4 R. NEGRI e L. von LORCH. — Tipizzazione delle brucelle mediante
il dietilditiocarbamato di sodio (DEDTC) secondo una nuova
metodica.

Riassunto. — Gli AA. hanno cercato di tipizzare sessantuno ceppi di
brucella (ventiquattro stipiti di Brucella melitensis, ventitre stipiti di
Brucella abortus, tredici stipiti di Brucella suis e uno stipite di Brucella
bronchiseptica) mediante un nuovo metodo al DEDTC, modificando com-
pletamente quello di Renoux.

Per la nuova prova & stato impicgato il terreno carota-fegato, men-
tre le piastre di agar-germi sono state preparate con I'usuale tecnica
standard, usata per la titolazione biologica degli antibiotici, impiegando
dei microcilindri per la diffusione della soluzione all’19 di DEDTC.

Con tale tecnica ® stato possibile tipizzare cinquantasei stipiti, sui
sessantuno presi in esame, e la reazione si & dimostrata di facile, rapida
applicazione (lettura in 48 ore) e di semplice e chiara interpretazione.

Contemporaneamente, come ricerche collaterali per la tipizzazione,
sono state eseguite alcune delle prove classiche (produzione di H,S; svi-
luppo sul terreno di Petragnani; prova di Huddleson). Solo la prova di
Huddleson e quella sul terreno di Petragnani sono state concordi, nella
maggioranza dei casi, con la prova al DEDTG, eseguita secondo la tecni-
ca degli AA.

Le letture delle prove al DEDTC si possono schematizzare come
segue:

Brucella melitensis. — Zona di inibizione; anello bianco; fascia di
inibizione; sottile anello bianco latte; fascia di inibizione. Diametro to-
tale della reazione mm 60-64 circa.

Brucella abortus. — Zona di inibizione; anello bianco sfumato; anel-
lo brunastro di inibizione; fascia bianco latte; fascia di inibizione. Dia-
metro totale della reazione mm 30-52 circa.

Brucella suis. — Zona di inibizione; anello bianco; zona di inibizio-
ne. Diametro totale della reazione mm 34-35 circa.

Brucella bronchiseptica. — Zona di inibizione; due anelli bianchi
sfumati, separati da una sottile zona di inibizione; zona di inibizione;
largo anello bianco sfumato alla periferia. Diametro totale della reazio-
ne, escluso 1’anello bianco, mm 32 circa.
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Résumé. — Les auteurs ont tenté de typifier soixante et une souches
de brucella (24 stocks de Brucella melitensis, 23 de Brucella abortus,
13 de Brucella suis et 1 de Brucella bronchiseptica) en se servant d’une
nouvelle méthode au DEDTC, en modifiant complétement celle de Renoux.

Pour ce nouvel essai on s’est servi du terrain carote-foie, tandis que
les plaques de agar furent préparés selon la technique ordinaire standard
que I'on emploie pour titrer biologiquement les antibiotiques, en em-
ployant des microcylindres pour la diffusion de la solution au 195
de DEDTC.

Par cette technique on a pu typifier cinquante six souches, sur les
i1 examinées et la réaction est facile, d’application rapide (lecture dans
les 48 heures) et d’une interprétation simple et claire.

On a conduit en méme temps des recherches collatérales en faisant
un certain nombre d’essais classiques (production de H,S; develop-
pement sur le terrain de Petragnani; essai de Huddleson). Seulement
l'essai de Huddleson et celui fait sur le terrain de Petragnani ont 6t6,
dans la plupart des cas, en accord avec I'essai au DEDTC fait selon la
technique des auteurs. |

La lecture des essais au DEDTC peuvent se résumer comme suif -

Brucella melitensis — Zone d’inhibition: anneau blanc; bande d’inhibi-
lion; leger anneau blanc comme le lait; bandeau d’inhibition; diameétre
total de la réaction env. 60-64 mm.

Brucella abortus — Zone d’inhibition; anneau blanc estompé; an-
neau brundtre d’inhibition: bandeau blanc de lait; bandeau d’i1"|hi])ition.
Diamétre total de la réaction env. $0-52 mm.

Brucella suis — Zone d’inhibition: anneau blanc ; zone d’inhibition.
Diameétre total de la réaction env. 34-3% mm.

Brucella bronchiseptica — Zone d’inhibition; deux anneaux blancs
estompés, séparés par une mince zone d’inhibition; zone d’inhibition:
large anneau blanc estompé a la périphérie. Diamdtre total de la réac.
tion, anneau blanc exclu, env. 32 mm.

Summary. — The writers attempted to type 61 strains of brucella
(24 stocks of Brucella melitensis, 23 of Brucella abortus, 13 of Brucella
suts and one of Brucella bronchiseptica) by means of a new DEDTC
method, entirely modifyng the Renoux method.

For this new trial, carrot-liver medium was used, while the agar
plates were prepared by the ordinary standard technique used for bio-
logical titration of antibiotics, utilizing micro-cylinders for diffusing 19/
of DEDTG through the solution.
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With this technique it was possible to type 56 stocks out of the
h1 tested, and the reaction was shown to be easily and rapidly applied
(readings in 48 hours) and simple and clear to interpret.

At the same time, there were carried out for comparative purposes
several of the classical tests (IS production; development on Petragnani
medium; Huddleson test). Only the Huddleson test and the test on Pe-
tragnani medium agreed, in most cases, with the DEDTG test carried
out according to the present writers’ technique.

The DEDTC test readings may be outlined as follows: -

Brucella melitensis — Zone of inhibition; white ring; band of inhi-
bition; fine milk-white ring; band of inhibition. Total diameter of
reaction, 60-64 mm. approx.

Brucella abortus — Zone of inhibition; shaded white ring; brownish
inhibition ring; milk-white band; band of inhibition. Total diameter
of reaction, 80-52 mm. approx.

Brucella suts — Zone of inhibition; white ring; zone of inhibition.
Total diameter of reaction, 34-3%5 mm. approx.

Brucella bronchiseptica — Zone of inhibition; two shaded white
rings, separated by a fine zone inhibition; zone of inhibition; wide
shaded white ring at the periphery. Total diameter of the reaction,
excluding the white ring, 32 mm. approx.

Zusammenfassung. — Die Verfasser haben versucht, die Typenbe-
stimung von 64 Brucella-Stimmen (24 Stimme der Brucella melitensis,
23 Stimme der Brucella abortus, 13 Stimme der Brucella suis und 1
Stamm der Brucella bronchiseplica) mittels eines neuen DEDTC-Ver-
fahrens unter volliger Aenderung des Renoux’ schen Verfahrens vor-
zunehmen.

Fir den neuen Versuch wurde ein Nihrboden aus Karrotten und
Leber verwendet, wiihrend die Agarkeimplatten nach dem iiblichen Stan-
dardverfahren hergestellt wurden, das auch fiir die biologische Titrie-
rung der Antibiotica angewendet wird, wobei Mikrozylinder fiir die
Verteilung der 19, igen DEDTC-Losung benutzt werden.

Auf diese Weise war es moglich, die Typenbestimmung bei 56 von
den 61 untersuchten Stimmen vorzunehmen, wobei die Reaktion schnell
und leicht durchzufiithren (Ablesung nach 48 Stunden) und einfach und
cindeuting auszulegen war.

Als Nebenversuche wurden gleichzeiting einige klassische Proben
durchgefiihrt (Herstellung von H,S, Entwicklung Versuch sowie der Ver-
such mit dem Petragnani-Niithrboden ergaben in der Mehrzahl der Fille
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eine Uebereinstimmung mit der nach dem Verfahren der Verfasser dur-
chgefithrten DEDTC-Probe. .

Die Ablesung der DEDTC-Proben kann wie folgt schematisiert
werden :

Brucella melitensis — Inhibitionszone, weisser Ring, Inhibition-
sgiirtel, diinner milchweisser Ring, Inhibitionsgiirtel, Gesamtdurchmes-
ser der Reaktion etwa 60-64 mm.

Brucella abortus — Inhibitionszone, verschwommener weisser Ring,
briaunlicher Inhibitionsring, milchweisser Giirtel, Inhibitionsgiirtel, Ge-
samtduchmesser der Reaktion etwa 50-52 mm.

Brucella suis — Inhibitionszone, weisser Ring, Inhibitionszone, Ge-
samtdurchmesser der Reaktion etwa 34-35 mm.

Brucella bronchiseptica — Inhibitionszone; zwei verschwommene
wiesse, von eine schmalen Inhibitionszone getrennte: Ringe; Inhibi-

tionszone; breiter weisser, aussen verschwommener Ring; Gesamtdur-
chmesser der Reaktion ausschliesslich des weissen Rings etwa 32 mm.

1

[l metodo comunicato da Rexoux (*) sulla differenziazione delle
varie specie di brucella per mezzo del DEDTC, ha senza dubbio portato
un contributo notevole in questo campo. Detta sostanza, fatta dilfondere
su una piastra di agar-germi, provoca delle reazioni tipiche per ogni
stipite di brucella. |

La tecnica dell’autore francese & la seguente:

In piastre di Petri, del diametro di cm 7, si versa dell’« Albimi-agar » per uno stra-
to di mm 2 di spessore; solidificato 1'agar, le piastre vengono asciugate per 3 ore in
termostato a 37°C.; si prepara una sospensione batterica aggiungendo circa cm® 4 di
soluzione fisiologica ad una coltura, dell’etd di 36-48 ore, dello stipite in esame, colti-
vato su « Albimi-agar » o su agar-fegato (la densith della sospensione & circa quella del
campione n, 2 dell’opacimetro di Mac Farcanp). Detta sospensione viene distribuita su
tutta la superficie di una piastra di « Albimi-agar » e il liquido in eccesso viene aspirato
con pipetta Pasteur; le piastre, aperte, vengono poste in termostato a 37°C. per una
ora, onde favorire l’assorbimento della sospensione batterica da parte dell’agar. Si
prepara estemporaneamente una soluzione all’19, di DEDTC in acqua distillata sterile;
dei dischetti di carta da filtro, sterili, del diametro di mm 11, vengono imbevuti della
soluzione di DEDTC e posti al centro delle piastre che si incubano a 37°C. per 3 gior-
ni; indi s8i esegue la lettura su fondo scuro,

L’azione del DEDTC si esprime in modo diverso nei confronti delle tre specie di
brucella: ’alternarsi di zone di inibizione, di anelli di marcato sviluppo batterico e
di qualche reazione cromatica permette di differenziare gli stipiti in esame.

Recentemente OrtEnzi (2), controllando il metodo di Renoux, ha
confermato la possibilita di differenziare, in modo ben definito, le tre
specie di brucella impiegando il DEDTC.



B

*BOIID ZS-OS WIUI JUOIZBII B[P 28101 OIISWEIP
€9-S wur BOID Ip QUOIZIQIUI TP BIOSB] f9-§ W BOID IP
‘21UIpPIAD US(Q 311B[-0DUBIQ BIOSB] {S- W BdIID IP dUOIZIqIUT
Ip omseuniq Ofdue Sb-€ wir BOID Ip ‘91USpIad odod ‘ojeur
-nJS 0dUBIQ O[[dUB f9I WU BOID IP OIDWEIP [3P JUOIZIqIUT

ID BUOZ :D.ISDIF DJjop 0.1U39 [P DINSess VA0 «8F DD 04N

‘(suorzear B[ OI[F2UI AIBIZUIP
~1A3 13d OIPUI[ID0IOTUI [T 0I[01 O1BIS Q) §$MIL0GD D]j2onig E[[AP

suorzeax eotdn ] uod enserd 1p BYRIS010) ‘D ITHJ P v20L]

‘SNLYOTY VITAONYE - € "N 104

"BOID Y9-09 W JUOIZB3I B[P I[€101 OIIDWEIP
€OI-g U BOIID IP BZZ3YSIe[ B[[9P SUOIZIQIUT IP BIOSE] {€-Z wu
BOIID IP 9IUSPIAD USq 91IB[-OOUBIQ O[[AUE J[13108 £9-S wWIUI BIIID
Ip ®zzoySIe] B[[AP JUOIZIQIUI IP BIOSEJ fOUIISI [[€ OIISBUNIQ
O[[9UE UN BP OJBPUOIIID ‘OUINULJ[E OJBWnJs ‘P-£ wur edIm Ip
OJUBIQ O[[SUB fOZ-§I WU BOID IP OJIDWEIP [SPp IUOIZIqIur
Ip BUOZ :D.4IsDId DJJap 041U20 [DP DIINSGIS2 ‘D0 @b DD DINIIeY

‘(QUOIZB3I B[ OI[SoUI 2IBIZUIPIAD
19d “OIPUIIOIOTW [I 01[0) OIBIS J) Sisudiifous DJ1InLg E[[RP
Juorzeas eordn e] uod enserd 1p eye18010) DI [P P2OAJ

‘SISNALITIW VITHIONYL - "I "N "104

*Dotpolawe paonu pun opuosas (O LCHI) 01pos 1p 0IDIPGAPI0IIIPIIIAIT |1 2IUDIPAU 3][29n4q B]]3p 2U01ZDZZ1d11 DT - HOMOT NOA “T 9 T¥OEN "M



‘BJID ZE ww (oduelq
O[[oUg,] OSN[IS3) JUOIZEII E[[SP I[BIOI OIDWEIP 9-§ ww
BOID Ip “Brrdjraad e[e OIBWINIS ‘OdUBIQ O[[oUEB 0FIe[ € UNU
BDIID TP QUOIZIQIUI TP BUOZ (I WU BOIID IP JUOIZIQIUTI TP BUOZ
311308 eun ep neredss (OUNISBID -1 WW EDID IP) DBWUNYS
IJoueBIq [[[SUEB NP {0I-6 W BOID [P OIIDWEIP [P JUOIZIQIUT
[P BUOZ :DAISDIG DJJap 043U |Dp DIINT52 D0 W9F DO DINIIPT

‘(ouoIzea1 e[ on8dw JIBIZUIPIAY Iad
‘OIPUI[IDOIONWI [I OI[01 0IBIS Q) DIFasIYIU0LG DJJ2INIG B[[OP
auorzear ed1dn e[ uoo enseld 1p eyeiSo10y [ LT P Dr0.]

“VOILJASTHONOYE VT17140Ndd - ¢ "N 104

"BOID SE-PE wnu suorzeax e[ap
9[B101 OIPWEIP ¥ W BDID Ip JUOIZIQIUI 1P BUOZ (S~ w
BJIID TP OJUBI] O[[UE {1 WILI BJIID IP OIIDWEIP [Sp JUOIZIqIUr
Ip BUOZ :.1501d DJIAP 041120 PP DUNSES? D0 H9F DIV V.ANIIIT

‘(duoizesx B[ orSswr a1eIZ
-uopra® 12d ‘OIPUIIOOIDIW [I O1[01 OIBIS ) SIS Djj2onLg B[P
Juoizear ed1dn e[ uoo emserd Ip eyeiSo10] DL JHT [P PROAJ

'SINS YTIA0NYL - "€ "N "0

"PAIpOIFUL DAoL pun 0puodss (O LA ) 01Pos Ip 0I0WDGADIOMIPIIAI(T [1 2IUVIPIUL 3119n4q 3]]AP 2U0IZDZ 21411 VT - HOWOT NOA *'T 2 NOEAN Y



"BOIID
SS wru suorzear B[P (€10l omPwrerp (SI-FI wrur BOID Ip
QUOIZIQIUT Ip BUOZ BSIB[ OUIdUIJ[E OJBWINJS ‘9~ wIW BOID
Ip ‘OouUBIq O[[QUE {ZI-OI WL BOIID TP OIIQWIEIP [P 2UOIZIqIUI
Ip BUOZ :D.AISDIJ DIJop 041U3D [Pp DIMNEIS2 ‘DO wF DD DANIIRT

*(9UOTZE21 B[ OI[S2WI 2IBIZUIPIAR I3d OIPUIIDO0IOIL [T 0I[0) 0IBIS
Q) StSudIL UL DIJ2INLG WO JUOIZI[OD UT 0IBOYISSE]D 911dns oun
1p eordnie auoizear uod exseld Ip eye18010) :O. L T [P DROA]

‘9 N 10

"BOIID O UIW JUOIZEdI B[[SP 2[B101 OJISWEIP {9 WU BIID P
OUI1S3 [[B OIBWINJS SUOIZIQIUI [P O[[UE {6 W BOII IP OUId]
-Uul J[B BIBWINJS 9]UIWIAI BOURIQ BIOSEY (D LH TP H[BISLID
Ip oisodap un Bp OJBUIIOJ Q ‘BUOZ EIIQP IP OJIUD [B 3[IqBA
-9[II O[[dUB 211108 [I) OF W BIID IP OJIDWEIP [P UOIZIqIUT
IP BUOZ :pAIsDId DJ2p 041U29 PP DINSS2 DI0 wQF DI DINIPT

"(auorZEsa1 B OIfSaur SIBIZUIPTA? I2d OIPUITIDOIDIW [I 03[01 0IB1S
) SisupIIpAL PPN SUWIOD IUOTZI[[OD UT 0IBOYISSLID 11dI1s oun
1p eordrie auorzeas uod exiseld 1p eye18010) (DL JHJ [P Proid

T

Tpaipolanl DaROn PUn Qmuﬁ_nn_»vv. ﬂbrﬁqm.qy Dw_ﬁ...um mmu QuGEGﬂLUuQmummum.uuu.ﬂq N» Nuxﬁmﬁws Nwmwn-xhnm apep U:GMMUNNWAP.« L HlHUﬁO1H NOA " 2 I49aN "9




— 29 —

Poiché la tipizzazione delle brucelle sta attualmente attraversando
un periodo critico per le sempre pilt numerose segnalazioni di stipiti con
caratteri intermedi tra le varie specie, c¢i & parso interessante confronta-
re il nuovo metodo al DEDTC con i piu importanti metodi classici, al
fine di procedere alla revisione degli stipiti della collezione dell'Istituto
Superiore di Sanita.

Le ricerche preliminari, eseguite impiegando la tecnica di ReEwoux,
non ci hanno completamente soddisfatti come non ci hanno convinto,
sulla possibilitd di differenziazione, le fotografie riportate nel lavoro ori-
ginale dell’autore francese, per cui abbiamo creduto opportuno cambia-
re completamente metodica

MATERIALI E TECNICA.

A) Ceppi batterici: Abbiamo proceduto alla revisione di sessantuno
ceppi di brucelle, comprendenti ventiquattro stipiti di Brucella meliten-
sis, ventitre stipiti di Brucella abortus, tredici stipiti di Brucella suis e
uno stipite di Brucella bronchiseptica.

B) Terreno di coltura: Abbiamo usato il terreno carota-fegato, solido
e liquido, da noi realizzato (®) e usualmente da noi impiegato per la col-
tura delle brucelle. La rapiditd e ’abbondanza di sviluppo (12 ore per
la Brucella bronchiseptica; 24 ore per la Brucella melitensis, Brucella
aborius e Brucella swis), la costanza delle caratteristiche di specie e di
fase, c¢i hanno indotfo a impiegare detto terreno per le ricerche che sono
oggetto di questa nota.

Il terreno carota-fegato & stato anche usato per tutte le prove colla-
terali di tipizzazione, ad eccezione naturalmente della prova eseguita
sul terreno di PETRAGNANI.

Per la diffusione nell’agar della soluzione di DEDTC all’'19,, prepa-
rata estemporaneamente, abbiamo usato microcilindri di porcellana del
diametro esterno di mm 4,5, diametro interno mm 3,3, altezza mm 5.
Gli stessi microcilindri che vengono da noi usati per la titolazione biolo-
gica degli antibiotici.

Secondo la nostra metodica, relativa alla prova al DEDTC, per ogni
ceppo di brucella da tipizzare vengono preparate delle piastre di Petri,
del diametro di cm 12, e si opera come segue:

In ognuna di dette capsule si versano cm® 21 di agar comune che
si lascia solidificare (agar di fondo). Con la patina-coltura di 24 h del
ceppo in esame si allestisce una sospensione batterica in soluzione fisio-
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logica avente circa 1,8 x 10° cellule/cm® - cm® 6 di agar carota-fegato,
sciolto e ralfreddato a 45°C.-50°C., aggiunti di cm?® 0,25 della sopraddetta
sospensione batterica, si versano nelle piastre, precedentemente prepa-
rate, in modo da stendere una sottile pellicola di agar-germi sull’agar
di fondo. Le piastre si pongono per circa 15’ in ghiacciaia a solidificare,
indi sono pronte per l'uso.

La soluzione acquosa di DEDTC viene preparata estemporaneamen-
te; le concentrazioni prese in considerazione sono: 0,59 ; 19%: 1,5%.
Le stesse soluzioni sono state provate anche dopo 8 giorni dal momento
della preparazione.

Dette soluzioni di DEDTC vengono versate in vetrino da orologio;
1 microcilindri, prelevati con pinza, si riempiono per capillarita adagian-
doli sulla superficie della soluzione; indi vengono deposti al centro della
piastra sullo strato di agar-germi. Le piastre vengono poste in termo-
stato a 37,5°C. e si eseguono le letture dopo 24, 48, 72 ore. Vengono
anche poste in termostato piastre di controllo, preparate con la stessa
tecnica di cui sopra, ma non seminate.

Gid alla 24* ora si nota, sulle piastre seminate, uno sviluppo bat-
terico che si presenta sotto forma di anelli tenui bianchi, intercalati da
zone di mancato sviluppo (inibizione), attorno al microcilindro.

Si notano altresi alterazioni cromatiche del terreno di coltura che si
‘presentano esse pure sotto forma di anelli brunastri o bruno-verdastri,
intercalati tra zone di inibizione e anelli bianchi di sviluppo.

La lettura delle piastre alla 48* ora diventa piu semplice, chiara e
ben definita (Vedi fotografie n. 1, 2, 3, 4). Abbiamo potuto subito rile-
vare che gli anelli brunastri o bruno-verdastri sparivano con I’aumen-
tato sviluppo batterico, evidenziando maggiormente gli anelli bianchi e
le zone di inibizione.

La lettura eseguita alla 72* ora si dimostra meno chiara per l’abbon-
dante sviluppo batterico e meno evidenti risultano le caratteristiche del
fenomeno osservato alla 48* ora.

Le piastre di controllo (non seminate) fin dalla 24* ora presentano
una serie di anelli colorati (reazione a coccarda) attorno al microcilin-
dro; tale reazione cromatica perdura anche alla 72* ora.

Per quanto si riferisce alla concentrazione del DEDTC siamo d’ac-
cordo con Rexoux circa ’opportunitd di impiegare soluzioni estempo-
ranee all'1%; quelle al 0,39 e 1,8% determinano una piu difficile let-
tura: nelle prime gli anelli si presentano pit piccoli; nelle seconde, in-
vece, molto piu grandi e sfumati.

Le soluzioni dell’etd di 8 giorni esprimono il fenomeno in maniera
incostante e non caratteristica.
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Contemporaneamente, come ricerche collaterali ai fini della tipiz-
zazione, abbiamo eseguito la prova della produzione di H,S, la prova
di Huddleson e dello sviluppo sul terreno di Petragnani.

Non abbiamo ritenuto utile 1'impiego della ricerca dell’attivith
ureasica, dato che il suo comportamento si dimostra, come & noto, assai
irregolare specie con gli stipiti di Brucella melitensis.

Inoltre, la mancanza di sieri sicuramente monospecifici, ci ha impe-
dito di ricorrere all’analisi sierologica.

Le prove collaterali sono riportate nella tabella allegata, insieme ai
risultati ottenuto con la reazione al DEDTC, da noi eseguita secondo la
nuova metodica sopra esposta.

DISCUSSIONI E CONCLUSIONI,

Dalla tabella allegata si puo rilevare:

Prova al DENTC. - 1 ventiquattro stipiti contrassegnati in collezione
come Brucella melitensis hanno dato risultati che definiamo tipici per
la costanza dei caratteri, anche dopo ripetute prove (Vedi fotografia n. 1
e sua descrizione), in diciannove casi. I rimanenti cinque ceppi, contras-
segnati con il n. 2, 17, 18, 22, 23, hanno presentato una reazione anoma-
la, non riferibile, neanche per approssimazione, alle altre specie di bru-
cella (Vedi fotografie n. 8 e 6 e loro descrizione). La prova al DEDTC per
queste forme atipiche & stata ripetuta pit volte, ma i caratteri anomali
della reazione si sono sempre mantenuti costanti.

I ventitré stipiti contrassegnati in collezione come Brucella abortus
hanno sempre dato reazione da noi definita tipica per la costanza dei
caratteri, anche dopo ripetute prove (Vedi fotografia n. 2 e sua descri-
zione), _
I tredici stipiti contrassegnati in collezione come Brucella suis han-
no sempre dato reazione da noi definita tipica per la costanza dei carat-
teri, anche dopo ripetute prove (Vedi fotografia n. 3 e sua descrizione).

Per quanto si riferisce alla Brucella bronchiseptica, unico ceppo di
collezione, questa ha dato costantemente la reazione fissata nella foto-
grafia n. 4 e nella sua descrizione.

Da quanto sopra descritto si pud concludere che con la nostra meto-
dica & possibile ottenere per le singole specie di brucella delle reazioni
a caratteri costanti e ben definiti, sia per il numero delle zone di inibi-
zione, degli anelli bianchi di sviluppo batterico, sia per il diametro to-
tale della reazione.
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Anche le reazioni tipiche della Brucella suis e Brucella bronchisep ti-
¢a, pur avendo in comune alcuni caratteri, questi sono ben differenzia.
bili per il caratteristico e grande anello bianco delimitante la reazione
della Brucella bronchiseptica (Vedi fotografie n. 3 e 4 e loro descrizione).

Prove complementari. — Per quanto si riferisce alle prove classiche
complementari da noi prese in esame, possiamo rilevare che la prova di
produzione di H,S & quella che ha presentato un andamento atipico per
un grandissimo numero di ceppi. .

La prova di sviluppo sul terreno di Petragnani ha invece risposto
all’aspettativa, come la prova di Huddleson, nella maggioranza dei casi.

Raifrontando i risultati ottenuti con la nostra metodica al DEDTC,
risultati da noi definiti tipici per la costanza delle caratteristiche di rea-
zione, con quelli della prova di Huddleson e della coltura su terreno di
Petragnani, possiamo senz’altro parlare di concordanza di risultati (Vedi
tabella).

Per quanto si riferisce alle cinque reazioni atipiche al DEDTC, osser-
vate con i ceppi classificati in collezione come Brucella melitensis, pos-
siamo rilevare quanto segue:

Stipite n. 2 — reazioni atipiche: prova al DEDTC: produzione di
H,S; coltura su terreno di Petragnani. La sola prova di Huddleson con-
fermerebbe la specie di Brucella melitensis.

Stipite n. 17 — reazioni atipiche : prova al DEDTC. La .prova di
Huddleson, la produzione di H,S, lo sviluppo su terreno di Petragnani
confermerebbero la specie di Brucella melitensis.

Stipite n. 18 — reazioni atipiche: prova al DEDTC; sviluppo su
terreno di Petragnani. La prova di Huddleson e la produzione di H,S
confermerebbero la specie di Brucella melitensis.

Stipite n. 22 — reazioni atipiche : prova al DEDTC; sviluppo sul
terreno di Petragnani. La prova di Huddleson e la produzione di H,S
confermerebbero la specie di Brucella melitensis.

Stipite n. 23 — reazioni atipiche: prova al DEDTC; sviluppo sul ter-
reno di Petragnani. La prova di Huddleson e la produzione di H,S con-
fermerebbero la specie di Brucella melitensis.

Solo le reazioni sierologiche, con sieri sicuramente monospecifici,
potrebbero forse definire la specie.
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Sta di fatto che il ¢omportamento anomalo rilevato con la prova al
DEDTC # stato anche evidenziato da qualche altra prova classica, in
specie dalla prova di sviluppo sul terreno di Petragnani, che ha mo-
sirato un comportamento atipico solo in quei casi in cui anche la prova
al DEDTC ha dimostrato atipia. In conclusione, con la metodica sopra
descritta, & stato possibile tipizzare cinquantasei ceppi di brucella su i
sessantuno presi in esame.

La reazione si & dimostrata di facile, rapida applicazione (lettura in
48 ore) e di semplice e chiara interpretazione.

Roma — Istituto Superiore di Sanitd - Laboratorio di microbiologia.
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