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RiUflunto. - L'autore descrive un terreno per la determinazione si
multanea, in un unico tubo, della triptofano desam.inasi, della beta-galatto
sidasi, della motilità e dell'indolo. 

Summary (A medium fora simultaneous assay of l-triptophane desaminase, 
beta-galactosidase, motility and inOOk production). - The author describes 
a medìum for a simultaneous assay, in a single test-tube, of 1-triptophane 
desaminaae, beta-galactosidase, motility and indole production. 

Nella diagnostica degli Enterobatteri le ricerche della desaminasi e della 
beta-galattosidasi presentano un notevole interesse pratico come già hanno 
dimostrato numerosi AA. e vari sono i terreni ed i metodi proposti per la loro 
determinazione (1-10]. 

Il terreno che sembra più pratico è quello descritto da Giammanco e 
Carmeni [8], perché consente la rice-rca simultanea della beta-galattosidasi, 
della motilità e, dopo aggiunta di una soluzione di cloruro ferrico, della feni
lalanina desaminasi. Questo terreno è stato utilizzato nel lavoro di routine del 
laboratorio, preferendoto anche ad un altro, da noi preparato, che però non 
consentiva di mettere in evidenza la motilità dei germi. 

Partendo dal terreno di Giammanco e Carmeni sono state apportate a 
questo alcune modifiche che permettessero di determinare la desaminasi senza 
l'aggiunta della soluzione di cloruro ferrico e che consentissero inoltre di met
tere in evidenza la produzione di indolo. 

Le modifiche consistono in: 

l) aggiunta diretta nel terreno della fonte di ferro (citrato tli ferro ed 
ammonio verde) per la determinazione della desaminasi, pratica già effettuata 
da Hansen e Coli. [9] in un terreno per la determinazione della fenilalanina 
d esaminasi; 
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2) ~<uo;tituzionl' dt•lla 1-f•·nilalanina eo11 1-triptofano: quP~to aminnaci1lo 
consentf" di dett>rminan• nun solo la Òt'saminasi ma anclw la produzioJlf' di 
indolo. Infatti, come noto. rindolo è un prodotto dt'l metaholi>~mo dt•l trip
tofano; il ehetoacidu risultante dalla dcsaminasi sarà. in quPstu caso. raci,]u 
indolo---3-piru Yico: 

3) aggiunta di Tween SU; quel"to fayorisce ed evidenzia la desamina~i 
con una più netta formazione di color'{'. Alla concentrazionP usata non si 
evidenzia l'idrolisi del Tween da parte di alcuni batteri (e~. SPrralia, Yer.si· 
ma enterocolitica). 

A questo terreno è stato dato il nome TOMI agar (TDA, ONPG, Motilità. 
lndolo). Ricordiamo brevemente l'utilità dei tests verificahili col terreno pro
posto: il saggio della desaminasi consente di discriminare tutti i ceppi appar
tenenti ai generi Proteus e Provirkncia, quello della beta-galattosidasi tutti 
i ceppi fermentanti il lattosio, compreso i lento-fermentanti. Le determ.ìna
zioni poi della motilità e dell'indolo costituiscono ulteriori importanti dati 
differenziali. 

MATERIALI E METODI 

Composizione del terreno bcuoe. 

Estratto di lievito 
Trypticase BBL oppure 
NaCI .... 

tryptone Difco 

Citrato di ferro ed ammonio verdt' 
1-triptofanu 
Agar 
Tween 80 
Acqua distillata 

Preparazione. 

g 0,3 
g 0,3 
g 0,5 
g 0,03 
g 0,25 
g 0,35 
ml 0,1 
mi 80-pH 7,2 

Sciogliere il triptofano a ca1do (ca. 70 oC.), aggiungere gli altri componenti 
e sterilizzare a 120 oc per 15 minuti. A questo terreno base, sterilizzato t' 

raffreddato a circa 60 oC aggiungere 20 mi della seguente soluzione steriliz
zata per filtraziont' (Sf"itz o Milliporf'"): 

Na2HPO~ 
ONPG (') 
H,O 

g 0,5 
g 1,5 

mi 100 

(•) 0-;'lò"itrophen~·l-heta-D-gala.ctopyranosidc. h.och Light Labofatories (cod. 4276-00). 



)lescolare e distribuire in pro\'ettine sterili (ca. 80 x 13 mm) in ragione 
Ili mi 2,5-3 per provettina. Lasciare solidificare a cilindro. 

Conservare a + 4 °C al buio dove si mantiene utilizzabile per circa :>ei 
settimane. n terreno è instabile alla luce; se esposto alla luce diretta dopo 
24--48 ore compare una lieve colorazione verde che si accentua nei giorni 
successivi. 

Semina e kttura. 

Seminare per infi.ssìone ed incubare a 37 OC per 24 ore. 
Lettura: 

- presenza beta-galattosidasi (ONPG): formazione colorazione gialla; 

- presenza desaminasi (TDA): formazione colorazione nero-bruna o 
nero-verde alla superficie del terreno; 

- motilità: diffusione del germe dal canale di semina; 

- produzione di indolo: aggiungere mi 0,3 del reattivo di Kovacs, ro-
teare leggermente il tubo; in caso di presenza di indolo si sviluppa un colore 
rosso nel reattivo. 

Nei ceppi TDA+ si hanno varie sfumature di colore: in genere, Proteus 
mirabili& e rettgeri danno una colorazione nero--verde, Proteus vul8ari& bruno 
e Proteus mor8onii bruno tenue. 

A.nche nei ceppi ONPG+ si hanno sfumature del colore giaUo: le Shi
gellae danno un colore giallo canarino, il genere Escherichia e la tribù Kleh
sielkae un colore giallo carico. 

Risultati. 

È stata controllata l'efficacia del terreno TOMI usandolo in parallelo con 
i seguenti terreni: 

l) terreno di C-i ammanco e Carmenì per il confronto della desaminasi, 
della heta-galattosidasi e della motilità; 

2) terreno Phenylalanìne agar (Ewing, Davis e Reavis) per il confron
to della desaminasi; 

3) terreno SIM agar per il confronto della motilità e della produzione 
di indolo; 

-t) metodo di Ben Hamida e Le Minor (4] per il confronto deUa beta
galattosidasi. 
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TAliELLA l 

Comportamento degli Enterobatteri sui terreni TOMI agar 
e Kligler lron Agar 

E. coli (a) . 

Citrobacler diversus 

CitrolHu1er .frcrm.Jii 

Enterol>octer (!!:Pncre) (1.>) 

Arizona 

Kleb~iello. (!lenerc) 

Shi1(1!lia 8onnei (r, d) 

Shi1lelia flexneri (~) 

SalmoneUo 

Edward8~lla 

Proteus vulgari.;. 

Prot.eus mirabilis 

Prot.eus morgonii 

Proteus reUgeri 

Provi.dencia, 

.- ~ <nmpu<!•mentn -.riabih·: 

' c 

___ ! 

+ 
+ 
+ 
+ 

(+) 

+ 
l . 
'-~ 

T Il M l 

+ + 
+ + 

+ (-) 

+ 

v 

' l (+) li 
Il ~ + l 
1 '--=-+1~~=+1-=-: +--"'-: l 

!: i: :l 
( ) -~ <nmp,rtarnenln nella ma~~ior put< dei ea.i; 

/4. ~ addi6c .. inne del te<eenn, ,-iraniu al gioii"; 

Al~ oloolinizuziutoe d<l teneno>, co].,ro "'""' ;,.v.ri•to; 

H,~ = omoerimrllt<o. pii< o meno dHf.-.,, ~<l eilindrn, 

~ •-- lenl~ l.rm•rHO'<i""'"· 

AG 

AG 

AG 

AG 

AG 

AG 

A 

A 

AG/A 

AG 

AG 

AG 

AG/A 

A 

AjAG 

"' 

A 

A/x 

A/x 

A 

Alk 

A 

Al l 

Alk 

Alk 

Alk 

Alk 

Alk 

Alk 

Alk 

Alk 

+ 

+ 

(+) 

+ 

+ 

(n) ll;eJia tabella non ~ ripuT1alo il grupl'" Alko]e.,·cn•-IJi,p•r, oompretodent< <eppì "'""deroli <Oill< E. <Qii 

;.,.mu!.ili, a~""'~•ni. ONI'I; l"''iu>·i n ne~olhi. 

(0) Lo S•<rario ha •ul t<neno TOMI «>mpnrtameotn anal.,~o a~li altri batteri d• Ila uihù Kleboirll•a•; •nl 

tenenn AlA, nella mos~ior parte d<i u;i. non forn><Dt• il latto•Ìo ~la prnduoiune di ga• in d<•lrn•Ìo e vari•l>ite. 

(r) l"ou ;, pn;,ibile includere nrlln •ehema Shij!el/n dy .. nl.,ine e /xoyJii pnirhò queote bonn" - per q"""'" 
ri~naedo la prnduzìnne d> ind.,ln c IK pro•enza dello beta-~olatto•ida•i - un rump<>rlamenl<> rh< vario m· 

dinr•i tipi d<Ì ..... s•uppi. 

(d) La Shigel/n •onn<i t 0)';)'1; nel 9~% de> caoi (biotipo A). 

(•) Il Sieroti]"' 6 può ... ~,.talvolta ONPG +. 
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Sono stati saggiati 220 stipiti di Enterobatteri precedentemente identifì
eati, di cui 30 Stdmonella, 40 ProtPUs mirabilis, 30 Proteus rulgaris, 18 Proteus 
rettgeri, 10 Proteus morganii, 25 E. coli, 12 Klebsiella pn., 12 Enterobacter cloa
me, 12 Enterobacter aerogenes, 7 Citrobacter freundi, 6 Enterobacter hafniaP, 
l Serratia, 13 Shigella sonnei, 8 Shigella flexneri. H terreno TOMI ha dato 
risposte eguali a quelle ottenute con i terreni e la reazione di confronto. 
È interessante rilevare che risultati simili si sono avuti anche con stipiti dai 
earatteri anomali: ad esempio 2 stipiti di Proteu.~ morganii davano debole rea
ziontJ TDA +;lo stesso risultato si aveva con gli altri due terreni. Egualmente 
ceppi poco mobili (alcuni stipiti di Proteus rettgeri e di S. typhi) e ceppi con 
~l'arsa produzione di indolo (4 stipiti di Proteus vulgaris) davano risultati dd 
lutto ~imili ai terrt'ni di confronto. 

L 'uso di questo terreno dovrebbe essere molto utile nella normale pratica 
di laboratorio, ovviamente associandolo ad altri terreni differenziali eome ad 
~'·"''mpio il Kliger-lron agar (KIA) nppure il Lysine lron agar (LIA). Ciù 
consentirebbe di giungere, nella maggior parte dei casi, ad una diagnosi; 
infatti, secouùo la nostra ~sl'erienza, solo in pochi casi di deve ricorrere al· 
l'ausilio di altre pruve come la fermentazione dei carboidrati o la ricerca delle 
decarbossilasi lTab. l]. 

flirC!'IIto iJ 15 UOY<>mLre 197!\, 

tcce11111o il 2 ~ nov .. mbre 1976. 
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