Un nuove terreno per la determinaiione simultanea
della triptofano desaminasi, della beta-galattosidasi,
della motilita ¢ dell’indolo

Evio ROMAGNOLY
Laboratorio di Igiene del Territorio, Istituto Superiore di Samité

Riassunto. -— L’autore deserive un terreno per la determinazione si-
multanea, in un unico tube, della triptofano desaminasi, della beta—galatto-
sidasi, della motilitd e dell’indolo.

Summary (A medium for a simultaneous assay of l-iriptophane desaminase,
heta—galactosidase, motility and indole production). —— The author describes
a medium for a simultaneous assay, in a single tesi—tube, of ltriptophane
desaminase, beta—galactosidase, motility and indole production.

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

Il terreno che sembra piii pratico & quello descritto da Giammanco e
Carmeni [8], perché consente la ricerca simultanea della beta-galattosidasi,
della motilita e, dopo aggiunta di una soluzione di cloruro ferrico, della feni-
lalanina desaminasi. Questo terreno & stato utilizzato nel lavoro di routine del
labhoratorio, preferendolo anche ad un altro, da noi preparate, che peré non
consentiva di mettere in evidenza la motilitd dei germi.

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

Le modifiche consistone in;

1) aggiunta diretta nel terreno della fonte di ferro (citrato di ferro ed
ammonio verde) per la determinazione della desaminasi, pratica gia effettuata
da Hansen e Coll. [9] in un terreno per la determinazione della fenilalanina
desaminasi;

Ann. Tat, Super. Suniltd (1973) 14§, 763-708



T61 TECNIUITE E METODOLOGT

2) sustituzione della 1fenilalanina con I-triptofano: questo amimoacido
consente di determinare non solo lan desaminasi ma anche la produzione di
indolo. Infatti, come noto. I'indelo & un prodotto del metabolismo del trip-
tofano; il chetoacido risultante dalla desaminasi sara. in queste caso. "acidn
indolo—3—piruvieo:

3) aggiunta di Fween 80; questo favorisce ed evidenzia la desaminasi
con una piit netta formazione di colore. Alla concentrazione usata non si
evidenzia l'idrolisi del Tween da parte di alcuni batteri {es. Serratia, Yersi-
nia enterocolitica).

A questo terreno & stato dato il nome TOMI agar (TDA, ONPG, Motilita.
Indolo). Ricordiamo brevemente F'utilita dei tests verificabili col terreno pro-
posto: il saggio della desaminasi consente di diseriminare tutti i ceppi appar-
tenenti ai generi Proteus e Providencia, quello della beta—galattosidasi tutti
i ceppi fermentanti il lattosio, compreso i lento—fermentanti. Le determina-
zioni poi della motilitd e dell’indolo costituiscono ulteriori importanti dati
differenziali.

MATERIALI E METODI

Composizione del terreno base.

Estratte di lievito e ... g9
Trypticase BBL oppure tryptone leco ... g0
NaCl . . .. .. .. .. ... 8
Citrato di ferro ed ammonio verdt- e e .. g b
ltriptofane . . . . . ... .. ... .... g0
Agar ., . .. L L 0o oo g 035
Tween 80 . . . . . « &« « - « = v v v v - . . mlil

Acqua distillata . . . . . . . . . ... .. . ml8-pH T2

Preparazione.

Sciogliere il triptofano a caldo {ca. 70 9C.), aggiungere gli altri componenti
e sterilizzare a 120 °C per 15 minuti. A questo terreno base, sterilizzato e
raffreddate a circa 60 °C aggiungere 20 ml della seguente soluzione steriliz-
zata per filtrazione (Seitz o Millipore):

Nﬂ.zHPO;....---........... gU,S

ONPG (*) .. . o v i v i i ii i . g5
HgO....................mllﬂ(l

(*) O-Nitrophenvl-heta—D-galactopyranoside. Koch Light Laboratories (cod, 4276-00).
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Mescolare ¢ distribuire in provettine sterili (ca. 80 x 13 mm) in ragione
di ml 2,5-3 per provettina. Lasciare solidificare a cilindro.

Conservare a -+ 4 °C al buio dove si mantiene utilizzabile per circa sei
settimane. Il terreno & instabile alla hice; se esposto alla luce diretta dopo
24-48 ore compare una lieve colorazione verde che si accentua nei giorni
successivi,

Semina ¢ lettura.

Seminare per infissione ed incubare a 37 °C per 24 ore.
Lettura:

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

- presenza desaminasi (TDA): formazione colorazione nero-bruma o
nero—verde alla superficie del terremo;

— motilitd: diffusione del germe dal canale di semina;

- produzione di indolo: aggiungere ml 0,3 del reattive di Kovacs, ro-

teare leggermente il tubo; in caso di presenza di indole si sviluppa un colore
rosso nel reattive,

Nei ceppi TDA - si hanno varie sfumature di colore: in genere, Proteus
mirabilis ¢ retigeri danno una colorazione nero—verde, Proteus vulgaris bruno
¢ Proteus morgenii bruno tenue.

Anche nei ceppi ONPGH- si hanno sfamature del colore giallo: le Shi-
gellae danno un colore gialle canarino, il genere Escherichia e la tribi Kleb-
sielleae un colore gialle carico,

Risultati.

F stata controllata I'efficacia del terreno TOMI usandoio in parallelo con
i seguenti terreni:

1) terreno di Giammanco ¢ Carmeni per il confronto della desaminasi,
della beta-galattosidasi ¢ della motilita;

2) terreno Phenylalanine agar (Ewing, Davis ¢ Reavis) per il confron-
to della desaminasi;

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

4) metodo di Ben Hamida e Le Minor (4] per il confronto della beta—

galattosidasi.
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TaBeLLa 1

Comportamento degli Enterobatteri sui terreni TOMI agar
e Kligler Iron Agar

; TOMI K1A
4 - z £ £ g "
g8 EE ]|
|
E. coli (a). . . + i — -+ + AG A —
Crtrobacter diversus . . . . . + — + + AG Afx —
Citrobacter freundii . . . . .|| -+ — +- — AG Afx +
Enterobacter {genere) (b} + — -+ (--) AG A —
Arizona . . . . . . 0 ||[(+) — - — AG Alk +-
Klebsiella (gemere} . . . . .[I + — “Tﬁ‘ — AG A —
Shigella sonnei (c, d) . i + — — — A Alk —_
Shigella flexneri (e) I _:_J v A Alk -
Salmonella . . . . . .. .|| — — (+)Y | — AG/A Alk {4)
Edwardsiella . . . . . . . . ‘ — — + + AG Alk
Proteus vulgaris. . . — + + AG Alk 4
Proteus mirabilis . — + — AG Alk 4
Proteus morganii . . . —_— + - AG/A Alk —
Protens rettgeri . . . . . — + + A Alk _
i Providencia, . . . . . . . .| — + + AjAG Alk s
|
v = comportamento variabile:
{ ) = eomportamentn nella maggior parte dei casi;
A = acidificaziene del terreno, viraggio al gialle;
AG = acidificasione del terrenn ron produziene di gas:
Alk - alcalinizzasione del terrenu, colore rossn imvatistn;

H,5 L == annerimento. pii o mene diff awo, del eifindrs,;

KX = lentg fermentazivne,

{n} Nella tabella non & ripartato il groppo Alkelescens-Dispar, comprendente ceppi eonsiderati eonte E eoli

immuhili, agusogeni. ONPL positivi o negativi.

(b} La Serraria ha sul terrens TOML comportamento anuloge agli aliri hatteri delta tribi Kfebsieilene; sl
terrene KIA, nella maggior parte dei casi, non fermenty il laltosio ¢ la produzinae di gas in destrosio & variabile.

{cy Wom & possibile includere nelin schema Shigefln dysenterine e boydii paiché queste hannug - per quantn
riguerda la produzione di indole ¢ ' presenza dello bers-galattosidasi — un cumportaments che varia ue
divers: tipi dei due grappi.
(d} La Shigelln sonnei ¢ ON)'; ncl 93 % dvi casi {biotipa A).

le} B Sierotipu 6 pubd essere talvolta ONPG 4.
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Sono stati saggiati 220 stipiti di Enterobatteri precedentemente identifi-
cati, di cui 30 Salmenella, 40 Proteus merabilis, 30 Proteus vulgaris, 18 Proteus
rettgeri, 10 Proteus morganii, 25 E. coli, 12 Klebsiella pn., 12 Enterabacter cloa-
cae, 12 Enterobacter aerogenes, T Citrobacter freundi, 6 Enterobacter hafniae,
I Serratia, 13 Shigella sonnei, 8 Shigella flexneri. 11 terreno TOMI ha dato
risposte eguali a quelle ottenute con i terreni e la reazione di confronto.
B interessante rilevare che risultati simili si sono avuti anche con stipiti dai
caratteri anomali: ad esempio 2 stipiti di Proteus morgenii davano debole rea-
zione TDA 4-; lo stesso risultate si aveva con gli altri due terreni. Egualmente
ceppi poco mobili {alcuni stipiti di Proteus retigeri e di S. typht) e ceppi con
scarsa produzione di indolo (4 stipiti di Preteus vulgaris) davano risultati del
tutto simili ai terreni di confronto.

L’uso di questo terreno dovrebbe essere molto utile nelfa normale pratica
di laboratorio, ovviamente associandolo ad altri terreni differenziali come ad
esempio i} Kliger-Iron agar (KIA) oppure il Lysine Iron agar (LIA). Gio
consentirebbe di giungere, nella maggior parte dei casi, ad una diagnosi;
infatti, secondo la nostra esperienza, solo in pochi ecasi di deve ricorrere al-
Pausilio di altre prove come la fermentazione dei carboidrati o la ricerca delle
decarbossilasi {Tab. 1],

Ricevute il 15 novembre 1978,

Aecettate il 21 novembre 1978,
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