
e sterilizzare a 121®°C per 12'. Far solidificare a becco
di clarino con una butte 4i almeno 2,5 cm. Dope la semina

sostituire 11 tappo originale con un tappo 4i cauccii.

22) Phenol Red Broth (brodo per fermentazione zuccheri)

Estratto di carne g/l 1
Proteose peptone " 10
Sodio cloruro ! 5
Rossc fenolo " 0,018
Zucchero " 5

pH 7,4

Sciogliere a caldo in 1 litro di H20, distribuire in

provette con campanella di Durham e sterilizzare a 1271°C

per 15'.
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23) Terreno di Hugh-~Leifson

Peptone g/l 2
Sodio cloruro " 5
, Fosfato bipotassico B 0,3
Bleu di bromotimolo sol. 1% ml 3
Agar g 3
PH 7,1

Sciogliere a caldo in 1 litro di HZO’ distribuire in
provette e sterilizzare a 121°C per 15'. Al momento dello
uso, fondere il terreno ed aggiuncere 1 ml di una sol. di
glucosio sterile al 10%. Far solidificare e seminare per
infissione 2 provette, ad una delle guali si stratifica so-

pra dell'clio di vasellina.

24) Terreno S.I.M.

Trypticase g/l 20

Tiosolfato di sodio n 1

Solfato ferroso " 0,2

Ag aI‘ L1 1 2
pH 7,4

Sciogliere in 1 litro di H20, distribuire in provette

e sterilizzare a 121%C per 15°'.

25) MR-VP (terrenc per rosso metile e acetoina)

Peptone a/l 5
Glucosio "
Fosfato bipotassico " 5

pH 7,5
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Sciogliere in 1 litro di Hzo, distribuire in provette

e sterilizzare a 121°C per 15'.

26) Simmons Agar

Sodio cloruro g/l
Solfato di magnesio-7 H20 n
Fosfato monocammonico "
Fosfato bipotassico "
Citrato di sodio "
Bleu 4i bromotimolo sol. 1% ml

Agar - g 2

O o 2 a o U

pH 7
Sciogliere in 1 litro di H20, distribuire in provette

e sterilizzare a 121°C per 15'.

27) Terreno di Stuart

Fosfato monopotassico g/1 9,1

Fosfato bisodico " 9,5

Estratto di lievito @ 0,1

Rosso fenolo sol. 0,2% ml 5

Urea ° ) g 20
pH 6,8

Sclogliere tutti i componenti a freddo, in 1 litro
di HZO' sterilizzare per Seitz e distribuire sterilmente

in provette (3 ml).
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28) Falkow Lysine Broth (terreno di Moeller)

Peptone g/1
Estratto di carne "

5

5
Glucosio " 0,5

Piridessale " 0

5

Bleu d4i bromotimolo sol. 0,2% ml
Rosso crescolo sol. 0,2% " 2,5
l1-lisina g 10
PH ©
Sciogliere a caldo in 1 litro di HZO' distribuire in
provette e sterilizzare a 115°C per 10'. Dopo la semina so-

stituire il tappo originale con un tappo di caucciti.

29) Gelatina

Brodo nutritivo g 1000
Gelatina g 120-150
PH 7;2

Sciogliere a caldo, distribuire e sterilizzare a 115°C

per 15'.

30) Malonate broth (brodo malcnato)

Estratto di lievito g/l
Ammonio solfato "

Fosfato bipotassico "

Sodio cloruro "

1
2
0
Fosfato monopotassico " 0
2
Malonato di sodio " 3

0

Bleu di bromotimolo "

pH 7

e ——————
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Sciogliere in 1 litro 4i H,0, distribuire in provet-

te e sterilizzare a 121°C per 15°'.

31) Terreno al KCN

PeptoOne g/l 10
Sodio cloruro " 5
Fosfato bisodico " 5,63
Fosfato monopotassico " 0,22
Agar a 1

pH 7,5

Scipgliere in 1 litro Qi HZO’ distribuire in provet-
te sottili (8x180) e sterilizzare a 121®"C per 15°'.
. Al momento dell'uso aggiungere a ciascuna provetta
{contenente 2 ml di terreno) 0,1 ml di una sol. 0;5% di
KCN sterilizzata per Seitz. La suddetta soluzione pud es-

sere conservata a 4°C per 1 mese.

32) Nitrate agar {(agar nitrato)

Estratto di carne a/l 3

Peptone !

Nitrato potassico “

Agar " 12
pH 6,8

Sciogliere a caldo in 1 litro di HZO' distribuire in

provetta e sterilizzare a 121°C per 15°'.
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33) Terreno al tartrato

Peptone g/1 10
Bleu di bromotimolo sol. 0,2% ml 12
* D=tartrato sodico potassico a/l 10

Sciogliere a caldo peptone e indicatore in 1 litro di
HZO’ guindi aggiungere- il tartrato e corregoere il pH a
7,4 con NaOH 5 N, distribuire 3 ml in provette e steriliz-

zare a 121°C per 15°'.

34) Terrenc al mucato

Al terreno base di cui sopra aggiungere a caldo
acido mucico {1%), quindi agoiungere NaOH 5 N per portare
in soluzione l'acido mucico come mucato sodico e corregge-

re il pH a 7,4; distribuire 3 ml in provette e sterilizza-

re a 121°C per 10°',

35) Terreno per variazione di fase

Peptone /1 10
Gelatina : " 80
Estratto di carne B 3
iadio cloruro " 5
Agar " 4

Sciogliere a calde in 1 litro di HZO’ distribuire e

sterilizzare a 110°C per 15'.
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36) "H" Broth (d4i Hajna)

Thyotone peptone g/l 10
Estratto di carne " 3
Destrosio " 1
Sodio cloruro " 5
Fosfato bipotassico " 2,5

PR 7,2

Sciogliere in 1 litro di H20, distribuire e steriliz-

‘zare a 121°C per 15,



APPENDICE II
Schema di Kauffmann-White con il subgenere III (S. arizo-
nae) e i sierotipi descritti fino al dicembre 1970. (da

Bergey's Manual of Determinative Bacteriology VIII ed.)
'
Antiven I Antigen
; I s . S e emm e a——— s
Sjcies or serolype H i Specdes OF wernlype H
0 e e e 0 - . .
Plawe 1 Phase 2 FPhase } Phawe 2
Group & *S. culedon 412 g.mt e.n.x
&, qurutyphi A 1,212 'Y —_ 8. hato 4,15).12 g.m.,» —_
B nitra 212 g.m - E. ralifuryic 4,12 g.m.t —
8. kiel 1.2.12 g.pP — 8. kingslon £, 050.12.07 1 gom it —_
8. budajcst 14,12 .t -
Greyp B *S. lechuuna 4.12.27 £t -
*S. maukoma 4,12 B — 8. frarix 4.15),12 E.zu 1.7
8. kisenpant 1.4,150.12 B 1,2 & banena 4,151,112 m.1 _
8. hesmerek 412,27 [ 1.5 8. typhimurium 1,4,15),12 i 1.2
&. fulica 4,]5).12 [ 1.5 8. lugos i.412 i 1.5
8. arechgpalela 4,15).12 5 11,7] 8. apoama 1,12 1 1,6
8. bupeljerg 1.4,15),12 a e,0,x 8. plowresier 1,4,18,27 i 1w
8. abortus-+qui 4,18 - en,x 8. wmasenya 140207 k [
8. Hinda 1,412, ¢7 'y B0,z 8. ntumuenster 142,21 k 1.8
. nakura 1,412,287 B Iy *Rulmonelle 14,12, 8F 1] 1.6
8. sehottmuelleri 1.4,]15],12 b 1.2 S tjubljana 4,12, 87 k e.n.x
(8. paralyphi B} 8. terar 4,]15),12 x e.n,in
8. japa? 1.4,151.12 b 11,21 8. atieca 4,15],12 IR 1,5
S. limets I1.4,12,27 b 3.8 5. clackumas 4,12 1w 1.4
8. ranada 4,12 b 1.4 B bredeney 14127 1,v 1,7
8. uppsela 412,27 b 1,7 S fyres 4,5,12 v 1.2
*5. sofia 1,412, 27 b le.o,x] 8. Hmuénza 1.4,12. 17 Iv e.n,x
5. obony 1.4,15),12 b €T,z 8. brandenburp 1.4.12 I,v e.n.in
8. abortus-levia 1,412,907 b €.n, X 8. toge 4,12 1w 1.6
8. wagenia 14,1207 b .0,z 5. kilwe 412 l,w £.p,2
8. scMeirakeim 4,12,27 b - 8. ayion 1.4,12. 07 1= -1
5. wien 16,0207 b Lw 8. zom 102,07 lzuzn e.n. i
8. legon 1,12 ¢ 1,5 5. kunduchu L4 05,12,07 ) 1 am 1.2
8. aberius-oris 4.12 e 1,8 8. tyrezoe 412 l,zm 1.5
8. altendorf 4,12, 87 ¢ 1.7 5. herdelberg 1.4,150,12 r 1,2
8. jeriche 1.4,12 ¢#F I €,.0,71 5. bradford 412, 8F r 1,5
S, bury 412,27 c EN K. rema J.4,12, 27 r 1,7
8. planley 1,4,15),12,27| 4 1.2 5. bucAum 4,15],12 r 1w
8. eppendors 1.4,32,87 d 1.5 8. africane 4,12 ri 1w
8. schworsengrund | 1,6,12,27 d 1.7 5. coeln 4. 15,32 ¥ 1,2
* 8. klueijenfeide 4,12 d €,D.% 8. tracksu 4,12, 27 ¥ 1,5
8. sarajone 4,12, 27 d &.0.x 8. teddinglton 4,12, 27 ¥ 1.7
8. duisburg 1,412, d €0, 5. ball 14,055, 12,07 ) ¥ e,n,1
5. salinaiis .11 d.e.h d.e.o,zu 5. joa 14159 ¥ LN -9
5. mons 14,012,027 d 1w 8. kamaru 4,12,27 ¥ L1
8. ayinde 4,12,27 d N 5. sbubra 4.15),12 z 1.2
&. saint-paul 1.4,158).12 e.b 1,2 *Salmonella 1,4,12, 27 ] 1.5
8. reading 4,151,12 eb 1.5 8. kiombu §,12 x L5
5. kaapaiad 4,12 e.h 1.7 S. indiana 1.4,12 £ 1.7
8. chester 4,15,12 e, b e.n,x *5. nordenham 1.4,12,27 z €.n.x
S. san-diege 4,[51,12 eb e, 0 1y 8. koentgsiubl 1.4.12 r €, n.zu
*S. makumirg I.4,12.07 e, n,3 1.7 8. prexton 1.4.12 1 1w
*Solmaonella 4,12 e — 5. enteble 14,1227 z 2
5. derby 1.4,15],12 f.g .21 8. standeyriile 1,4,150,12,27 | g4, 2m 1.3
S. egonn 14,12 f.t.m - 5. kalamu 4,12 Z4,Z14 I1.5!
8. exsen 4,12 gm - 5. hoifs I.4,[5),12 tu 12

This table wus prepared by 1be World Heallh Orgunizetion loternatiunal Reference Centre for Selmonells, Puateur Ipstitute,
Patis,

Definiticn of symbule. ® Bubgeous I, t Bubgenua TII, originsl Arizona formuls {Edwards ¢f al., 1968} given in brackets, § Sub-
genua 1V, { ), atypical, weukly wgglutinable by ordicury sera; 1 |, may be lucking. O pptigens numbered 1-65; when itulivized
present only when organism is lynogenized by convertipg bacteriopliage. H antigens: Phuse 1 jettered a-2, 2;-24s; Pliuse 2 prigipally
wumbered but beeause of crossed renctions bow ineludes many with Phuge 1 designativns. Groups: A group coniains one or mure O
anligens in common. Listing within groupe is alphubetically by Phaae 1 and/ur numerically by Plase 2 untigens.

b d-tartrate poaitive contrary to 5. poratyphi B.
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TARBLE &7 uitineed

Abtigen !I Artiyen
Species oF serolype H SpCies or serolype H
o — L o e e =
Phese t Thuse 2 Thase 1 Phlaee
8. drur 14,12 B 1,8 8. norion 84,7 i Lw
5. tudw 4.12 te 1.6 &, pakiema 4,7 k 1,2
8 allert 4,12 ™ enx 8. thompean 4.7 k 1.5
8. tokoin 4.12 E .0, &, duplona 8.7 k 1,8
8. mura 1.4.1% H lw & busbonkoum 8.7 k 1,7
8. Jortune 14.12,8 T N 8, xingu pore 8.7 k en1
8. vellors 1.4,12,27 E '™ 8. varcnabg 8.7 k %KM
5. brancagier A48T ™ —_ tSd monella arizunae | 8,7 (k} H
*5. helpinks 1,402 I [e.n,x] (Ar27:22: 81}
5. afe 412,07 ™ 1,7 "Salmeneila 8.7 k [24]
8. aloferdijk 1,412,807 ET N &, concord 6,7 ILv 12
8. pavunde 141287 I £, 0T & tfrumu 8.7 Lv 1.6
8. leson 4,12 e — & benn 6,7 1v en,x
8. withel malrurg IRNL RN N T™ - 8. pot<dum 8,7 ILv e,n.kn
*8. durbansills 14,5247 I 1,18],7 tSalmonella arizonae | 6,7 Lv | ]
{AF27:23:01)
Grap Ch 8 gdansk 6,7 I 1Y
8. man-yuan [ & n 1.5 {Salmenella arizenae | 8,7 1,¥ E ™
8. umhlaly 4.2 . 1.4 (AF2T:23:28)
5. aughin 87 a 1.7 5. gaban 4,7 1w 1,2
8. cule 8.7 » e, 0,3 8. colurade 4.7 Fow 1.5
8. denwer 8,7 a €.n.xi &, neay-siona 87 1,21 1.5
8. coleypark 8,7 n 1w 5. kengm 6.7 1z €, n,X
"Salmonella 4.7 a 1 8. neukielln 6.7 1t zm R % ™
*8. culyinia 4,7 [ Zoy &. makiao &7 Lzuzn 24
8. trastariiie 87 b 1,2 *S. hetlbron 8.7 l.zu 1,5:124)
5. edinbury 6.7 b 1,5 8. pirchow 8.7 r 1,2
8. koumra 8,1 b 1,7 E. infantia 8.7 r 1.5
8. peoryin 67 b e n, 8. nigeria 8,7 r 1,8
5. ohie 8.7 b lLw 8. colindale 6.7 r 1,7
8. leopoldnilla [ 5 b e 5. payucna 4.7 r &.n, 25
8. kotte 8.7 b M E.ricAmond 4.7 ¥ 1,2
*S. Hoemfoniein 8.7 b [e,0,x]: 248 S, bureslly 6.7 ¥ 1.5
&. Rivechfeldii (S, 5. 7.1Vi) [ 1.5 &, patow 8,7 ¥ L7
paratypht €) 8. hartford 6,7 ¥ en.x
5. cholerae-suir 8.7 [ef 1.5 8. mikawasima 6,7 ¥ (RN
8. typhi-susy 5,7 ¢ L6 *S. tosamanga 57 = 1.6
5. birkenhead 8.7 [ 1.¢ 8. cakiand 6,7 ] 1.8,7
8. kinii 67 d 1,2 S. bunnga 8.7 z £,0, 21
5. isangi 8,7 d 1.5 *Salmonslia 8,7 z z
8. khvu 6.7 d 1.6 *S. opiterbeds 4.7 5 [
8. amerafoort 6,7 d ¢, n,X 8. goma 6.7 Za.3u 5
8. pambe 7 d e, 0,3 8. obogu 8,7 PR T 1.5
S. Livingatone 8.7 d 1w 8. arquatoria 47 Za.Zn €.ty
5. wil .7 d Lsu.zn {5, roterberg 4,7 24,18 -
&. Tarochalle 4.7 e, b 1,2 8. somone 87 Ebkn -
8. lomita 8,7 ' 1.8 18, krolendyk 5,7 24.Zn -
8. norwich 0.7 e, b 1.4 tSalmanslle arizonae | 8,7 FT T -
8. brognderup 8,7 ab &, n.2u (Ar27:1,6,7:-)
8. riamn 8.2 f.e - *5_ zape 8,7 z L?
5. afuln 6,7 .t ,0,X 5. menden 57 e 1.2
E. monterides 8.7 emufp | — 8. inganda a7 L] L5
5. otAmargehen 5,7 £.1m,[t) - 8. exchweiler a7 ™ 1,6
5. menston 8,1 €0t — 5. ngifi 87 fie 5T
8. rigl [ %4 .t —_ 8 djugu 4,7 I en,
*Salmonetls 67 Lt &, 0,11 5. mbondaka 4.7 21 &0, 5.
5. alama 4,7 £.In 1.5 *Salmonella L e tu
&, haclningbory [ B} m,p,t.ul | — S.tennezses 6.7 In -~
5. eraxienburg 4.7 m,t — *Salmonells &7 In -
8. augustenborg 87 i 1.2 15, argending 8,7 P -
8. oritamerin 67 i 1,5 *8. bacongo 5,7 Tt E
8. paroli 8,7 i 1.5 8. Lille 87 o b




Specics or perotype

*S. milbert

8, hilleborough
8. tsmilnodu
*5. rullivon
*Salmao nella

Group C

8. doncasier
E. curacan

8., nerdufer
5. naroshine
S, lnith

*5. tulsar

5. nagoyo

8. atourbridge
S, patuni

8. presow

8. bukuru

5. banalin

8, wingrove
&, utak

8. bronx

5. belfaa!

5. belem

S. quinvelo
5. muenchen
8. manhotian
8. aferrenbor
8. heraton

&, neowport
5_ kottbut

8. tshivngwe
8. randow

8. chincal
*Bolmonsila
*S. berapwancih
“S, germiston
8. lindenburg
8. tekoradi
8. wornow

8. Lonarienyis
8. aba

5. Bockley

S. schcerin
8, Wichfield
5_loanda

5. manchester
8. holcomb

2. edmonton
N, pped

8. breukeien
8. bovvs-morkificona
8. akansv

8. hidalpo

5. pold-const
£ tangnaripe
5. proln

5. mowanjum
8. kuru

8. lexennes
8. ckasley

8, duesseldorf
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FAMILY 1. INTEROBACTERTACEAE

4]

L]
[ |
8.5
8.8
8.8
8.8

o m D6 0% o G6 W0 Do B8 I

Soaxdoamhehos

»

L BRI B L B

Antgen Antigen
H Species or serotype H
— e o - -
Fliese 1 Phuse 2 Phase 1 Phase 2
™ 1.5.7 5. tallohossen L% ] 54,521 — H
1] 1w 5. serifin 8.8 ™ 1.3
t m 8. mape 4.3 I 1.8
[ ™ 1T . cleveland [N | I 1.7
4y enxl,8 E. hadar 6.8 e ¢.0,x
. 8. plosirup 4,8 | 1 e, 0,1y
8. w:'ppm LN ) E21) [ ]
'y 1.6 5. uno LN (1] -
- 1.8 8. yarm 4.8 23 1.2
s 1.7
L] e, 0,3 Group Cr
[ 'R M 8. djedfa ] b 1.2
A [ 1% 5. korbal 8, b 1.6
b 1,6 8. sanga 8 b L7
b 1.8 S. akipley L3 ] b e, 0,13
b £,0,3 8. olexapderpoldar | 8 [ bow
b ., En 8. virginia 1 ] 1,2
b 1w 8. labadi B. 20 d I
b [N &. stakpame LN 1] e b 1,7
[ 1,2 8. borde 8 [ % 1,2
[ 1.5 8. ferruch 3 ¢,k 1.8
[ 1,8 8. rechopot 8,23 o b N
& 1.7 8. emek B 20 £.m.8 -
r £,0,x 8. yokoe 2 m,t —
c [ 8. kentucky 8, i 2
d 1.2 S. kentwcky wvar. | B i n
d 1,3 jerwsalem
d e.0,X 8. hoardt g k .5
d e 0. I 8. pakisian B 1Ly 1,2
e 1,2 5. ambhergtiana g l.v 1.4
h 1,6 8. Whwadmarih a r 1.B
e,b e.C.tu 5. pikine LX) r M
f.x €, 0,7 £, altona §.2 ri "
£.m.8 e, 0,3 & cotody 8,20 ti &0,
£.m,t [e,n,x) 8. piza B ¥ 1,2
o, t 1.5 §. trunei 8.0 y 1.8
m.t e, 0,3 8. olagbon ] ¥ 1,7
i 1,2 K. surnpcome A ¥ e,0,x
i L5 5. kralingen 8,80 ¥ 1
i 1,8 8. corraliia LED i, tn _
i €, 0,2 8. allany LN /] TR T -
i L% -% M 8. paris 8, 20 31 1.5
k 1.8 5. molade L3 7] m 0
k & 0.5 8. intanbul 8 L1 e.n.x
l¥ 1.2 5. tamcle L ] n e, n, 1u]
Iy - 1.5 &. anpers 8,20 I 24
Lv 1.7 5. diogope 8.2 Ta [N
1% 0.5 5. opepeme 8,20 ey —
by .0,z
1w 1,2 Group Cs (Sclmenella
L e, b,y of group C) Tyso-
1,5 genized by "'phage
1,7 14
€,0,1u 8. menstedien 4.1, 014 b M, w]
l.w 8. kadunc 5.1,44 < &0, I
1.5 8. hissor 8.7.14 ¢ 1,2
R - 8. omderman 8114 d ED0,x
1.5 5. eimabusttel 67,14 4 1w
1w 5. nieukerk 8,714 d 1]
T T 1.7 8. ardwick 8114 t.g —
P TR T e, 8. theeloller 8.7.14 m,t —
FTYE T — 8. pelsenkirehen 6.7.4 v 0




QIw=cies O seraty

8. Feruralem
5. burnum

Group Da
5. sendas
8. miamg
*Sal munsila
]
. grarlruscken
. loma-linds
. durban
. wparimen
. frintrop
. mimuema
- Blunkencse
. nurdrrelbe
. pocteborg
8.1 geke
alabama
ridpe
% 11
ndolo
farshyne
rhodente e
repa
raffna
bournemouth
8. sastbourne
8. {argel
*Sulmondla
=5, Lkindrick
5. berta
S, enicritidia
& blegdum
*E. muizenberg
w5 kugleripier
8. mantea
3. damburg
5. dublin
8. raesived
S, roatock
. marcow
*S. neasdfen
8. new-merico
8, peruacols
. seremban
. clatbernes
. paverdian
. mendozs
. FaREma
5. ku g mnba
*Saimsrella
5. gecfhingen
8. ruetoma
*S. dar-re-scioam
(5. salunge)
5. mipazcki
&. napaly
5. jaigna

(R I PN

nmbhlihtnnn

Wl ininin
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PART 8 CGRAMNFCATIVE PACULPATFIVELY ANALOBIC BrDS

e

!,

I,

i,

B.12
%12
§.12
9,12
$,.12
8.12{Vi)
9,12
12
9.2
V.12
912
8,12

1.4,12

1.
i,

2,
i,
I,
1,
!,

i,

i,

i,

i,

i,
I,

9,12
9.12
8,12
9.12
9.12
9,12
§.12
9,12
8,12
9,12
€12V
9.1
g 12
9,12
9,12
4,12
9,12
§.12
012
§,12
9,12
g,12
812
.12
9,12
9,12
9,12

Antiyen
. ;i R
Tower | Praez
- e
Xa -_

. 1.5

- 1.5

' 1.8

» 1.4

a 1.7

& e.n,z
[} &0,z
b 1,2

b 1,6

b «,0,X
b za

b n

¢ L5

[ 1.8

] e, n, 2
L n

d —_

d 1.5

d 1.8

d L% 3
d zn

d n

e b 1,2
e.h 1,5
e,b e, D,k
€,0,% 1,8
e.0,x 1,15),7
f.&.t -
o -
£.o.q -

g m,at 1.3
£.I2,8,% e Nx
£.m,.et

g It —
P —_
E.R.» -
£.pu -—

| 1] -
5.1 €n.x
PR 1.5
m,1 -_

i 1.5

k 1B

k 1,5
i,v 1.2
Ly 1,5
1.v 1.7
I,v [
1.v e, 0,1
1w 1.5
1w e b,x
Ltn 1.7
1,zis e,0,x
Lzu 1,5

-8
*5
.3

8.

.5

*

DOt hahnhnbbinahbnhiby

.

TABLE 8.7 Contined

Eowndies ur rerolype

S
5.
5.

Jumokes
lumé
dairndale
atellenbosch
sngola
Hurningen
vangala
Jurtland
uraede]
Jerurth
elurmriane
tepnberg
gollinurum

8.
8.

S,

Group Dy

basldon
zader
lundby
Samboye
tutaba
atraabaurg
Mymouth
bergediry
wernigerede
duilprrhoky
gateshend
mathura
polia
marplebane
ceuro
Trdia
weraldiun
shuredsieh
trua yda g
benin
haarlem
ckotedo
maarssen

. Jishald

8. inglis

‘Salmonelic

8. eugkam
8. Mllegtraberg
S. freano

Croup Da
=5, 2urrick
*Sulmunelle

Gruup By

8. aminatu
5. goelzau
8. orford

*8. maltroosfontein

£. pall

£, kalina
8. bulantan
8. allerton
5. burudaia

1]

9,12
9,12
1,912
19,12
1912
2,12
1412
.12
9.2
§,12
1912
1,912
1.9,12

9,46

9,48

1,
i

L12,{46),27

9
9,12,046),27

—

) R S0 my O B O C L4
e bt e b e

[ =" BT = Y

Artiyen

Phase 1

R
L

LI

ook y ey

H

Fhawe 2

1,5
4
LS
1.7
t1]
I

n.7

enx
1.6
€. 0,3
1w
N
1,7
s
1,2
e b,x

¢ 0.

s

1.2
In

1.8
1.6

e, 0,.Eu
s

1.7
¢.n.3

Initn
1,7
e, 0.x
£1)
1.5

! Tle serolypes of thia group sleo contain the factora 0:3 and (10} 1he latter not very well develuped. They can be lypogenized by

phuges o apd e 20d in the tuse of duuble Iysogenjzation becume sirongly ag

(34 and O3y

glutinable, like straias of group Ei, by antisers againgy
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PANIOLY 10 PN Do sc T GhAU R AR

0 e
Fhase )

5. lenfica 3,10 b
8. pola 5,18 b
8. epicrates 3,1 b
8. promise 310 [

5. ogege 3,10 e

5. anderlecht 3,10 e

8. okefoko 3,10 -]

5. sturmont 310 d
§. sbangoni aw d
8. onireke .10 d
8. avurn anw d
8. madjorio 3,50 d
8. brminghom LW d
8, weybridge 3,10 d

8. maron L1 ] d
8. vejla 3.1 e b
8. muensier 3,10 e b
&. anstum 3,10 eh
8. nyborg 3,10 s b
E. nevlomds 3,10 N ]
5. meleagridie 3,10 eh
8. sckondi 3,10 eh
*5. ckudleiph .10 20,2
5. repent 3.10 f.x
8. auberu 3,0 m
8. umaterdam 3.10 §.m.n
8. westhampton 3,10 x.0.t
*8. wlington 3,10 (A%
E. routbbank 3.10 m.t
=8. atikland 310 m,t
8. amoundernees 3,10 i

8. falkensce 310 i

8. yeerengpilly 1w i

S, wimborne 3,10 k
8. ransibor 1,10 k
S. marienthal .10 k

8. new-rocheile a1.10 k
8. nchanga 3,10 1, ¥
S. rinatorf 2,10 1+
8. london 3,10 v
8. give 3,10 Iv
K. rurin 3,10 L
5. fullsbuettel 3,10 v
8. upando Bl l,zu
8. fallowfcld 1.10 Lz zn
5. joal .10 lLizw
*8. wertpark R L) lzea
*Salmoneila 210 lzm
8. seegefeld 3.1 i
8. ughelli 510 r

8. elisabethrille 3.0 r

S. nm 3.0 T
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FAMILY 1. EXTHREOBACTLRIACEAE

TABLE &7

Contivued

Antigen Acligen
Species b werotype H Species or serotype H
V] _—— — o ——
Phase 1 Phase 2 Phase 1 Thase 7
Group Gy 8. finkenorerder 11,6,14,125) [ 4 1.5

8. chagoua 1,13,73 . 1.5 8. forida 18,7425 d 1.7
8 tuperberg 1,183,228 a Fe 8. lindern [ RTRI] d &0,z
5. atlania 13,73 b —_ 8. chanty 1,8,14,23 d c.0,x

8. missiessppr 113,23 b 1.6 8. teko 1.8,14.28 d €0, 2
8. ocres 1,132 . 11,55 201 8. encing 1,8,14,25 d Lzu.zm

8. brackrell 13.23 1 1.8 8. allugquerque 1.0, 14,24 d '

S ullen 1.13.23 b e,n,x & lahrenfeld 0,14, e b 1.6

8. durham 131 b 'R KN 8. onderalrpoort 1.6,14,128) e.h 1.5

S. mizhmor-boamek | 1,13,29 d 1.6 &, magumers 1,8.34.28 ¢,b 1,8
. grumpenns 13,8 d 1.7 8. beaudesert 11).6,14,125] | &,n 1

8. tel-el kelrir 13,23 d e, o, o & worropul 1,0,14,28 £.m —_
*Snlmenella 13,23 d e.D,x 8. caracas 1,8,14,25 g.m,0 —_

5. putien 13,23 d 1w 8. kattaan 1,0,14,25 m,t -

8. iruge 13,23 d n *S. romkraniz 1,6, m,t 1.6

8. wichita 1,13,23 d [zar} *5. emmerich (AL [t £,0,T

5. techangu 1.,13.2% &b 1.6 S mampeza 1,8,1¢,25 i 1,6
*S. epping 1,13,23 2,0.X 1.7 8. buzu 1.6,14,25 i 1,7
8. hapana 1,13,23 f.x.le] — 8. achalkwijk 5, 14,24 i en,..
8. apbeni 13,23 £.m —_ 8. burburg 1.08,14.25 k 1.5
*S. kraatfoniean ERER ] t.m, b fe.u,x] *Salmonella 8,14 k [e,n,x]

8. okatie 13,23 gt - tSalmonella arizonae 6.1 k H
*5. luanshya 13,23 £.m 5t —_ {hrTa, Tc:29:31}

&, congo 13,23 K., 5t —— "Selmeonella 1,814 k | FEE T
*5. pojernderg 1,13,23 i1 1.5 tSulmaonella grizenae |.N 11 k ™
tSalmonelle arizonae | 1,13,23 R — (Ar.7u, Te:29:25}

(Ar.18:13,14:-) 8. boecker 111,814,125 | L,» L7
5. kintambe 11,23 m,t - 8. horsham 1.5,14,25 lLv &0,z
*5. katergrope Lnn m, 1,5 S. cflac 1,8,04,25 lrm e.n,x
=S. worchester i.13,23 m.t e.o0.x 5. sural 1.8,14,25 Ir],i e.n,ku
*8. bouldery 13,22 m,t Far 8. carrgu 8,34,24 ¥ 1,7
8. kedoupou 1132 i 1w 5. madelio 1.6, 14,25 ¥ 1.7
& sdikan 13,2 i 1.5 8. fscherkiels 1.5,14,25 ¥ e0.x
8. jukertouwn 13,21 i LR %N & homososrsn 1.8,14,25 x 1.5
*Salmonella 13,23 lxm s 8. spalanina 8,14.2 z e, 0,¥
"5 predelust 1,013,273 l.rw 0 8. aundepall 1.8,14,25 T e,n,x
8. adjame 13,23 T 1,8 8. poano 1.6,14,2% x Lsu,zm
8. lnion 13.23 r e.n.z1 5. bounas 1,8,14,25 ti.tn [e.m,2u)
8. yarrabah 13,13 ¥ 1,7 8. vssroameo 1,614,285 34, I -_

8. ordones 7.13,23 ¥ 1w 8. newa 1,6,14,25 Tin 1.2
8. tuntr 1.13,23 ¥ I *8. nmonalown 1.0.14 L] 1.5
"5, nachzbonmim 1,13.23 z 1.5 "8, bornheim 1,6,14,25 [ 1T 1,(2,7
8. farmaen 13,23 I 1,6 tSalmonelle arizonse [ BI] e £
E. worthingion 1.13. 183 z IR (Ar Ta, Tc:27:31)

8. ajicho 13,22 I ™ —_ tSalmonella arizonas 8,14 ZI9 Iites
8. remanby 13.23 4. Em° - (Ar.7a,7c:27:31:38)
18al monelia orizonoe | J,13,28 24,200 —_ *8. slangkop 1,8,1% I EvEa

{Ar.18:1,3,11:-) tSalmunella arizonae 8,14 £l i
& demerara 13,23 Lie 1w (Ar.7a,7c:27:38)

" tubane PR EN -] iy feas] & sara 1.5.14,25 0 le.n.x]
& faniy 13.83 ™ —_ *Salmonella 1,614 Eiy 1.8
*S. sievenage 1.13,23 |z4a] Ly

Group I {0 18)
Group B 8. Aannoper 16 a 1,2

S parlo 1,614,258 || s 1.5 8. brant 16 . 1.5
8. ferloe 1,6,14,25 . enx S. amunigur 15 ) 1.8
S. tueron (13,614,125} | b n.71 8. npeko 15 . 1,7
*Salmonella 6,1 b e.n,I,IB : S. fischerbuetle 16 B e nt
8. blijdorp 1.6,84.258 [ 1,5 8. heron 16 a ET
8. kassberg 1,614,285 Il 1.6 8. hull i1 b 1.2
8. minna 1.6,14,25 ¢ lw 8. wa 11 ] b 1.8
8. heves 8, 54,24 d 1,5 8. plasgow % b 1,8
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A PART B GREAMNEGATIVE FACULTATIVELY ANALLOHRIC RODS

Species o7 serolype
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Speciry of serotype
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€0,
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Lo Wf cerulype

t8ulmonctla arisenae

{Ar.20.24:28)

8. marekery
tSalmunella arizenae

(Ar.20:24:21)
t8almursily urizunae

(Ar20:24:41)

8. ularhun
TSalmonella arfronae

(hr20:1,2,8.-)

5. westphalis

8. cumbcrene

8. enechede

8. ligno
tSalmonella arizonae

(Ar.20:27:21)
{Salmonelia orisonae

(Ar.20:16,17,10:-)
*8. utbremen
1Salmoneilc arvonas

(Ar.20:28: 30)
tSalmanella arizunae

{Ar 20; 28: 28)
tSclmonells orizonne

{Ar.20:26:21)

Group P (O 38)
8. shefeld
8. kydderminster
*5. corlelonpille
8. thiarope
5. kaxenyy
8. korory
=8. foul pointe
tSalmonella arizonas
(Ar.16:13,14:-)
8. mpulgnf
S. lanring
tSalmenalla arizonae
{Ar.16;33:25)
8. nrola
8. acha
&, inperness
tSalmanelia ardzonce
{Ar.16:29:21)
tSalmonella arizonae
(Ar.18.22:30)
tSalmonelio erironas
(Ar18:22:31}
1Salmonellz arizenae
(Ar 18:22:21}
tSalmonella arizonae
{Ar16:22:34)
tSalmonella arizonge
(Ar.16:22:25)
8 alger
8. kimberley
S. roan
{&almonells onzonae
(Ar.19:23:31}
{Salmonella arizonae
(Ar.16:23:21}
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Species or enoty e

i

tSulmoretla arizenoe
(AT 36 23:25)
tSulmurella arizenae
(Ar.16:23: 34)
5. lindi
8. emrmaaind
15wl munella arvzonae
(Ar.)8:24:31)
tSutmunellu arizonne
(AP0 24:31: 40,
40b}
tSatmonrlla arfzonae
{Ar.18:24:21)
5. freetoun
5. colombe
8. perik
1Salmonella
8. yoff
$Salmenella arizonae
tiAz.10:27:31}
tSulmonella ardzonne
(Ar.16:27:25)
Salmonstlo ur'co nae
(Ar.i6:39:25)

Group (O
8. wandsworth
& logone

8. mara

8. Aofid

8. ckampuign

£ kokomlemle

'S

&

S

« mgndeor
. anfo

. Windermere

Group R {0 48}
&. ehikmonad
8. greds
“5. aprings
*Salmonelia
8. viogrande
8. johannesburg
5. dupal
§. bengwelia
*5. suarex
*5. oltershaw
S. driffield
S. tilene
*E Imonella
5. Wit sburg
*S. alsterdorf
18al monella srizonae
{Ar.10a, 1013,
14:-}
15, seminole
*Salmonella
1Selmotelle arszonae
(Ar.10a, 10b.33:30)
S. goulfey
5. allandale
8. hann

3B
38
ag

38

-2
36
a8
n
38
38
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39
a9
39
2
39
39
39
a9
a5
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1,40
1,40
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Zaz

1,57

A eded

Slenien of setuty e

*S runnpdale
tSulmonellu arizenue
{Ar10a 100b:25: 31

40u, 40¢)

8. mallep
tSulmuniln urizenae
(Ar 0w, 10L,23-25)

S bubapu
& ranthiuba
*8 bulvwoeye
8. newruyes
tSulmurnelio arizonne
(Ar.10a, 10b:1,2,
6:-)
15. sachaenuald
tSulmunella arizenae
(Ar.10a,10b:1,3,
11:-)
1Sulmonella
5. depania
15 bern
$8ulmenella arizonae
fAr10s 10k:1,7,
8-}
SRulmeneila
*Sulrvunella
8. trotha
tSalmornellz aritonie
{Ar 104 ¥c: 35:21)
8. emifisan
tSalmorella arizonue
(47300 70010, 17,
18:-)
S fundran
tSutmoncllia arizunae
{Ar.H0u 10017,
20.-)
*S. gruniy
8. karumeje
*Salmonelle

Group 5 (0 41)
5. vittngm
*Salmonella
5. epuss
*S. hennepin
=S, lethe
t8almonclu arvzanae
{Ar13:13.14:-)
Sulmanetla
t8ulmanello ariconoe
(Ar13:20:-)
5. dubrovnik
Salmonrila
8. waprross
1Salmenetla grizenae
(Ar 13, 2 5:-)
T4r 13:1.2,8:-)
&, ipsudeh
YSulsnonelz arizonoe

{Ar.13:1,3,11:-)
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VART & GRAMNFOATIVED FACLLUTATIVELY ANA BOlg¢ Lobs

Species of serolype

tSalmonellao urizunae
(Ar.13:1.8,7:-)
{Ar.13:1,7,8:-)
8. negew
S, leiprip
§. landala
8. inprow
*S. lurup
*8. Nedunbery
tSalmuneila arizonas
{Ar.13:18,17,18:-)
tSalmonefla aritonas
{Ar13;17,20: -}
8. offa

Group T (0 43)
8. fapi
8. chinovkm
*5. uphill
8. rquritos
8. kampala
*S. fremantls
18almonella grizonos
{AT.15:13,04: )
£, maricepa
8. waral
*Salmonella
E. kanerhie
8. middlesbrough
tSal monella srizanas
{Ar.15:29:-)
5. haferbreite
tSaimonella arizenas
{Ar.15:22:21)
tSalmanelle arisonas
(Ar.15:22:30)
*8. poribeck
8. sipane
*8. navrofn’
{Salmorells arizonae
(AF.15:24:31)
tSalmonella arizonar
(AT.15:24:42)
tSalmonella arizonae
(Ar.15:24:28)
S. harpestehude
*S. detroit
S. uraenbach
*8. rand
“5. nuernberg
t8almonelle arizonage
(Ar15:1,2,8:-)
5. pera
8. toricada
tSalmonella arizonse
(AT 15:1,3,11:-)
tSalmonella orizonae
{Ar.15:27:28)
tSalmenella amzenae
(Ar15:27:31)
8. loenga '
S. kahla
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Siwiies of serolype

8. welacs
*Sulmonella
5. taset

Group U (043}
5. pras
5. berkeley
*S. kommet je
*Sulmonelis
*Sulmonrlla
8. myluuukee
*Sulmonella
45, snosselbay
"3 veddel
5. mbas
5. ahuza
tSulmonelic urizonae
(Ar.21:20:31)
tSalmonells arizonae
(Ar.21:23:25)
{ Salmonello arizronae
(Ar.21:24:28)
8. farcho
& kinpulea
*Sulmonella
18, houlen
(8, bowlinae)
tSaimonella arizonar
(AT21:1,3,11:-)
15, tuindorp
:SOIMBMHII
*Salmonella
5. ahepe
tSalmonelle arizonar
{Ar21:17,20:-)
15, velkadorf
8. irgny
*8. bunnik

Grouap ¥V {0 49)
. ninkhar
. ntarembe
sedgunck
madipan

bobe
Jischeratranse
- vleulen
gomabo
1Salmenella

5. mupugn

8. lowra

S. ublenharat

S. kua
*Salmonells
tSulmaonella arszonae
14r33:1,2 5:-)
(Ar.13:1.2 6:-)
5. ehristanaborg
1Salmonelia
t8almonella arizopae
(Ar.13.1,6,7,9:-)
(Ar13:1,7,8:-)
(Ar.13:1,2,40-)
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Spacies oF merolype

5. Iedbrurpge
8. puinea
3Sufmencila
S keketima
*%. clunelly

Group W {0 45)
*3. rrinduban
*S. eeda
8. riperaide
8. drveryoir
8. duple
8. korochi
5. auelldorf
8. tornew
*S. bremen
*S. windhoek
1Salmenello arisonae
(Ar11:13,14: =)
1Safmonella
X. apapa
"5. perinst
8. rasablanca
5. ceirna
*S. klapmuts
1Suimonlla
8. jodhpur
tSalmonelln aritonae
(Ar.11:18,17,18:-}
8. latienkamp

Griup X (0 47)
"3, bilthoven
5. azko
=8. phoenix
*S. krami
{Salmaneila arizonae
{Ar.22:32:28)
(Ar.20:32:28: 40,
i)
tSalmonella arzonae
(Ar.28:33:31)
5. stellingen
5. puimbamba
5. sljeme
5. luke
5. meabit
1Sal monella arironas
(Ar.29:33:28: 42|}
S. bergen
{Salmonella arisonae
(Ar.28:33:11)
18almonelle orizonas
(Ar.29:33:21)
{Ar 26:32:21}
tSalmonella orizange
(Ar.23:33:25}
{Ar.20:33:25: [10.,
0.
5. bootle
5. dahomey
tSalmonella arizonae
(Ar 28:20:28)
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5. lyen
18uimonrly arizrenoe
(4r.28:29:31)
{Sulmunella unzonas
(Ar.23.23:30: 42)
$Sulmenrtlu urizenae
{Ar.28:23:18)
tSulmunslo arizunae
{AT.28:22:21)
t8elmenelln uritonae
{Ar 28:23:08)
&, teakie
t8ulmonella arizonae
{Ar.23:24:31)
tSalmenella arfzanae
{Ar.23:24:25)
*Salmonella
8. mouoline
8. mount-plegaant
8. kaoloek
*S. chersina
5. bere
*Salmonellc
tSalmonselia amzonae
{Ar.28:27:20)
t1Salmonslla arizonae
(AT 28:27:30)
t1Salmonella arizenae
(Ar20:18,17,18:-)
8. alezanderplotz
8. guinkon
tSalmonelio ariconar
(Ar.28:26:30)
t5almonells arizonae
(Ar.28: 26:28)
1Salmonzlia crvzonae
(Ar.28:26:11)
tSalmenella arizonae
(Ar.28:26: 21}

Group Y {0 48)

8. hirnpgen
“Salmonella
1Salmonslla arizenae

(Ar.5:25:21)

*3. hagenbeck

K. fitsrop
*5. hammonia
*5. erlongen
{Saimonela grizonae

{Ar5:13.14:-)

15, marina
5. aypdney
tSalmonella arizonae

(Ar 5:33:25)
tSalmonella arizenae

(As.5:29:30)
{Salmonells arizonar

(Ar5:29:28)

5. daklem
{Salmonelic arizonas

(Ar.5:20:21)
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PART & GRAMINEGATIVE FACULTATIVELY ANAILIORIC 10DS

TABLYE &

Continied

Antigea Antigen
Species or serolypt H Species of serotype
[« —_—— ———— o —_
Phare 1 Phase 2 Plisse 1
*8. sakarako " k I tSulmonella arizonae | 50 Lv
{Salmonellaurizonae | ¢4 k i {Ar9a §b:23:28)
(Ar.5:39:25) 1Sulmonetlo urizonae | 30 b
tSalmunella urizonas | 48 [13] s (Ar.Gn,0e:23:31)
(Ar.B:22:25) tSalmoneila arieonce | 50 1w
tSulmonella arizonas | 40 v 1,5, T:24a) {Ar9s,bc23:21)
(AF.5:23:30: |380) *Sulmenelle 50 1w
$Salmonella urizunas | 48 T en.¥,z
(Ar 5:24:28) *Salmenella 50 lzn
8, toncra 14 3 [B-HEM| tSalmonsllo arizonae | 50 r
tSalmonella arizonas | 48 intn —_ (Ar.Ga,90:24:30)
(Ard:1,2,4:-) tSalmonella arizonae | K0 r
1.3 : {ArQu,9b: 24:31)
tSulmonella arizonae | 50 r
48 Te.di — (Ar.ge,0h:24:21)
tSalmonetla urizonas § 48 LI - tSulmonella arizonas | 80 T
(Ar.5:1,3,11:+) {Arga 0b:24:25)
tSalmonsila arizonas | 48 4,20 - 8. dougi .21 ¥
{Ar5:1,8,7:-) *8. grecnsida 80 s
(Ar5:1,7.8:-) 18elmoneils arizonae | M I)zn
15almonatla F1] PR _ (Argn,9b:1,2,5:-)
*5. ngosi 48 ns 1,5 (Arfe,db:1,2,8:-)
1Sl mopello arizonae | 45 I .02,y 15. Aimt 3] LT 13
(AT 5:17:20) 3Sulmonella 50 % 11
tSalmonrila arizonas | 48 i — tSulmonella urizunas | 50 [T N
(ArS5:18,17,18:-) {Ar.94,9b:1,3,11: )
5. bongor “ mn - tSalmonella aritonas | 50 Ta bar
1Sa!monsella arizonos | 48 0 - (ArSe,ob:1,4,7:-)
(Ar.B:17.20:=) (Arge,gb:1,7,8:-)
t8almonelia arizenos | 4% Tas z 15. bonaire 50 E4 Tir
(Ar.5:10:31} tSalmonella erizonar | 50 F)
Ar O, Oc:27:31)
Group Z (O 50) *8. baugpraven. 50 i
*Salmonaile 50 b 5 N
tSelmonelle arizonae | 50 im
8. vochdals &0 b &,0.x (A7.00,0b:18,17
8, krugersdorp 30 e,n.x 1.7 “'__)' R
Sotmanaarionas | 88 [ |2 roreried I b
on,9h: 17, 20: )
‘a\l’.'l. Pb: 13, 14:-) =5. fa 50
- Jaure =
15. wassenaar S0 i - 1Sl monsila arizanar | 50 ™
*5. aira 50 om,t I )
. . (Args,ob:26:30)
tSalmonstla arizonos | 50 i 1,57 :
tSolmonella arizonae | 50 L
(Ar.fs, 8e:33:30) (Ar.On,0h:26:31)
13almantiia arisomas | 50 i & XA {Ar.9n.90:26:31)
(Ar.9a,Be: 33:28) . 1Salmonelie arizonae | 50 I
{Salmonelle aritenca | 50 i 3 (Arga, 9h;268:21}
(Ar.0a Be:33:31) [A® 5a,9¢:26:21)
18almondia grizenos | 50 k L4.7 1Salmonella arizonae | 50 ET
(Ar.98,c: 26: 30) (Ar.5a,0b:28:25)
{Solmonella arisonae | B0 k €0, %10 {AT 9, 9c: 28:25)
(A7.92,Pe:29:28) e
$Salmonsila arizonas | 50 k H
(ArSs 9b:29:31) Group 81
Az 9n, e 29:31) 5. tiona &1 .
18al monslla arisoncs | S0 k) [ 8. eokul 1,51 d
(Ar.9s,gb:22:21) 5. markin L] eh
o5 maforth 50 k ' 1Salmonelia arironae 51 .50
tSalmonello arizonas | 50 k tas {Ar.1,3:13,14;-)
(Ar-¥a,9b:29:20) 5. kabets &1 i
tSalmondlla arisonss | 50 (k) 0 {Solmonella arizonae | 51 i
{AT.Ba, 0b:22:11) . (Ar.1,2:33:91)
1Salmonslly arsonas | 60 k I 5. dan [3] k
(AT.02 De:20; 28) 8. averschia 51 v
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FAMILY 1 INTEROBACTERIACHAE

TABLE &7

: ‘(‘U:ﬂ fnued

Antigen Antigen
Species or seratype H Species oF serolype
o R - o e -
Phase § Phase I Phase 1
tSalmonella arizunar 51 L z 18. bockenkeim 1,53 T tn
(Ar.1,2:23:31) {Salmonelle arizynae 53 ™
*5. askraal 51 lLim — (AT £:28:21)
& antaalova &1 T 1.8 tSulmonella arizonae | 83 zn
8. treforest 1,81 z 1,8 {(Ar.l 4-26:28)
1Sal menella urizonae 5l 2a,2y -
(AT}, 2:1.2 5:-) Group 56
35, barmelen 51 2tn - S. tone M b
{Salmonella aritonae | Bl I 2n - 8. roasteben 8 | ed
{Ar.1,2:1,3.110:-) 8. uecle Mo gt
*Salmonelle 51 n e.0,X.2u 5. poeseldorf 8
tSal monella arisenoe -] iz E 8. ochaenwerder 5 k
{Ar1,2:26:31) 5. gteinuerder B 08L8 | ¥
*S. rogpeveld &1 - 1,7
Group 55
Group 52 *8. franorog &5 k
8. fatthek b2 b -
5. utrecht 52 d L5 Group 58
*Salmonstin 82 d €01, 58 "5 artis se b
S. butare 52 e.h 8 *Sulmandia 50 d
5. sainte-marie 52 &t — *Sulmgnelis . ] e,n.x
1Salmonella arizonae 52 L ™ 18almonella arironae; 56 ILEN
(AT 31, 28:21) (ArRI4:1,2,8:=)
tEulmunella arizunas 52 Lv 2u f,'%r'H‘l"z'ﬁl'_.)
(Ar31:23:25) tSalmonrlldurizunae | 56 24.Za2
*Salmonella 52 2 1,5, {Ar.14:1,6,7.8:)
Growp 57
Group 83 *Salmonella 57 gt
tSalmonella arizenae 53 E.Za - tSalmensla arizenge | 57 i
{Ar2,4:13,14:-} X [Ar.34:33:28)
1S8almonella arizonas 53 i F) tSalmenellc arizonae | 51 i
{Ar1,4:33.31) (Ar.34:33:31)
tSalmorntlia arizanae 53 k e,n,x.214 5. locarne 57 In
(Ar.1,7:29:28) ) *S. manombo 57 LI
tSol monella arizonge 53 k z o5, tokat 57 2er
(Ar.] 4:29:31)
18almenslla erizonge 53 k) In Group 58
{AT. 1, 4:28:21) *Salmonellis 58
t8almanella arizonae 53 iv e, DX En t8almanelic arizenae | 58 Lv
{Ar.} 4:23:28) (Ar1,33:23:28}
5. midhuret 53 Lizn HT tSalmonella grizonge | §8 lv
t8almonella arizonae 53 r x (Ar.1,33:23:21)
(ARY, £:24.31) *S. basel 53 Lzu,zm
tSalmonella orzonae | 53 r I tSalmanella arizonar | 58 r
(Ar.1,4:24:21) {Ar1,33:74:28)
18almonella anzonae 53 T Zue 1Sclimonellaarizonae | §8 T
{AT.},4:24:38) {Ar.1,33:24:25:
tSalmonello arizonae 53 ] 1,57 (39): [40,,40.]
(Ar.1,4:31;20) tSalmonella aritonae | 58 41
“Zalmanella 583 t I {Ar.1,33:26:31}
tXulmantllo amtongs 53 Ii Ima _ tSalmonella arizonael 58 T4
(Ar.] 4:1,2.5-) (Ar],32:26:21)
(Ar.1,4:1.2.8:7)
5. humber 53 Lo, Ine —- Greup 59
t8almonzdla aritonce 53 FPETT —_ tSalmonelia arizonar | 5% L]
(AT, 4:1,3,10:-) (Ar. 19 32:28)
tSatmonella arizonae 53 ETE T — tSalmonella arizonae | §9 i
(Ar.l 4:1,8,7.-) {Ar.18:33:31)
{Ar) 4:1.6,7.8:5) tSalmantlla arizonae | 59 i
tSalmonells arironae §3 ¢ LM (Ar19:32:21}
(AT 4:27:21) *S. betioky 5¢ k
tSaimonella arizonae 53 In - tSalmonella orizonae | 59 k
(Ar.),4:16,17,18;-}

(Ar.18:28:25)
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- PAKRT 8 GRAM NEGATIVE FACULTATIVELY ANALRORIC 1RODS

Spxecies or serotype

4]

1Salmonella arzenna
(Ar.19:22:26)
{8almonella arizenas
(Ar.)9: 22:11)
tSalmonella aritonas
(Ar.19:22:21)
tSulmensila arizanoe
(Ae39:1,2,8,:-)
{Ar.19:1,2,6:-}
{Salmonella arisonse
(ArJ9:27.25)
tSalmonells anzonar
(Ar.39:27:40n, 10c)
1Salmonella amzonae
{Ar.19:10,17 18:-}
tSalmonells urizonas
(Ar.20:17,20; )
1Salmonzlla arizonae
{Ar.10:20;-)

Group 00
*5. aetuybal
t8almonella arseonar
{Ar.24:33:21)"
tSalmonella urronoe
(Ar.24:29:20)
tSalmonella grizonas
(Ar.24:28:31)
tSalmonella arizonoe
(Ar24:26:21)
1Sulmoneila arizonas
(Ar.24:72:28)
tSalmonelia arizonas
(Ar24:23:31)
{Salmonellaarironae
{AL.24:24:28)
t8aimonelia areenae
(Ar.24:24:31)
18almoneila arizonae
(AT 24:24:25%
*8. luton
1Salmonstin arizonas
(Ar24:27:31)
tSalmenella crizonas
(Ar.24:26:21)
150l monel la arizonae
{Ar.24:28:25)

Group 81 .
tSalmonetia aritanae
(Ar.26:32:30)
tSalmonells arizonae
{Ar.26:32:21)
tSalmonella anzonae
(Ar.26:33:29)
*3. edlbek
tSalmanella rironas
{Ar.26:33:31)
tS5almonelia arizonae
(Ar.26:33:21) -
tSalmenella arizonae
{Ar.26:33:25)

&9

59

50

2

2 B8 28 &8 B &2 8 2 8 & 2 38

61

61
L}

61

81

‘TARLY &.%

Antigen

Plase §

&)
ik},
x)

LT
£31)
b1l

£,m,t
i

H

Phase }

e.n, 1,5

Kb

3T

2, 0. %, 5

L2

w

€0, 5. tn

£,.0,X, 51

Cantin wed

Slwrcies ar serolype

Anligen

Phase 1

1Sulrmonella arizonas
(Az.20:20:30)
{Salmanetla arizenas
{Ar.28:22:25)
tSalmonells arironas
(Ar.26:23:30: [40,,
40p]
1Sulmonella erizonoe
{Ar.20:23:31)
1Salmonello arizpnae
(Ar.26:23:21)
tSalmonellc arizonas
{Ar.26:23:25)
1Salmonelia arzunae
(Ar.26:24:30)
tSalmeonella arizonae
(Ar20:24:28)
tSalmonello arizanas
(Ar.20:20: 25}

Group #2
tSal monelle arizonae
(Ar#:13,14:-}
18nlmonella arizunae
{Arg:1,2.5:-)
tSalmonella arizonae

{Ar8:1,7,8:-}

Grogp 63
tSulmonella aricunae
(Ar.8:13,14:-)
1Sulmonella arizonae
(Ar0:1,7.8:-)
1Salmontila arizonoe
{Ar.B:17,20:-}

GCroup 64
tSalmonslls arizonae
(Ar 29:32:31)
t8almonella arizonae
(Ar.29:33:31)
tSalmenella arzonae
{Ar.(5),29:33:121):
[40n, 40b])
tSalmonella orizonae
(Ar.{5),20:29:30)
*Salmanella
{8almoneila arironae
(Ar.29:29:25)
t1Salmonelio ur'ronae
{Ar.29,23:31)
tSalmonellc arizonas
(Ar 29:24:31)
{Ar.(5).20: 24:31)
tSalmenella amizonae
{Ar29:27.31)
*Salmonella
tSalmonella arizonae
{Ar.(5),20:17,20:-)
tSalmonella arizonas
(Ar.29:28:28)

8l

8l

L3}

L1

61

1]
54

a4

k

{k}

| £ 0]
LI Y ]

LB, T leav)

[zaal: [2as]

1,67

*.0, X300




Spetiet or setolyie

L

Groyp 65
1Sulmuni o urizunae
(Ar.$0:32:25)
tSalmonelly orisenae
(Ar3:22:31)
tEalmonelln arizonae
(Ar 30:22:71%
tSalimonelia arizonae
(AT.30: 22, 28}
$Sulmonelic orizonage
(Ar.30:25:30)

& B & 8 &

&}
k)

k)

1

Ciwles 07 wrinlype

Rl m el wrizenae
; (AT 3002331
tEul el wrtzon s
(AT 302325
18l munslio urircnae
(AR MR 27 28
tSalmonella urrznnae
(Ar.a:26:31)
tSulmerally arizonae
[AT.30:26-21)
tSelmunella urzonae
(AT.20:26:25)

65

]

I

1% )

Plgwe 2
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5)

6}

7)
8)

9)

10)

11)

12}

13)

= 93 =

BIBLIOGRAFIA CONSULTATA

Kauffmann, F. (1966). The bacteriology of Enterobacte-

riaceae. Einar Munksgaard, Copenhagen.

Edwards, P.R., & W.H. BEwing. (1973). Classification of
Enterobacteriaceae. Burgess Publishing Co.

Bergey's Manual of Determinative Bacterioloay.{1974).VIII
Edizione., Williams and Wilkins Co., Baltimore.

Ribeiro, A.M. (1974). Le chantillonage pour le control hy-
gienique. In "Simposioc Internazionale sulla mi-
crobiologia degli alimenti". Milano.

Buttiaux, R., H. Beerens & A. Tacguet. (1975). Tecniche
batteriologiche. DEMI, Roma

Ewing, W.H.{1972). Isclation and identification of Salmonel—:
la and Shigella. U.S. Dept. Health, Educ. Wel-
fare. (DHEW) Publ. n. 72

Hajna, A.A. {1955). Public Health Lab. 13: 59.

Amies, C.R. (1967). Can. J. Publ. Health. 58: 296

Istituto di Ricerca sulle acque {(a cura di) (1973). Meto-
di analitici per le acque. Vol., III. CNR Roma

Fantasia-Mazzotti, M. & L. Villa. (1977). L'analisi bat-
teriologica delle acque. Rapporto tecnico
Istisan 1977/8. Roma

Geldreich, E.E.. (1975). Handbook for evaluating water bac-
teriological Laboratories. U.S. Env. Prot. Agen-
cy (EPA)} 670/9 - 75 - 006. :

Edel, W. & E.H. Kampelmacher. (1968). Comparative Studies
on Salmonella isolation in eight european la-
boratories. Bull. W.H.O. 39: 491.

Edel, W. & E.H, Kampelmacher. (1969). Salmonella isola-
tion in nine european laboratories using a
standardized technique. Bull. W.H.O. 41: 297.



14)

15)
16)

17}

18)
19)

20)

21)

22)

23)

- 94 -

Edel, W.& E.H. Kampelmacher. (1973). Comparative studies
on the isclation of "subletally injured" sal-
monellae in nine eurcpean laboratories.

Bull. W.H.0. 48: 167."

Association of Official ﬂnalytical Chemists (a cura di)
{1975). Official Methods of analysis. XII E4.

Edwards, P.R. & M.,A, Fife. (1961). Appl. Microbiol.
9: 478.

Tiecco, G. & G. Piccininno. {(1964). Micrometodo per la
identificazione rapida di Peoteus-Providencia.
Atti XVIII Conv. SISVET pag. 576.

Kauffmann, F. & A. Petersen. (1956). Acta Path. Micro-
bicl. Scand. 38: 481

Tiecco, G. (1975). Microbiclogia degli alimenti di corigine
animale. Edagricole. Bologna. _

Ewing, W.H. & B.R. Davis. (1970). Media and tests for
differentiation od Entercbacteriaceae. DHEW
Publ. n. 73 - 8236.

Losite, G. (1977). Sierotipizzazione delle salmonelle.
Annali Ist. Sup. San. 13: parte III. pag.683.

Spicer, C.C. (1956). J. Clin. Path. 9: 378.

Edwards, P.R. & A. Kauffmann. {(1952}). J. Clin. Path.
22: 692.



A . | i, SRR —

e D e o cmmm T o e e AR e

- — o — — o m o Tt oo

B

La responsabilitd dei dati scientifici e tecnici pubblicati nei
rapporti ISTISAN & dei singo!i autori.

i_a riproduzione parziale o totale dei "Rappoerti ISTISAN!
deve essere preventivamente autorizzata dai competenti

Direttor! di Laboratoric o Servizio.

A cura del Servizio Documentazione dell!'lstituto Superiore

di Sanits, Viale Regina Elena, 299 - Roma

FEBBRAIO- 1979



