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AUTORI

Il manuale “Metodi Andlitici per le Acque” & pubblicato nella serie editoriale “Manuali e Li-
nee Guida” dell’Agenzia per la Protezione dell’ Ambiente e per i Servizi Tecnici (APAT).

Lopera si articola in tre volumi, suddivisi in sezioni (da 1000 a 9040). Fatta eccezione per
la parte generale (sezioni 1000-1040), ogni sezione contiene uno o piv metodi, costituiti da
capitoli, paragrafi e sottoparagrafi.

| metodi andlitici riportati nel manuale sono stati elaborati da una Commissione istituita nel
1996 dall’Istituto di Ricerca sulle Acque del Consiglio Nazionale delle Ricerche (IRSA-CNR),
per |'aggiornamento e I'ampliamento dei metodi riportati nel Quaderno 100 “Metodi anali-
tici per le acque”, pubblicato dall’lRSA-CNR ed edito dal Poligrafico dello Stato nel 1994.
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CNR), dalle Agenzie Regionali per la Protezione dell’ Ambiente (ARPA) e dalle Agenzie Pro-
vinciali per la Protezione dell’ Ambiente (APPA), con il contributo del Centro Tematico Nazio-
nale “Acque interne e marino costiere” (CTN/AIM), ha provveduto ad una revisione critica e
ad una integrazione dei metodi andlitici prodotti dalla Commissione istituita dall’IRSA-CNR.

| metodi andlitici riportati nel presente manuale possono essere riprodotti ed utilizzati purché
ne sia citata la fonte.
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METODI MICROBIOLOGICI - PARTE GENERALE

La presenza di contaminanti di natura biologica nelle acque ha particolare rilevanza per le
possibili conseguenze sulla salute dell’'vomo e/o degli animali. Organismi (patogeni e op-
portunisti patogeni) capaci di provocare malattie trasmesse per via idrica possono essere eﬁ-
minati con le feci di individui infetti, raggiungere I'ambiente acquatico e, attraverso differen-
ti modalita, possono infettare e dare origine a patologie in altri soggetti, garantendo, in tal
modo, la circolazione dei patogeni (circuito fecale-orale). Nelle acque vengono a ritrovarsi
tuttavia anche quei microrganismi generalmente di per sé non patogeni, a prevalente habitat
intestinale, la cui presenza nell’ambiente idrico costituisce un indice indiretto e teorico della
eventuale contemporanea presenza di patogeni. Essi costituiscono il gruppo dei microrgani-
smi definiti indicatori di contaminazione fecale, la cui ricerca costituisce la parte largamente
prevalente dell’esame microbiologico delle acque e quella universalmente praticata. Cid & do-
vuto essenzialmente a motivi di ordine pratico, legati alla relativa semplicita nel rilevamento
degli indicatori a fronte della ricerca dei patogeni. Diverse difficolta pratiche si oppongono
infatti all’'adozione routinaria del rilevamento di patogeni (enterobatteri, virus e parassiti) nel-
le acque, anche se, disponendo di laboratori sufficientemente attrezzati e di personale spe-
cializzato, & comunque possibile effettuare questo tipo di indagini.

L'esame microbiologico delle acque da la possibilita di verificare I'eventuale presenza dei mi-
crorganismi presenti in esse, mediante vaﬁ)ﬁazioni quali-quantitative basate su tecniche ana-
litiche che ne permettono I'evidenziazione e/o lo sviluppo.

Lanalisi microbiologica riveste particolare importanza quando si considerino acque destina-
te all’approvvigionamento idrico-potabile sia in relazione alla loro qualita in funzione del trat-
tamento di disinfezione cui debbono essere sottoposte, sia dopo la loro immissione nella rete
idrica. Analogamente, con il controllo microbiologico si definisce la qualita di acque superfi-
ciali, quando vengano destinate ad usi a rilevanza igienico-sanitaria e di acque reflue che,
con il loro apporto inquinante, influenzano e modificano le caratteristiche del corpo idrico re-
cettore (fiume, lago, mare).

Per la ricerca di microrganismi di natura batterica I'esame si basa, generalmente e di routi-
ne, sulla possibilita di coltivare su idonei substrati, ed in idonee conj’izioni colturali, i batteri
contenuti nell’acqua in esame, utilizzando particolari metodologie finalizzate all’individua-
zione differenziale di specie o di gruppi microbici che si ritengono significativi ai fini del giu-
dizio igienico e/o di qualitd dell’acqua in esame.

| metodi batteriologici tradizionali sono basati sulla semina in idonei terreni di coltura, in ge-
nere liquidi, e sulla incubazione in specifiche condizioni, di aliquote dell’acqua da esamina-
re. Dopo incubazione la presenza o I'assenza del microrganismo ricercato nell’aliquota di
campione seminata viene messa in evidenza sulla base della eventuale variazione smlita dal
terreno insemenzato (intorbidimento, cambiamento di colore, ecc.). Eventuali prove successi-
ve, partendo dalla coltura iniziale, costituiscono prove di conferma alle quali possono fare se-
guito ulteriori saggi per la definitiva identificazione dei microrganismi ricercati.

Utilizzando terreni differenti ed opportune temperature di incubazione, & possibile rendere se-
lettivo il metodo al fine di coltivare solo i gruppi microbici di interesse e, talora, una singola
specie batterica.

Una variante introdotta da tempo nel metodo tradizionale & costituita dalla semina di quan-
tita scalari del campione al fine di pervenire ad una stima probabilistica del numero gi mi-
crorganismi presenti (metodo MPN o del numero pit probabile o dei tubi multipli).

LUanalisi di piccoli volumi di acqua pud essere svolta con la tecnica della semina di aliquote
del campione su/in terreni solidificati all’agar. Dopo opportuna incubazione, il numero delle
colonie sviluppate permette di risalire al numero di batteri presenti per unita di volume del
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METODI MICROBIOLOGICI - PARTE GENERALE

campione, partendo dal presupposto che ogni colonia abbia origine da un solo microrgani-
smo. La semina pud essere effettuata sulla superficie del terreno agarizzato gia solidificato in
iastra di Petri (non & ordinariamente possibile seminare aliquote superiori a 0,1-1 mL) o nel-
E) spessore del terreno all’agar (generalmente non & possibile seminare ohquote superiori a
2ml). E pertonto evidente che questa metodica & utilizzabile solo per mettere in evidenza mi-
crorganismi presenti nel campione in numero relativamente elevato e che quindi siano in nu-
mero consistente in volumi ridoft.
La tecnica che & andata affermandosi negli ultimi decenni & comunque quella della filtrazio-
ne su membrana che permette |'esame anche di grandi volumi di acqua qualora la qualita
dell’acqua lo consenta. Tuttavia, in alcuni casi, la presenza di particellato in sospensione pud
causare |'otturazione dei pori della membrana, fattore che costituisce il limite alla filtrazione
di quantitativi di acqua troppo elevati. Comunque, la metodica della filirazione su membra-
na, oltre a consentire I'esame di elevati volumi di acqua, presenta diversi vantaggi semplifi-
cando le procedure di laboratorio, abbreviandone i tempi operativi anche in Emzmne dei
tempi di incubazione; inoltre consente, ordinariamente, di rilevare direttamente (per conteg-
gio direfto) il numero di microrganismi presenti nel campione esaminato ed & agevolmente
adattabile a situazioni di emergenza.
Diversamente, la ricerca di organismi di altra natura (virus, parassiti, metozoi) comporta I'u-
so di metodo|og|e complesse, generalmente costose, specifiche per I'organismo o il gruppo di
organismi ricercati e apphcob? da personale specmhzzofo Inoltre, generalmente, queste tec-
niche forniscono risposte in tempi lunghi necessitando fasi diverse 3 preparazione del cam-
pione legate anche all’esigenza di concentrare grandi volumi di acqua in relazione all’ampia
variabilita delle concentrazioni dei patogeni neﬂe acque.

844



METODI MICROBIOLOGICI - PARTE GENERALE

6010. Modadlita di campionamento

Il prelievo dei campioni per I'esame microbiologico deve essere effettuato con recipienti puli-
ti e la sterilita & funzione delle determinazioni che devono essere effettuate e del tipo di ac-
qua che si deve analizzare. Poiché il rischio di contaminazione del campione diminuisce
quanto piu sono inquinate le acque da controllare, il prelievo di campioni per la caratteriz-
zazione e/o il controllo delle acque reflue & meno problematico anche se, in questo caso, &
necessario osservare norme igieniche di sicurezza a tutela della salute dell’operatore.
Per i prelievi da effettuare per immersione della bottiglia, (acque superficiali, raccolte idriche
in genere) si devono usare bottiglie sterili incartate prima della sterilizzazione e al momento
deﬁJ’immersione la bottiglia deve essere afferrata con una pinza o con dltro idoneo sistema
che permetta |'apertura del tappo a comando per mezzo di dispositivi adatti.
Le bottiglie utilizzate per prelevare campioni per analisi microbiologiche, non devono mai esse-
re sciacquate all’atto del prelievo. Il risciacquo oltre ad esporre la Eoﬂiglio a possibili contami-
nazioni, asporterebbe daﬁa bottiglia il tiosolfato eventualmente presente.
All'atto del prelievo, la bottiglia sterile deve essere aperta avendo cura di non toccare la par-
te interna del tappo che andrd a contatto con il campione prelevato, né I'interno del collo del-
la bottiglia; subito dopo il prelievo si deve provvedere all'immediata chiusura della stessa.
Nell’eseguire i prelievi si deve sempre avere cura di non riempire completamente la bottiglia
al fine di consentire una efficace agitazione del campione al momento dell’analisi in labora-
torio.
Se 'acqua da esaminare ¢ clorata, le bottiglie di prelievo devono contenere sodio tiosolfato in
concentrazione idonea ad inibire 'azione disinfettante del cloro. Con le concentrazioni di clo-
ro generalmente in uso & sufficiente una soluzione al 10% di sodio tiosolfato, nella quantita di
0,1 mL per ogni 100 mL di capacita della bottiglia aggiunto prima della sterilizzazione.
Per |'esecuzione delle andlisi si deve provvedere al prelievo in bottiglia di quantitativi di ac-
va di poco superiori al minimo necessario per procedere allo svolgimento degli esami ri-
2hiesti. Per la ricerca di patogeni (es. virus, parassiti), e quindi eventualmente per la necessita
di prelevare grandi volumi gi acqua, & opportuno effettuare il prelievo/concentrazione del
campione in situ.
Il campione prelevato deve essere accompagnato da tutte le indicazioni necessarie alla sua
identificazione, quali la data e I'ora del campionamento, il tipo di acqua, la precisa annota-
zione del punto in cui & stato effettuato il prelievo e devono altresi essere trasmesse, con il cam-
pione, tutte le indicazioni concernenti le eventuali determinazioni effettuate in loco e qualun-
que altra osservazione possa risultare utile nella interpretazione dei risultati di laboratorio. A
parte ogni esigenza di natura giuridica, che pud prevedere precise modalita di identificazio-
ne del campione, & comunque assolutamente necessario che il campione venga contrassegna-
to sia con il codice numerico, sia con I'indicazione in chiaro del punto di campionamento.

1. Parametri da rilevare all’atto del campionamento

La raccolta del campione deve essere accompagnata da alcune determinazioni da effettuare
preferibilmente (alcune obbligatoriamente) sul luogo. Si tratta di determinazioni di alcuni pa-
rametri fisici e chimico-fisici che, durante la conservazione ed il trasporto, vanno incontro a
variazioni tali da non consentire piv la loro corretta misurazione in laboratorio. | parametri
da rilevare sul luogo variano molto in relazione al tipo di acqua, all’'uso ed al tipo di analisi
da eseguire.

La temperatura, uno dei parametri che durante la conservazione ed il trasporto del campio-
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ne va incontro a modifiche, va misurata in situ all’atto del prelievo utilizzando un termometro
di idonea sensibilita o una sonda che presenta il vantaggio, rispetto al termometro, di rileva-
re la temperatura dell’acqua anche a differenti profongitd, al di sotto del pelo libero dell’ac-
qua. Il termometro classicamente utilizzato per la misura della temperatura dell’acqua & il co-
siddetto fermometro a pozzetto. Esso & dotato di un piccolo recipiente alla sua estremita, dal-
la parte del bulbo del termometro, solidale con il termometro stesso, nel quale si raccoglie
I'acqua prelevata con I'immersione. Consente alla colonnina termometrica (in genere di mer-
curio) di rimanere al livello corrispondente alla temperatura del campione, per il tempo ne-
cessario ad effettuare la lettura, in quanto il bulbo del termometro continua ad essere immer-
so nell’acqua campionata.

Anche la concentrazione di ossigeno disciolto fa parte di quei parametri che possono anda-
re incontro a modifiche durante il trasporto, modifiche che possono togliere significato alla
determinazione effettuata in laboratorio. La determinazione in loco si effettua con apposite
sonde (metodo elettrometrico) alcune delle quali (le sonde multiparametriche) hanno ilovon-
taggio di consentire la misura di piv parametri.

La concentrazione di cloro attivo, richiesta obbligatoriamente in alcuni casi (es. acque di sca-
rico), deve necessariamente essere effettuata in?oco. Infatti I'eventuale presenza di sostanze
riducenti (in primo luogo le sostanze organiche) determina un progressivo consumo di cloro
durante la conservazione ed il trasporto. La determinazione eﬁeh‘uoto in laboratorio risulta
modificata fornendo valori nettamente inferiori di cloro-attivo rispetto ai valori presenti nel
campione all’origine.

La determinazione del pH deve essere effettuata in loco soprattutto in quei casi in cui la pre-
senza concomitante di sostanze inferferenti, non sempre note, pud provocare sensibili varia-
zioni del valore del pH durante la conservazione ed il trasporto. La determinazione in loco
deve essere effettuata preferibilmente con il metodo elettrometrico. La determinazione con me-
todi colorimetrici (cartine per la misura del pH la cui colorazione assunta, a contatto con I'ac-
qua, viene raffrontata ad una scala cromatica) & da ritenere estremamente imprecisa e da fe-
nere in considerazione solo in situazioni di emergenza.

2. Modalita e tempi di trasporto e conservazione

Tutti i campioni di acqua, indipendentemente dalla loro natura, devono essere esaminati nel
minore tempo possibile. Il trasporto deve avvenire in modo che i campioni siano mantenuti al
riparo dalla luce e ad una temperatura compresa fra +4° e +10°C.
Le alterazioni cui possono andare incontro i campioni prelevati, in seguito alla inosservanza
dei tfempi e/o delle modalita di trasporto, sono influenzate dalla composizione chimica del-
I'acqua, dal pH, dall’azoto proteico, dalla qualita e dalla quantita della flora batterica pre-
sente e da altri fattori indeterminati.
Tra il momento del prelievo e I'esecuzione delle analisi microbiologiche, i tempi massimi con-
sigliati per I'esame di acque dolci superficiali, acque marine e acque di scarico vanno da un
minimo di 6-8 ore, con I'obbligo di non superare un periodo megio di 24 ore. Quando non
sia possibile rispettare i tempi sopracitati, cﬁeve essere considerata la possibilita di utilizzare,
Ehl'neno per alcune indagini microbiologiche, idonei sistemi andlitici portatili o laboratori mo-
LI
Al fine di consentire il mantenimento della temperatura richiesta (+4 +10°C) & necessario usa-
re frigoriferi portatili o contenitori termoisolanti utilizzando, per il mantenimento della tempe-
ratura, apposite piastre frigorifere commerciali, ma evitando comunque il congelamento del
campione (ad eccezione di campioni in cui sono da ricercare virus).
Durante il trasporto le bottiglie devono essere collocate nel contenitore in modo da impedire
il loro rovesciamento e, frcﬁe bottiglie, devono essere collocati idonei sistemi di separazione
per evitare rotture.
Di seguito vengono indicati i tempi massimi raccomandati per la conservazione dei campio-
ni in ?unzione dei microrganismi da ricercare (Tab. 1).
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Tabella 1: Tempi massimi (ancora accettabili) raccomandati per la conservazione dei campioni per analisi microbio-
logiche

Gruppi di organismi da ricercare Tempo massimo (accettabile) in ore

Organismi vitali a 22°C o 36°C 8(12)
Escherichia coli e coliformi 12 (18)
Enterococchi 12 (18)
Batteri e spore di Clostridi solfito-riduttori 48 (72)
Batteriofagi 48 (72)
Salmonella e altre Enterobatteriacee 12 (18)
Enterovirus 48 (72)
Cisti/oocisti di Giardia/Cryptosporidium 48 (72)
Amoebae 48 (72)
Staphylococcus 8(12)
Pseudomonas aeruginosa 8(12)
Legionella 48 (72)
Cianobatteri 48 (72)
Campylobacter 6 (8)

Uova di Elminti (a pH 2,0) 48 (72)
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6020. Lineamenti di tecniche analitiche

METODO A - Tecnica del numero piu probabile o dei tubi multipli (MPN)

La tecnica dell MPN & particolarmente consigliabile per I'andlisi di acque con particolato in
sospensione. Questa tecnica pud essere impiegata come alternativa a quella deh)e membrane
filtranti nei casi in cui si analizzino campioni gi acqua che superino il valore di 1 unitd nefe-
lometrica di torbidita (NTU). | volumi di acqua che possono essere esaminati con questa tec-
nica sono ridotti in considerazione delle difficolta tecniche di preparazione e distribuzione di
aliquote elevate del campione di acqua da esaminare.

Il metodo dei tubi multipli fornisce una stima statistica della densita batterica del campione
analizzato. Si basa infatti sulla combinazione dei tubi positivi e negativi ottenuti inoculando
aliquote del campione in terreno colturale liquido. La precisione del risultato dipende dal nu-
mero dei tubi di terreno colturale liquido insemenzati con I'acqua in esame. Infatti, a meno
che non venga esaminato un gran numero di aliquote di acqua, la precisione del risultato &
piuttosto bassa.

Il risultato si oftiene calcolando il valore dell’indice MPN in base alla formula di Thomas (1):

Numero di tubi positivi-100
MPN/100 mL=

mL di campione nei tubi negativi- mL di campione in tutti i tubi (1)

Tuttavia, il risultato gia calcolato pud essere ricavato, in base alle diverse combinazioni dei
tubi positivi e negativi, da una apposita tabella gia predisposta (Tab. 1). Essa riporta il valo-
re dell'indice MPN corrispondente a diverse comginazioni di risultati positivi e i limiti fiduciali,
al 95%, che indicano il limite inferiore e il limite superiore entro i quali ci si pud attendere,
con una probabilita del 95%, che sia compresa la cf;nsitc‘l reale dei microrganismi.

Procedura

Agitare vigorosamente il campione di acqua da andlizzare. Seminare aliquote scalari del
campione in serie di matracci o tubi multipli contenenti terreno colturale liquido. Il terreno si
prepara a concentrazione tale che inoculi del campione superiori a 10 mL non diluiscano la
concentrazione del mezzo al di sotto di quella del terreno standard. Incubare a temperatura
idonea e per il periodo di tempo richiesto in base al microrganismo da ricercare. Leggere i
risultati in funzione della presenza di reazioni positive e negative (es. torbidita, produzione
di gas, produzione di acido) ed eventualmente procedere oﬂo svolgimento di prove di con-
ferma. Con riferimento alla tabella 1 calcolare i|pvo|ore dellindice MPN riferito a 100 mL di
campione. Quando I'acqua in esame ha una bassa carica microbica é necessario analizza-
re volumi piv grandi. In questo caso, da una semina di 100, 10 e 1 mL si otterra un valore
dell'indice MPN ricavato dalla tabella che dovra essere moltiplicato per 0,1. Se, d’altra par-
te, le quantita seminate saranno 1, 0,1 e 0,01 mL, il valore riportato in tabella 1 dovra esse-
re moltiplicato 10, oppure 100 volte se le aliquote seminate saranno di 0,1, 0,01 € 0,001 mL.
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METODO B - Metodo della filtrazione su membrana (MF)

La metodica della filtrazione su membrana si adatta a tutti i tipi di acqua, tranne che a quel-
le particolarmente torbide. Consente di ottenere risultati in tempi piv brevi rispetto a quecﬂi ri-
chiesti con il metodo del numero piv probabile (MPN); inoltre permette di esaminare anche
grandi volumi di acqua di buona qualita. Presenta diversi vantaggi consentendo di rilevare
direttamente (per conta diretta) il numero di microrganismi presenti nel campione esaminato,
contando le colonie sviluppate su una membrana, semplificando le procedure di laboratorio
e abbreviando i tempi operativi anche in funzione dei tempi di incquzione.

La procedura della filtrazione su membrana permette di contare i microrganismi che, presen-
ti in un campione di acqua, sulla superficie cﬁa”o membrana, posta su terreno di coltura aga-
rizzato, hanno prodotto colonie. Poiché non & possibile determinare se una colonia indivi-
dudle sia formata da una o piv cellule batteriche, il numero di colonie oftenuto si riporta co-
me “Unitd Formante Colonia” (UFC), valore poi riferito, generalmente, a 100 mL del cam-
pione analizzato. Si accetta, pertanto, che una cellula batterica produca una colonia e che la
conta riporti direttamente il numero di batteri presente.

I'accuratezza del risultato dipende dal numero di colonie contate. E necessario, infatti, che il
numero delle colonie sia compreso in limiti leggibili. Un numero di colonie della membrana
compreso generalmente tra 20 e 80 e non superiore a 200 fornisce un risultato accettabile e
statisticamente accurato.

Il numero di microrganismi presenti nel campione esaminato si oftiene dalla equazione (2):

N° delle colonie contate-100 (2)
mL di campione filtrati

UFC/100 mL =

Procedura

Con una pinzetta sterile prendere, in condizioni di asepsi, una membrana di esteri di cellu-
losa con porositd nominale 0,45 pm e, con il lato quadrettato verso I'alto, centrarla sulla
base di un supporto filtrante. Fissare con I'idonea pinza il bicchiere (di vetro Pirex, di ac-
ciaio inossidoEﬂe o di policarbonato) al supporto ﬁr)rante Dopo avere odeguotamente agi-
tato il campione di acqua o |'eventuale sua diluizione, prelevare, con una pipetta (micropi-
petta o pipefta automatica) o un cilindro graduato steri|i, il volume di acqua da analizzare
e versarlo nel bicchiere. Filtrare attraverso la membrana utilizzando una pompa da vuoto
o una pompa ad acqua. Sciacquare i bordi del bicchiere versando acqua distillata sterile o
soluzione diluente. Dopo la filtrazione trasferire la membrana, con il lato quadrettato verso
I'alto, su idoneo terreno di coltura agarizzato in piastra Petri.

METODO C - Metodo dell’agar-germi

Il metodo, con il quale si analizzano piccole aliquote di campione o sue diluizioni, permette
di contare i microrganismi capaci di moltiplicarsi e crescere nello spessore del terreno aga-
rizzato. Poiché si considera cﬁe ciascuna cellula microbica formi una colonia, sarebbe ido-
neo poter contare un numero totale di colonie compreso tra 30 e 300.

Con questa procedura & necessario porre particolare attenzione alla temperatura del terreno
colturale mantenuto liquido che, a temperature superiori a 45°C, potrebbe provocare shock
termici alle cellule microbiche.

Procedura
Seminare in capsule Petri vuote aliquote non superiori a 2 mL del campione o di una sua di-

luizione. Versare, rispettando le regole di asepsi, circa 15 mL di substrato nella capsula con-
tenente |'inoculo. Non superare i 20 minuti di intervallo tra il momento dell’inoculo in capsu-
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la e "'aggiunta del terreno colturale che deve essere mantenuto liquefatto in bagnomaria ad
una temperatura tra i 43°C e i 45°C. Mescolare accuratamente ruotando in un verso e nel-
I'altro la piastra per permettere una completa miscelazione tra il terreno ed il campione. La-
sciare solidificare e porre ad incubare a temperatura idonea. Dopo incubazione, contare le
colonie cresciute e scartare le piastre con crescita confluente. Riportare il numero ottenuto co-
me Unita Formanti Colonia per millilitro (UFC/mL) del campione.

0-0-0 <3 <2

0-0-1 8 <0.5 9 2 <0.5 7
0-1-0 8 <0.5 13 2 <0.5 7
0-2-0 4 <0.5 11
1-0-0 4 <0.5 20 2 <0.5 7
1-0-1 7 1 21 4 <0.5 11
1-1-0 7 1 23 4 <0.5 11
11=1l=1 11 8 36 6 <0.5 15
1-2-0 11 8 36 6 <0.5 15
2-0-0 9 1 36 4 <0.5 13
2-0-1 14 8 37 7 1 17
2-1-0 15 8 44 7 1 17
2-1-1 20 7 89 9 2 21
2-2-0 21 4 47 9 2 21
2-2-1 28 10 150

2-3-0 12 8 28
3-0-0 23 4 120 8 1 19
3-0-1 39 7 130 11 2 25
3-0-2 64 15 380

3-1-0 43 7 210 11 2 25
SF1l=1 75 14 230 14 4 34
2 120 30 380

3-2-0 93 15 380 14 4 34
3-2-1 150 30 440 17 5 46
S22 210 35 470

3-3-0 240 36 1300

SaSal 460 71 2400

S 1100 150 4800

ST >2400

4-0-0 13 8 31
4-0-1 17 5 46
4-1-0 17 5 46
4-1-1 21 7 63
4-1-2 26 9 78
4-2-0 22 7 67
4-2-1 26 9 78
4-3-0 27 9 80
4-3-1 33 11 93
4-4-0 34 12 93

segue
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segue
5-0-0 23 7 70
5-0-1 31 11 89
5-0-2 43 15 110
5-1-0 88 11 93
Erll=Il 46 16 120
Oals? 63 21 150
5-2-0 49 17 130
5-2-1 70 23 170
5-2-2 94 28 220
S0 79 25 190
Sr3Fll 110 31 250
SRS 140 37 340
SRS 180 44 500
5-4-0 30 35 300
5-4-1 170 43 490
5-4-2 220 57 700
5-4-3 280 90 850
5-4-4 350 120 1000
5-5-0 240 68 750
EF57l 350 120 1000
EF572 540 180 1400
EF5R8) 920 300 3200
5-5-4 1 600 640 5800
5555 >2400
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6030.  Generadlita sui terreni di coltura per batteriologia

L'allestimento dei terreni colturali secondo formule e modalita rigorosamente definite & di pri-
maria importanza per assicurare la ripetibilita e la comparabilita dei risultati oftenuti. A que-
sto scopo & consigliabile utilizzare i terreni forniti in forma disidratata, in polvere o in granu-
li, disponibili in commercio. Essi sono meno soggetti a modificazioni nella composizione ri-
spetto a quelle che possono verificarsi quando si vengono a pesare i singoli ingredienti. In
piv, oltre a fornire una maggiore uniformita nella composizione, vengono anche ridotti si-
gnificativamente i tempi ed i costi di preparazione.

In generale, vengono utilizzati terreni a formulazione comp|etc1. In alcuni casi, tuttavia, ven-
gono forniti terreni-base da integrare al momento della preparazione con I'aggiunta dei com-
ponenti mancanti (antibiotici, alcoli, ecc.).

In ogni caso la preparazione di ciascun ferreno deve essere effettuata secondo specifiche in-
dicazioni.

Recentemente si sta diffondendo anche 'uso di terreni gia pronti (in piastre o tubi) e di sub-
strati (in fiale) a cui aggiungere direttamente il campione da analizzare. In alcuni casi si trat-
ta di terreni non riproducibili in laboratorio per la presenza di componenti specifici (es. cro-
mogeni) non distribuiti in commercio.

| terreni forniti sotto forma disidratata rimangono stabili per tempi definiti. Alcuni componen-
ti possono alterarsi, modificando cosi le caratteristiche del terreno stesso. E necessario evita-
re che vengano conservati in ambienti umidi, in quanto igroscopici. Anche I'imperfetta chiu-
sura del contenitore pud comportare una modifica del tenore di umidita.

Un terreno in polvere, lasciato a lungo in ambiente umido, diventa compatto o, in alcuni ca-
si, assume una consistenza viscosa e una diversa colorazione. In ogni caso, il terreno pud for-
nire risultati modificati in funzione delle alterazioni biochimiche subite.

Pertanto la fornitura del laboratorio di terreni disidratati dovrebbe essere rinnovata ogni an-
no ed in ogni caso & consigliabile rifornirsi di limitate quantita di terreno.

| terreni disidratati sono ricostituiti aggiungendo ad un quantitativo specifico di polvere uno
specifico volume di acqua distillata, esente da tracce di metalli e di sostanze batteriostatiche
o battericide e comunque prive di sostanze in grado di inibire la crescita di microrganismi
nelle condizioni di prova. Il terreno viene sciolto agitandolo e portandolo a completa solu-
zione.

In alcuni casi, si pud verificare I'evenienza di preparare terreni di coltura a partire dai singoli
componenti. In questo caso & necessario che questi siano di buona qualita e che i terreni al-
lestiti diano risultati analoghi a quelli ottenibili con i terreni disidratati di riferimento. Tutte le
sostanze impiegate, inclusi gli zuccheri e i coloranti, dovranno possedere i necessari requisi-
ti di qualita e cﬁ purezza che dovranno essere valutati possibilmente in prove preliminari.

| terreni preparati possono essere conservati in beuta, tubi e piastre di Petri, in un luogo a ri-
paro doﬁa luce diretta e refrigerati o a temperatura ambiente. In ogni caso, lunghi tempi di
conservazione possono alterare le caratteristiche del terreno e favorirne la contaminazione.

E opportuno procedere a prove di controllo di qualita dei materiali preparati seguendo spe-
cifiche procedure di seguito riportate.

Per terreni di coltura disidratati e reattivi (coloranti, additivi, soluzioni) reperibili in commer-
cio, & necessario apporre sulle confezioni sia la data di ricevimento che quella di effeftiva
apertura.

Quando i reagenti e i terreni sono preparati in laboratorio per pesata dai costituenti di base,
devono essere identificati con una etichetta riportante informazioni quali: eventuale diluizio-
ne, data di preparazione, data di scadenza, modalita di conservazione, nome del prepara-
tore, eventuali segnali di pericolosita.
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Inoltre, si consiglia, per controllare |'affidabilita e la conformita alle specifiche richieste di ef-
fettuare i seguenti controlli:

- Controllo del pH prima della sterilizzazione. Confrontare il valore misurato me-
diante pH metro tarato, con quello dichiarato in etichetta e se lo scostamento &
superiore a quello ammesso modificare il pH mediante aggiunte di NaOH o
HCl 0,1 N. Da effettuare ad ogni preparazione del terreno.

Controllo della sterilita. Porre ad incubare una piastra o un tubo contenenti il
terreno da testare, secondo le modalita previste dal metodo analitico, e verifi-
care la completa assenza di crescita batterica e fungina. In caso contrario scar-
tare tutto il lotto preparato e controllare le procedure di sterilizzazione e pre-
parazione. Da eEeHuore ad ogni preparazione del terreno.

Controllo della fertilita del terreno da testare, cioé la sua idoneita alla crescita
del microrganismo. Strisciare sulla superficie del terreno solido o inoculare nel
brodo un’ansata di una brodocoltura dllestita con un ceppo puro certificato di
riferimento. Incubare con le modalita previste dal metodo andlitico e verificare
la crescita di colonie con le caratteristiche morfologiche tipiche. Ogni labora-
torio dovra stabilire la frequenza di controllo.

Controllo della selettivita del terreno da testare mediante I'inibizione di cresci-
ta di un microrganismo opportunamente scelto. Strisciare sul terreno solido o
inoculare nel brodo un’ansata di brodocoltura dllestita a partire da un ceppo
puro certificato la cui crescita dovrebbe essere inibita nel substrato in esame;
incubare con le stesse modalita indicate dal metodo andlitico e verificare I'as-
senza I<|:|i crescita di colonie. Ogni laboratorio dovra stabilire la frequenza di
controllo.

Per quanto riguarda i ceppi microbici di controllo per lo svolgimento delle prove di fertilita e
selettivita dei terreni colturali si rimanda alle indicazioni fornite dalle ditte produttrici. Tutti i
controlli effettuati dovranno essere accuratamente documentati, cioé registrati ed archiviati.
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6040. Atirezzature di base per le andlisi
microbiologiche delle acque

Per |'organizzazione di un laboratorio di microbiologia & necessario attenersi a quanto defi-
nito, in relazione all’'uso delle attrezzature di laboratorio, dal D.Lgs. 626/94 che cosi stabili-
sce: “all’atto della scelta delle attrezzature, il datore di lavoro prende in considerazione: le
condizioni e le caratteristiche specifiche del lavoro da svolgere; i rischi presenti nell’ambien-
te di lavoro; i rischi derivanti dall'impiego delle attrezzature stesse”. Cio implica pertanto che
rima dell’'acquisto di qualsiasi apparecchiatura debba essere definito il posizionamento, al-
r')interno del laboratorio, della strumentazione da acquistare. Dovra essere pertanto valutato
che lo spazio e la collocazione assegnati allo strumento siano idonei per I'esecuzione delle
Procedure Operative Standard; le condizioni ambientali (temperatura, umidita, insolazione)
e al contorno (es. presenza di vibrazioni) siano adeguate e siano rispettate le norme di sicu-
rezza sia in rapporto ad eventuali rischi ambientali (diffusione di bioaerosol e polveri, di so-
stanze tossiche), sia in relazione alle strutture e agli impianti.
Le apparecchiature di prova, in dotazione ad un laboratorio di microbiologia, devono ga-
rantire affidabilita di funzionamento e di risposta, in modo da non alterare |'accuratezza e la
precisione del risultato finale della prova. Pertanto dovranno essere sempre tenute in perfetta
efficienza e installate in locali che garantiscano adeguata protezione da deterioramento; que-
sta efficienza sara garantita da opportune disposizioni per la manutenzione e la taratura.
Per ogni apparecchiatura dovra essere prevista una apposita Scheda che dovra riportare tut-
te le informazioni utili sulla provenienza, 'acquisto, I'installazione, il collaudo, le date di ri-
cevimento e messa in funzione, i riferimenti alle procedure di taratura e manutenzione quan-
do necessari, la loro periodicita e i dati del fornitore e dell’assistenza tecnica.
Dovra essere predisposta inoltre una Scheda di Manutenzione che riporti tutte le operazioni
effettuate di verifica, sostituzioni, pulizia e riportare le date di effettuazione e la firma del tec-
nico che ha effettuato le operazioni.
Dovra essere prevista inoltre una Scheda di Taratura su cui verra riportato il riferimento alla
procedura di taratura, il programma di taratura, la data di effettuazione della stessa e della
futura taratura, la firma del tecnico e i riferimenti ai campioni primari o materiali di riferi-
mento utilizzati per |'effettuazione della stessa.
Qualora la taratura venga effettuata da un centro esterno dovra essere riportata tutta la do-
cumentazione inerente.
Qualora un’apparecchiatura, che a seguito di taratura abbia rilevato una non attendibilita al
suo utilizzo, crovrc‘x essere messa fuori servizio apponendo un’etichetta con la data e la dici-
tura “Fuori servizio”. L'apparecchiatura non potrd essere in nessun modo utilizzata fino a ri-
parazione o a taratura che dimostri il rientro nelle condizioni di normalita. Tutto quanto so-
pra dovra essere riportato sulla scheda di taratura.
Di seguito vengono indicate e descritte alcune attrezzature di uso pit comune nei laboratori
per |'andalisi microbiologica delle acque.

1. Apparecchiature per la misura del pH

Il pH dei terreni di coltura e delle soluzioni pud essere determinato per via colorimetrica con
I'uso di appropriati indicatori (quando non vi siano interferenze provocate dal colore del ter-
reno) effettuando la lettura con I'impiego di comparatori muniti degli appositi dischi o con al-
tro dispositivo appropriato. Tuttavia, le determinazioni possono essere effettuate con pit pre-
cisione e speditamente per via potenziometrica con |'uso di pH metri che devono avere una
precisione di misura di £0,1 unita di pH a circa 20°C.
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2. Apparecchi per sterilizzazione
2.1 Autoclavi

La sterilizzazione a vapore saturo sotto pressione (per terreni di coltura, bottiglie da prelievo,
attrezzature filtranti, ecc.) richiede I'impiego di autoclavi di capacitd adeguate al materiale
da sterilizzare che non dovra essere eccessivamente ammassato. La sterilizzazione di norma
si effettua alla temperatura di 121+£3°C (1,1 atmosfera di pressione relativa) per un tempo di
15+1 minuti.

Per il corretto uso dell’autoclave attenersi scrupolosamente alle indicazioni del costruttore.

2.2 Stufe a secco

Le stufe devono consentire il raggiungimento della temperatura di +170£10°C per circa 2
ore. E necessario che siano corredate di un termometro a gambo lungo, di precisione accet-
tabile nell'intervallo fra 160° e 180°C e di un idoneo sistema di termoregor:uzwne E altresi
opportuno che siano fornite di un sistema di interruttore a tempo che consenta di program-
mare il tempo di sterilizzazione.

2.3 Lampade a raggi UV

| sistemi di sterilizzazione con raggi ultravioletti (UV) sono particolarmente idonei per la ste-
rilizzazione dell’ambiente sotto cappa o per piccoli locali. E da tenere presente che la vita
media di una lampada a UV & di circa 5000 ore e che comunque & necessario effettuare, per
mantenerne |'efficacia, una sua manutenzione periodica.

L'uso richiede precauzioni per evitare danni agli occhi e alla pelle degli operatori.

3. Attrezzature per l'incubazione
3.1 Armadi termostatici, camere termostatiche e termostati

Dovranno garantire la stabilita della temperatura d’incubazione prefissata e assicurare nei
vari scomparti una femperatura costante, entro limiti di variazione non eccedenti +1°C. Sono
preferibili gli armadi termostatici a camicia d’acqua. Sia gli armadi termostatici che le camere
termostoticie e i termostati dovranno essere muniti di un doppio sistema di termoregolazio-
ne, uno per il mantenimento della temperatura di esercizio e I'altro regolato ad una tempe-
ratura lievemente superiore (temperatura massima di sicurezza) che non dovra mai essere su-
perata.
Di norma vengono utilizzati incubatori regolabili da temperatura ambiente a 80°C. Per tem-
erature intorno ai 20°C sono comunque da utilizzare frigotermostati. Essi devono garantire
E: temperatura di incubazione prevista dal metodo analitico.
E opportuno che queste apparecchiature siano prowviste inoltre di termometri per il controllo
visivo della temperatura, con una scala che consenta la lettura di 1°C, o di un display e, pos-
sibilmente, di un sistema termometrico di registrazione.
Gli armadi termostatici di notevoli dimensioni e le camere termostatiche dovranno essere mu-
niti di un idoneo sistema di circolazione dell’aria che consenta il mantenimento della tempe-
ratura richiesta in tutti i punti del vano.
E altresi opportuno che queste apparecchiature siano dotate di un sistema che consenta il
mantenimento di un livello di umidita compreso fra il 75 e I'80%. Cid pud essere ottenuto an-
che con un recipiente contenente acqua, collocato sul fondo.
Il materiale posto ad incubare dovra essere disposto in modo da consentire la circolazione
del calore e non essere eccessivamente ammassato.
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3.2 Bagni termostatici

Dovranno garantire la stabilita della temperatura d’incubazione prefissata ed essere provvi-
sti di un doppio sistema di controllo della temperatura costituito dpcx un sistema di esercizio e
I'altro regolato ad una temperatura superiore (temperatura di sicurezza) che non dovra mai
essere superata. Dovranno inoltre essere prowvisti di termometri per il controllo visivo della
temperatura e possibilmente di un sistema termometrico di registrazione ed eventualmente di
un idoneo sistema di agitazione dell'acqua. Per il loro riempimento & necessario utilizzare ac-
qua distillata che deve essere comunque rinnovata regolarmente. Per evitare fenomeni di cor-
rosione & opportuno utilizzare filiere o idonei cestelli di acciaio inossidabile o di materiale
plastico idoneo. L'eventuale sviluppo di alghe o di funghi nell’acqua deve essere eliminato me-
diante I'uso di composti ammonici quaternari da fare agire per circa 24 ore, provvedendo
poi allo svuotamento, risciacquo e successivo riempimento con acqua distillata.

4, Bilance

In laboratori attrezzati per I'esecuzione di indagini microbiologiche pud essere sufficiente di-
sporre di bilance che permettono di pesare quantita intorno a 150 g con risoluzione di 0,1 g.
Per la pesata di additivi, reagenti, coloranti ecc., & necessario disporre di una bilancia ana-
litica con risoluzione di 0,1 mg.

5. Cappe a flusso laminare

Per garantire la qualita del dato analitico e la protezione dell’operatore devono essere utiliz-
zate cappe di sicurezza. Di norma, per eseguire analisi microbiologiche ambientali che pre-
vedano la ricerca di microrganismi a rischio basso o moderato (gruppi 2 e 3 del D.Lgs.
626/94) vengono utilizzate cappe a flusso laminare di classe Il A. Sono cappe a flusso ver-
ticale, aperte frontalmente e progettate per la protezione dell’operatore, derprodoﬂo al suo
interno e dell’ambiente circostante.

Le cappe biologiche devono essere collocate in locali esenti da correnti d’aria e lontane da
impianti di condizionamento e finestre.

6. Centrifughe

Possono essere utilizzate centrifughe da banco e da terra con rotori ad inclinazione fissa o
variabile. Possono essere refrigerate o meno in base alle necessita. E necessario utilizzare
centrifughe realizzate secondo le norme di sicurezza internazionali.

7. Frigoriferi e congelatori

Frigoriferi e congelatori devono avere un dispositivo di rilevazione della temperatura e im-
piegare per il controllo interno un termometro a minima e a massima oppure un fermometro
con bulbo immerso in glicerolo.

| frigoriferi devono assicurare una temperatura di circa +4°C ed i congelatori da utilizzare
possono essere quelli che raggiungono temperature intorno a -20°C e a -70°C.

8. Membrane filtranti e apparecchiature per filtrazione

8.1 Membrane filtranti

Le membrane filtranti per uso batteriologico sono costituite da dischi di esteri di cellulosa con

857



METODI MICROBIOLOGICI - PARTE GENERALE

ori uniformemente distribuiti. Generalmente per le analisi microbiologiche si utilizzano mem-
Ercne con pori aventi un diametro di 0,45 pm (+0,02 pm). A causa della loro porosita han-
no la capacita di trattenere sulla loro superficie, all’atto della filirazione, i batteri contenuti
nell'acqua che svilupperanno colonie su|r<; superficie della membrana, dopo un idoneo pe-
riodo di incubazione, per passaggio per copiﬁ)arifd dei principi del terreno colturale.
Esistono in commercio membrane filtranti di vario diametro. Per I'esame batteriologico delle
acque vengono normalmente utilizzate membrane del diametro di 47-50 mm.
In commercio si trovano confezioni gid sterili pronte per l'uso, in genere sterilizzate con rag-
gi gamma o con ossido di etilene.
Le membrane si differenziano a seconda della ditta di produzione. Problemi si possono veri-
ficare in relazione al tipo di membrane utilizzate: inibizione batterica in corrispondenza del-
la linea del reticolo, sciamamento delle colonie, crescita lungo la linea del reticolo, presenza
di zone idrofobiche. Per evitare, pertanto, |'uso di membrane non idonee, sarebbe consiglia-
bile verificarne I'efficienza prima delle andlisi.

8.2  Apparecchiature per la filtrazione

Nel caso dell'esame batteriologico delle acque, vengono di norma utilizzate apparecchiature
idonee per la filtrazione di piccoli volumi. Dette apparecchiature devono essere adatte per I'im-
piego di membrane filtranti del diametro di 47-50 mm. Sono costituite da una rampa con sup-
orti e contenitori che possono essere in acciaio inossidabile, vetro, policarbonato o polipropi-
|Oene. Possono essere impiegate apparecchiature singole o in serie, utilizzando, come sistema
aspirante, una pompa da vuoto azionata elettricamente o una pompa ad acqua. E essenziale
che fra sistema filtrante e sistema aspirante sia interposto un idoneo sistema per la raccolta del-
I'acqua filtrata.
| supporti e i contenitori devono essere sterilizzati in autoclave a 121+3°C per 15+1 minuti
(pressione 1,1 atm); dopo accurato lavaggio ed asciugatura e prima della sterilizzazione de-
vono essere awvolti in carta idonea per mantenere la sterilitd durante la conservazione prima
dell’'uso. Possono essere utilizzati entro due settimane dalla sterilizzazione, se conservati in
condizioni ottimali.
Apparecchiature per il supporto di membrane di diametro piv grande (ad esempio, 120 mm),
in genere di acciaio inossidabile, sono utilizzate per filtrazioni di volumi maggiori di acqua.

9. Microscopio ottico

Per le normali procedure di analisi microbiologica (es. colorazione di Gram) & sufficiente di-
sporre di un microscopio oftico con obiettivi 10, 40 e 100X, vetrini Joortoog?eﬂo e copriog-
getto e olio ad immersione. Dopo ogni utilizzo rimuovere il residuo di olio sulle lenti con car-
ta offica.

10. Sistemi per anaerobiosi

Consistono in giare, cappe o altri sistemi a tenuta, idonei a creare aree a composizione gas-
sosa controllata. Le condizioni di anaerobiosi devono essere verificate con appositi dispositi-
vi.

Per il loro corretto uso attenersi scrupolosamente alle indicazioni della ditta produttrice.

11. Vetreria e materiale monouso
E da preferire la vetreria fabbricata con vetro neutro, resistente alle temperature di sterilizza-
zione. Prima della sterilizzazione (da effettuare in stufa a secco alla temperatura di circa

180°C per 1 ora e mezzo o in autoclave a 121+3°C per 151 minuti) la vetreria deve esse-
re accuratamente lavata in modo da assicurare la completa eliminazione di residui organici
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o di sostanze che possono esplicare azione antibatterica. Dopo lavaggio e asciugatura la ve-
treria, per essere sterilizzata deve essere confezionata in modo idoneo a consentire il mante-
nimento della sterilitd durante la conservazione.

Negli ultimi anni si & andato sempre piv diffondendo I'uso di materiali plastici monouso, for-
niti in confezioni gia sterili. Il vantaggio di usare questi materiali & legato soprattutto al ri-
sparmio di monoc?opero impiegata nelle lunghe procedure di lavaggio, confezionamento e
sterilizzazione dei materiali in vetro. | materiali plastici da usare nel laboratorio batteriologi-
co devono perd essere esenti da residui tossici cfe"o lavorazione, essere trasparenti ed avere
segni di faratura che corrispondano a precise indicazioni volumetriche.

Esistono in commercio anche articoli in materiale plastico che possono essere utilizzati e sot-
toposti a ripetute sterilizzazioni in autoclave.

11.1  Bottiglie per il prelievo

Possono essere di vetro neutro, resistenti alla sterilizzazione, da chiudere con tappo smeri-
gliato o con idoneo tappo a vite. Prima della sterilizzazione, le bottiglie con tappo smeriglia-
to debbono essere provviste di un cappuccio di copertura in carta resistente ed impermeabi-
le o in foglio di alluminio. Tale tipo di protezione non & richiesto per le bottiglie munite di tap-
po a vite. Per il campionamento possono essere anche utilizzate bottiglie monouso in mate-
riale plastico, disponibili in commercio gia sterili, in genere in confezioni multiple.

11.2  Bottiglie e tubi per diluizione, beute, cilindri tarati

E da utilizzare preferibilmente materiale in vetro, resistente alla sterilizzazione.

Le bottiglie e i tubi per diluizione dovranno essere prowvisti di tappo smerigliato, a scatto, di
gomma o a vite. Possono essere impiegate anche bottiglie (o tubi) di plastica, fabbricate con
materiale idoneo e non tossico, e resistenti alla sterilizzazione in autoclave.

11.3  Pipette e micropipette

Per le varie operazioni di analisi occorrono pipette di varia capacitd (da 1 mL, da 5 mL e da
10 mL) graduate fino alla punta, con suddivisione a 0,1 mL.

Sono disponibili in commercio confezioni di pipette monouso in materiale plastico, di varia
misura, gid sterili. Per piccoli volumi possono essere comunque utilizzate micropipette ma-
nuali, elettroniche, monocanale o multicanale da utilizzarsi con appositi puntali monouso.
Nell’eventualita si utilizzino pipette di vetro riutilizzabili, prima della steriﬁzzozione, esse do-
vranno essere munite di filtro di cotone grezzo all’estremita superiore. Le pipette vanno steri-
lizzate in confezione singola o multipla (in apposite custodie in metallo, preferibilmente ac-
ciaio inossidabile, o in vetro).

Non pipettare con la bocca, ma utilizzare sempre sistemi di aspirazione tipo pompette aspi-
ranti a bulbo di gomma o pipettatrici automatiche.

11.4  Tubi per coltura

| tubi vengono usati per la tecnica dei tubi multipli, per I'esecuzione di “test” biochimici, per la
conservazione di colture batteriche, ecc. Si utilizzano tubi di diverse dimensioni in relazione
all'utilizzo. | tubi devono essere chiusi utilizzando preferibilmente tappi in metallo, in materia-
le plastico o in cotone grezzo. Sono da preferire i tubi in vetro resistente alla corrosione ed al-
la sterilizzazione.

11.5  Piastre di Petri

Luso delle piastre di Petri & indispensabile per I'isolamento di colture batteriche e per I'anali-
si effettuata con la tecnica della filtrazione su membrana. Vengono utilizzate piastre di Petri
di varie dimensioni. Il tipo pit diffuso ha un diametro di circa 100 mm ed un’altezza di 15
mm. Per la filrazione dell’acqua, poiché la tecnica standardizzata prevede I'utilizzo di mem-
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brane di 47 mm di diametro, si possono usare piastre di diametro anche di 50 mm e dello
spessore di 12 mm.

Piastre di Petri in vetro sono state usate per lungo tempo in batteriologia. Negli ultimi anni es-
se sono state quasi fotalmente sostituite da piastre monouso, in materiale plastico che si tro-
vano in commercio gid sterili in confezioni sigillate.

Indipendentemente gol materiale (vetro o plastica) le piastre di Petri devono essere con il fon-
do perfettamente piano e perfettamente trasparenti al fine di rendere oftimale il riconosci-
mento delle colonie.

860



METODI PER LA DETERMINAZIONE DI MICRORGANISMI INDICATORI
D'INQUINAMENTO E DI PATOGENI

7000 - METODI PER LA
DETERMINAZIONE DI
MICROORGANISMI INDICATORI DI
INQUINAMENTO E DI PATOGENI






METODI PER LA DETE

R ZIONE DI MICRORGANISMI INDICATORI
D'INQ

MINA
UINAMENTO E DI PATOGENI

7000. Metodi per la determinazione di
microorganismi indicatori d’inquinamento
e di patogeni

Dalla difficoltar di utilizzare tecniche di routine finalizzate alla ricerca di tutti i possibili orga-
nismi patogeni, & sorta la necessita di ricercare, per la definizione della qualita di un’acqua,
microrganismi indicatori di contaminazione, la cui presenza pud essere considerata indice
della presenza di patogeni. L'uso degli indicatori tuttavia fornisce la probabilita, e non la cer-
tezza, della presenza di patogeni. | microrganismi storicamente proposti come indicatori di
inquinamento fecale nell’ambiente e che vengono ricercati, comunemente e su base normati-
va, per la definizione della qualita di acque di diversa tipologia e a diversa destinazione d'u-
so sono i Coliformi Totali, i Coliformi Fecali (di cui fa parte Escherichia coli) e gli Streptococ-
chi Fecali. Negli anni piu recenti, I'approfondimento degli studi e delle ricercie ha tuttavia
orientato I'interesse su altri gruppi di indicatori o specie microbiche piu significativi: entero-
cocchi ed Escherichia coli sono attualmente ritenuti piv validi indicatori di contaminazione fe-
cale e parametri che, meglio di altri, possono segnalare la eventuale presenza di patogeni.
In Tab. 3 vengono suggeriti alcuni volumi iniziali per I'analisi di acque naturali di diversa ti-
pologia per il rilevamento quantitativo degli indicatori di contaminazione fecale.

Sorgente

Lago

Torrente

Fiume

Refluo

clorata X x

trattam.
secondario X X X

frattam.
primario X

grezza X X

La ricerca dei patogeni deve essere effettuata, rispetto agli indicatori, su quantitativi piv ele-
vati di acqua, ma, mentre il loro rilevamento testimonia ovviamente della loro sicura presen-
za, un risultato negativo non depone per la loro sicura assenza. Infatti i patogeni possono es-
sere presenti con giscontinuitc‘l negli effluenti e conseguentemente nei corpi idrici riceventi; in
aggiunta, I'abbondante presenza di flora contaminante accessoria interferisce spesso con la
reale possibilita di evidenziare i patogeni anche quando essi siano presenti. Pertanto, a cau-
sa de|F|)o discontinuita della loro presenza e delle difficolta tecniche legate al loro isolamento
nell'ambiente idrico, la ricerca dei patogeni non potra tanto avere il significato di controllare
la qualita delle acque, quanto finalita epidemiologiche, offrendo la possibilita di individuare
uno degli anelli della catena attraverso la quale avviene la diffusione degli agenti patogeni
responsabili delle malattie infettive di origine idrica.

Di seguito vengono presentati i metodi cﬁ analisi per la ricerca sia di indicatori di contami-
nazione fecale (coliformi, streptococchi ed Escherichia coli) e di qualita (conteggio delle co-
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lonie su agar), sia di alcuni organismi che producono forme di resistenza (spore di clostridi
solfito-riduttori, uova di Elminti), di patogeni e opportunisti patogeni di natura batterica (Sal-
monella, Vibrio e Aeromonas), batteriofagi, virus e protozoi patogeni.

| metodi proposti per i diversi parametri microbiologici considerati sono stati elaborati in ri-
spefto deﬁe piU recenti acquisizioni tecnico-scientifiche e degli aggiornamenti che in questi an-
ni sono stati segnalati a livello nazionale ed internazionale. Sono pertanto stati inseriti meto-
di analitici che, sperimentati ampiamente in laboratorio e facenti parte di protocolli operativi
per la ricerca dei parametri microbiologici presi in considerazione, erano gid stati proposti
da enti ed organizzazioni internazionali quali 1ISO, APHA, USEPA, AOAC, PHLS, WHO. Al-
cuni di essi fanno gia parte di una serie ﬂi metodi di riferimento proposti a livello nazionale
dall’Istituto Superiore di Sanitd, dall'IRSA e dal Ministero delle Politiche Agricole e Forestali.
Ancora, alcuni sono stati sottoposti a prove di comparazione tra metodi anche nell’ambito di
circuiti interlaboratoriali svolti a livello europeo.

Per quanto riguarda le attrezzature di laboratorio, le tecniche di campionamento e quelle di
analisi pit generali, si fa riferimento alle Sezioni 6020, 6030 e 6040.
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7010. Coliformi totali

1. Introduzione
1.1 Generalita

Nel gruppo dei coliformi totali vengono compresi microrganismi che fanno parte della fami-
glia delle Enterobacteriaceae. Lappartenenza a questa famiglia da parte di generi differenti,
piv che sulle caratteristiche sistematiche dei diversi microrganismi, si & basata storicamente sul
metodo utilizzato per il loro rilevamento che sfrutta la loro capacita di fermentare il lattosio con
produzione di gas e acido alla temperatura di 35°-37°C in 48 ore. | coliformi totali sono bat-
teri a forma di bastoncello, gram negativi, aerobi ed anaerobi facoltativi, non sporigeni. So-
no considerati, insieme ai coliformi fecali e agli streptococchi, classici indicatori dF: contamina-
zione nelle acque. Pur essendo presenti nel materiale fecale di origine umana con una densita
media di 10° UFC/g, sono ubiquitari. Proprio a causa della loro costante presenza nell’am-
biente, la loro validits come indicatori & stata piv volte messa in dubbio. Le piv recenti indica-
zioni, in fase comunque di ulteriore evoluzione, tendono a distinguere i microrganismi appar-
tenenti al gruppo in 3ue principali categorie che, in base alle specie, e non piv al genere, dif-
ferenziano coliformi di origine fecale e coliformi di origine acquatica e tellurica, naturalmen-
te presenti nelle acque al di la di qualsiasi contaminazione. La prima categoria, ben cono-
sciuta, & quella dei coliformi di riconosciuta origine fecale che comprende alcune specie dei
generi Escherichia, Enterobacter, Citrobacter e Klebsiella, presenti nel materiale fecale del-
'vomo e degli animali a sangue caldo e in acque e suoli contaminati. La seconda categoria
corrisponde a specie che, al contrario, sono largamente distribuite nell'ambiente, dove posso-
no anche moltiplicarsi, colonizzando suolo, acqua e vegetazione.

Nelle acque reh)ue grezze le loro concentrazioni possono raggiungere valori compresi tra 10"
10"per 100 mL di campione.

1.2 Obiettivo

Il metodo consente di valutare, in un volume noto di acqua, la concentrazione dei microrga-
nismi appartenenti al gruppo dei coliformi totali.

1.3 Principio del metodo

La procedura analitica si basa sul conteggio dei microrganismi presenti in un volume noto del
campione di acqua.
Possono essere utilizzate due tecniche andlitiche:

- Metodo A: metodo del numero piu probabile o dei tubi multipli (MPN). Con
questo metodo, che consiste in una prova presuntiva e in una prova di confer-
ma, viene calcolata la densita dei coliformi totali in campioni di acqua tramite
una stima statistica deferminata sulla base della combinazione di tubi positivi e
negativi ottenuti inoculando aliquote del campione in terreno colturale liquido.
Il risultato pud essere ricavato, in base alle diverse combinazioni, dall’apposi-
ta tabella gia predisposta (Tab. 1, Sezione 6020). Di seguito viene riportata la
descrizione del metodo e vengono indicati, per la prova presuntiva, due terre-
ni di coltura alternativi che si%osano sulla fermentazione del lattosio.

- Metodo B: metodo della filtrazione su membrana (MF). Questo metodo per-
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mette di contare il numero delle colonie cresciute su una membrana posta su
terreno colturale agarizzoto. Di seguito viene riportata la descrizione del me-
todo e vengono indicati tre substrati alternativi.
1.4 Campo di applicazione
La procedura andlitica viene utilizzata per acque superficiali, di fiume, di lago e per acque
reflue anche sottoposte a trattamento.
2. METODO A. Metodo del numero pit probabile o dei tubi multipli (MPN)
Con questo metodo viene calcolata la densita dei coliformi totali in campioni di acque tra-
mite la formula probabilistica che definisce il numero pit probabile di batteri coliformi ne-
cessario a produrre combinazioni di tubi positivi e negativi in repliche di diluizioni decimali.
Il metodo & particolarmente adatto per I'esame di acque che presentano un’elevata torbidita.
2.1 Volume da analizzare
Per I'analisi & necessario determinare il volume in base alla tipologia e alla qualita dell’ac-
qua da esaminare. Per acque reflue o comunque di bassa qualita generalmente & necessa-
rio analizzare diluizioni scalari del campione; mentre per acque gia sottoposte a trattamen-
to possono essere analizzate diluizioni minori e comunque aliquote diverse.

3. Strumentazione e vetreria

Normale attrezzatura di laboratorio.

4. Reattivi e terreni di coltura
4.1 Brodi per lo svolgimento della prova presuntiva

4.1.1 Brodo Lattosato

Composizione:
Estratto di carne

3 9
Peptone 5 g
Lattosio 5 9
Acqua distillata 1000 mL
pH 6,9+0,2

Il terreno si trova anche in commercio in forma disidratata e si prepara secondo le istruzioni del-
la ditta produttrice. Dopo avere sciolto la polvere e prima della sterilizzazione, distribuire il ter-
reno in tubi contenenti la campanella di Durham in posizione rovesciata. Conservare il terreno
sterilizlzato, pronto per I'uso, per non piv di 2 settimane a temperatura ambiente in condizioni
ottimali.

4.1.2  Brodo al Lauril Triptosio

Il terreno pud essere utilizzato in alternativa al Brodo Lattosato (4.1.1). Si trova anche in com-
mercio in forma disidratata e si prepara secondo le istruzioni della ditta produttrice. Dopo
avere sciolto la polvere e prima della sterilizzazione, distribuire il terreno in tubi contenenti la
campanella di Durham in posizione rovesciata. Conservare il terreno sterilizzato, pronto per
I'uso, per non piv di 2 settimane a temperatura ambiente in condizioni ottimali.
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Composizione:
Triptosio 20 g
Lattosio ) g
Dipotassio idrogeno fosfato 275 g
Potassio diidrogeno fosfato 275 g
Sodio cloruro 5 g
Sodio lauril solfato 0,1 g
Acqua distillata 1000 mL
pH 6,820,2

4.2 Brodo per lo svolgimento della prova di conferma

4.2.1 Brodo Lattosato Bile Verde Brillante

Composizione:
Peptone 10 g
Lattosio 10 g
Bile 20 g
Verde brillante 13,3 mg
Acqua distillata 1000 mL
pH 7,2:0,2

Il terreno si trova anche in commercio in forma disidratata e si prepara secondo le istruzioni
della ditta produttrice. Dopo avere sciolto la polvere e prima della sterilizzazione, distribuire
il terreno nei tubi contenenti la campanella di Durham rovesciata. Conservare il terreno steri-
|izzoito, pronto per |'uso, per non piv di 2 seftimane a temperatura ambiente in condizioni ot-
timali.

5. Procedura
5.1 Prova presuntiva

Prima di procedere all’'inoculo di aliquote scalari del campione nei tubi del brodo per la pro-
va presuntiva (4.1.1 o 4.1.2), agitare vigorosamente il campione per assicurare una distri-
buzione omogenea dei microrganismi sospesi nell’acqua. Dopo I'inoculo agitare legger-
mente i tubi e procedere all'incubazione in termostato entro 30 minuti. Incubare a 36+1°C.
Dopo 24+2 ore agitare ciascun tubo per verificare la formazione di gas nella campanella
ed eventualmente reincubare per altre 24 ore. Alla fine del periodo di incubazione registra-
re i risultati in base alla disposizione dei tubi che presentano produzione di gas ed intorbi-
dimento del brodo. La procﬁJzione di gas entro le 48+3 ore costituisce una reazione positi-
va presuntiva: sottoporre alla prova di conferma i tubi risultati positivi.

5.2 Prova di conferma

Prelevare, sterilmente, 0,1 mL di brodocoltura dai tubi positivi del brodo per la prova pre-
suntiva (formazione di gas entro le 48 ore) ed inoculare nei corrispondenti tubi contenenti il
Brodo lattosato bile verc?e brillante (4.2.1) per la prova di conferma. Incubare i tubi a 36+1°C
per 24+24 ore. Alla fine del periodo di incubazione, la formazione di gas nelle campanelle
costituisce una reazione positiva per i coliformi totali.

Annotare i risultati oftenuti indicando il numero di tubi positivi e negativi e, sulla base delle
combinazioni ottenute, consultando la Tab. 1 (vedi Sezione 6020), calcolare, considerando
I'eventuale diluizione, il valore dell’indice MPN.
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6. Espressione dei risultati

Riportare il risultato ottenuto come valore MPN/100 mL di campione.

7. Resoconto di prova

Il resoconto di prova deve indicare il metodo utilizzato ed esprimere i risultati come numero
piv probabile di microrganismi per volume di campione. Deve aliresi indicare tutti i dettagli
operativi, nonché qualsiasi inconveniente in grado di avere influenzato i risultati.

8. METODO B. Metodo del numero piu probabile (MPN)

Il metodo di seguito descritto viene riportato nel Manuale “Standard Methods for the Exami-
nation of Water and Wastewater” sotto il nome di Enzyme Substrate Test. L'EPA ha approva-
to questo tipo di analisi sotto il nome di MMO-MUG test (Colilert). LAOAC ha inserito il me-
todo analitico in “Official Methods of Analysis” con il nome di “Defined Substrate Technology”
(Colilert).

Recentemente la performance del metodo & stata valutata, anche in ltalia, durante lo svolgi-
mento di un circuito interlaboratoriale di confronto tra metodi con la collaborazione di diver-
si laboratori europei.

E applicabile all'analisi di acque poco e mediamente contaminate, anche oligotrofe, clorate
e comunque contenenti coliformi totali danneggiati. E di facile e rapido impiego.

8.1  Principio del metodo B

Il prodotto & gia disponibile in commercio sotto forma di kit completo T)er I'inoculo del cam-
pione, utilizzabile in tubi e piastre multi-pozzetto, monouso, per lo svolgimento della tecnica
del numero piv probabile (MPN). Dopo un periodo di incubazione di 18 o 24 ore a 36+1°C
si procede alla lettura dei risultati: i pozzetti positivi per la presenza di coliformi totali hanno
virato al giallo. I risultati sono espressi come numero piu probabile o Most Probable Number
(MPN) per 100 mL di campione.

8.2  Volume da andlizzare

Il volume da analizzare per qualsiasi tipologia di acque & 100 mL, sia che si tratti del cam-
|oione tal quale, sia di una sua diluizione, quest'ultima da determinare comunque in base al-
a tipologia e alla qualita dell’acqua da esaminare.

8.3 Strumentazione e vetreria

Per lo svolgimento dell’analisi oltre alla normale attrezzatura di laboratorio sono necessari:

- sigillatore automatico.
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8.4 Reattivi e terreni di coltura

Composizione:

Ammonio solfato 5 g
Manganese solfato 0,5 mg
Zinco solfato 0,5 mg
Magnesio solfato 100 mg
Sodio cloruro 10 g
Calcio cloruro 50 g
Sodio solfito 40 g
Amfotericina B 1 mg
O-nitrofenil-3-D-galattopiranoside 0,5 g
4-metilumbellifenil-3-D-glucuronide 75 mg
Solanium 0,5 g
Hepes buffer

Sali di sodio 5,3 g

Acido organico 6,9 g

8.4.1 Defined Substrate Technology (Colilert)

Il terreno disidratato viene distribuito in commercio in fiale gia predosate per I'esame di 100
mL di campione o di una sua diluizione. Il kit fornisce la possibilita di leggere i risultati dopo
18 0 24 ore.

8.5  Procedura

Seguendo le istruzioni della ditta produttrice, mescolare in un flacone sterile il terreno disi-
dratato (8.4.1) con 100 mL di campione o di una sua diluizione. Chiudere il flacone e me-
scolare per sciogliere completamente il terreno. Attendere che I'eventuale formazione di
schiuma sia sparita e versare il contenuto del flacone nella piastra sterile a 51 pozzetti o in
quella a 97 pozzetti. Sigillare la piastra inoculata con I'apposito sigillatore automatico (8.3)
che provvede anche alla distribuzione del campione all’interno dei pozzetti.

8.5.1 Incubazione

Incubare a 36+1°C entrambi i tipi di piastre per un periodo di 18 ore per Colilert 18 e di 24
ore per Colilert.

8.5.2 Lettura e inferpretazione dei risultati

| pozzetti che hanno virato al giallo sono considerati positivi per i coliformi totali. Senza di-
luizioni la piastra a 51 pozzetti permette la lettura da 1 a 200 microrganismi/ 100 mL; la pia-
stra a 97 pozzetti permette la lettura da 1 a 2419 microrganismi/100 mL.

8.6  Espressione dei risultati

Riportare il risultato ottenuto come valore MPN/100 mL di campione.
| valori dell'indice MPN sono calcolati in base alla tabella specifica fornita con il kit di andlisi.

8.7  Resoconto di prova
Il resoconto di prova deve indicare il metodo utilizzato ed esprimere i risultati come numero

piU probabile di microrganismi per volume di campione. Deve altresi indicare tutti i dettagli
operativi, nonché qualsiasi inconveniente in grado di avere influenzato i risultati.
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9. METODO C. Metodo della filtrazione su membrana (MF)

Con questo mefodo viene calcolata la concentrazione dei coliformi totali che, presenti in un
campione di acqua, sulla superficie di una membrana, posta su ferreno di coltura agarizza-
to, hanno formato colonie tipiche prodotte dai microrganismi ricercati. Di seguito vengono
proposti tre substrati di isolamento alternativi.

9.1 Volume da analizzare

Per I'analisi & necessario determinare il volume in base alla ti,oo|ogic1 e alla qualitar dell’ac-
qua da esaminare. Per acque reflue o comunque di bassa qualita generalmente & necessario
analizzare dilvizioni scalari del campione; mentre per acque gid sottoposte a trattamento
possono essere analizzate diluizioni minori e comunque aliquote diverse.

92 Strumentazione e vetreria

Normale attrezzatura di laboratorio.

10. Reattivi e terreni di coltura
10.1. Terreni di isolamento

10.1.1 m-Endo agar (Les)

Composizione:

Estratto di lievito 1,2 g
Casitone 3,7 g
Tiopeptone 3,7 g
Triptosio 7,5 g
Lattosio 9,4 g
Potassio diidrogeno fosfato 1,0 g
Dipotassio idrogeno fosfato 3,3 g
Sodio cloruro 3,7 g
Sodio desossicolato 0,1 g
Sodio lauril solfato 0,05 g
Sodio solfito 1,6 g
Fucsina basica 0,8 g
Agar 15,0 g
Acqua distillata 1000 mL
pH 7,2+0,2

Il metodo che utilizza questo substrato & riportato nelle normative nazionali che richiedono la
determinazione del parametro coliformi totali per la valutazione della qualita delle acque;
pertanto viene necessariamente inserito tra i metodi proposti.

Nota: il terreno é classificato come Xn - Nocivo. La scheda di sicurezza, a cui é necessario
fare riferimento, informa che la presenza di fucsina basica (Magenta I) comporta la possibi-
lita di effetti irreversibili (R40) e il prodotto puo presentare un rischio di cancerogenesi (cate-
goria 1). Il suo utilizzo richiede, JZ parte degli operatori, particolari precauzioni durante la
manipolazione: protezione respiratoria (mascherina antipolvere, o uso di cappa aspirante),
protezione delle mani (guanti protettivi), protezione della pelle (indumenti protettivi).

Il terreno si trova anche in commercio in forma disidratata e si prepara secondo le istruzioni

della ditta produttrice. Non si sterilizza. Dopo avere sciolto la polvere in 1 L di acqua distil-
lata contenente 20 mL di etanolo al 95%, si distribuisce in capsule di Petri. E preferibile pre-
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parare il terreno al momento dell’'uso e comunque, una volta preparato, mantenerlo al ripa-
ro dalla luce.

Luso di questo substrato pud comportare che coliformi danneggiati dai trattamenti che I'ac-
qua ha subito non vengano rilevati e pud permettere la crescita di microrganismi diversi da
quelli ricercati. Pertanto pud accadere che colonie rosse tipiche non siano formate da mi-
crorganismi appartenenti al gruppo dei coliformi totali, cosi come colonie atipiche possano
originare da batteri coliformi. Pertanto, & consigliabile, qualora sorgano dubEi sulla natura
delle colonie, sottoporre le colonie sospette a prove di conferma.

10.1.2 C-EC Agar

Composizione:

Triptosio 10 g
Triptofano 1 g
Peptocomplesso 5 g
Estratto di lievito 3 g
Sodio cloruro 5 g
Sali di bile n. 3 1,5 g
IPTG 0,1 g
5-Br-4Cl-3-indolil-D-galattopiranoside 0,08 g
4-metilumbelliferil-B-D-glucuronide 0,05 g
Agar Bios LL 13 g
Acqua distillata 1000 mL
pH 6,8+0,2

Il terreno si trova anche in commercio in forma disidratata e si prepara secondo le istruzioni
della ditta produttrice. Dopo avere sciolto la polvere sterilizzare a 115+1°C per 151 minu-
ti. Distribuire in capsule Petri e lasciare solidificare. Conservare a circa +4°C per non piv di
2 settimane in condizioni ottimali.

10.1.3 Chromogenic E.coli/Coliform Medium

Composizione:

Miscela cromogenica 20,3 g
Estratto di lievito & g
Peptone ) g
Lattosio 2,5 g
Sodio cloruro 5 g
Sodio fosfato monoacido 3,5 g
Potassio fosfato biacido 1,5 g
Rosso neutro 0,03 g
Agar 15 g
Acqua distillata 1000 mL
pH 6,8+0,2

Il terreno si trova anche in commercio in forma disidratata e si prepara secondo le istruzioni
della ditta produttrice. Dopo avere sciolto la polvere sterilizzare a 121+3°C per 151 minu-
ti. Distribuire in capsule Petri e lasciare solidificare. Conservare a circa +4°C per non piv di
2 settimane in condizioni ottimali.

Il terreno & adatto per la determinazione dei coliformi totali in acque con basse densita di mi-
crorganismi interferenti.
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10.2  Substrato di crescita

10.2.1 Agar soia triptone

Composizione:

Triptone 15 g
Peptone di soia 5 g
Sodio cloruro 5 g
Agar 20 g
Acqua distillata 1000 mL
oH 7,2:0,2

Il terreno si trova anche in commercio in forma disidratata e si prepara secondo le istruzioni
della ditta produttrice. Dopo avere sciolto la polvere, sterilizzare a 121+£3°C per 151 minu-
ti. Distribuire in capsule Petri e lasciare solidificare. Conservare a circa +4°C per non piv di
2 settimane in condizioni oftimali.

10.3  Reattivo alla Tetrametil-parafenilendiamina dicloridrato

10.3.1 Soluzione di Tetrametil-parafenilendiamina dicloridrato all’1%

Composizione:
N,N,N’,N'-tetrametil-parafenilendiamina dicloridrato 1 g
Acqua distillata 100 ml

Dischetti o tamponi adatti all'uopo sono anche disponibili in commercio; in alternativa scio-
gliere N,N,N’ N’-tetrametil-parafenilendiamina dicloridrato in acqua distillata, preparando
la soluzione al momento dell’uso.

Nota: é da segnalare che tale prodotto viene classificato come sostanza pericolosa per la sa-
lute ai sensi della direttiva 67/548/CEE e successivi adeguamenti.

11. Procedura

Filtrare un’aliquota del campione o un volume di una sua dilvizione aftraverso una mem-
brana di esteri di cellulosa con porosita di 0,45 pm di diametro. Porre la membrana sulla
superficie del substrato di isolamento e procedere all'incubazione a 36+1°C per 18-24 ore.

11.1  Lettura dei risultati

Dopo incubazione, sul terreno m-Endo Agar (Les) (10.1.1) la lettura dei risultati deve essere
effettuata al piv presto allo scopo di evitare che la luce provochi alterazioni cromatiche delle
colonie cresciute.

Sono da considerare coliformi totali le colonie cresciute entro le 24 ore, di colore rosso con
riflesso verde metallico.

Sul C-EC Agar (10.1.2) sono considerate coliformi totali le colonie di colore verde-blu cre-
sciute entro?e 24+2 ore.

Sul substrato Chromogenic E. coli/Coliform Medium (10.1.3) sono considerate coliformi to-
tali le colonie di colore rosa cresciute entro le 24+2 ore.

E possibile procedere, per la verifica dell' appartenenza alla famiglia delle Enterobatteriacee,
a cui il gruppo dei coliformi totali appartiene, alla prova della citocromossidasi (12.1), qua-
le prova di conferma. Eventualmente effettuare I'identificazione delle colonie sospette utiliz-
zando i sistemi miniaturizzati di identificazione biochimica seguendo le indicazioni della dit-
ta produttrice.
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12. Conferma biochimica
12.1  Prova della citocromossidasi

Prima di effettuare la prova & necessario selezionare, isolando per striscio, le colonie sospet-
te su Agar soia triptone (10.2.1) ed incubare a 36+1°C per 24+2 ore.

La prova permette di differenziare i microrganismi appartenenti al gruppo dei coliformi in ba-
se alla presenza dell’enzima cifocromossicc]]osi. | coliformi sono ossidasi-negativi.

13. Procedura

Prelevare, seguendo le usuali regole di asepsi, con un’ansa sterile la colonia cresciuta sul ter-
reno di crescita e strisciare su una carta da filtro imbibita del reattivo (10.3.1) preparato al
momento dell’'uso o saggiare sui dischetti o con i tamponi adatti all’'vopo distriEuiti in com-
mercio. Una reazione negativa (tipica dei coliformi totali) si manifesta con il mancato svilup-
po di colore, mentre i microrganismi ossidasi-positivi producono una reazione che fornisce
una colorazione blu-violetto entro pochi secondi.

14.  Espressione dei risultati

Il numero di coliformi totali isolati si calcola in base al numero di colonie contate, ed even-
tualmente softoposte a conferma, considerando la eventuale diluizione e riportando il valore
come Unitd Formanti Colonia per 100 mL di campione (UFC/100 mL).
Dal numero di colonie caratteristiche contate sulla membrana e tenendo conto dei risultati del-
le prove di conferma, calcolare il numero di microrganismi presenti in 100 mL del campione
in ﬁose alla seguente formula (1):
c ANVF (1)

B-V.

dove:

C = numero di colonie che sono state confermate per 100 mL;

A = numero di colonie confermate;

B = numero di colonie da sottoporre a conferma;

N = numero di colonie caratteristiche contate sulla membrana;

V, = volume (mL) di campione analizzato;

V, = volume di riferimento per I'espressione dei risultati (100 mL);
F = fattore di diluizione.

15.  Resoconto di prova
Il resoconto di prova deve indicare il metodo utilizzato ed esprimere i risultati come numero

di microrganismi per volume di campione. Deve altresi indicare tutti i dettagli operativi, non-
ché qualsiasi inconveniente in grado di avere influenzato i risultati.
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7020. Coliformi fecali

1. Introduzione
1.1 Generalita

| coliformi fecali o termotolleranti fanno parte di quella frazione di microrganismi apparte-
nenti alla famiglia delle Enterobatteriacee, a forma di bastoncello, gram-negativi, aerobi ed
anaerobi facoltativi, non sporigeni che, in base alla definizione basata sulla tecnica della fer-
mentazione, fermentano il lattosio con produzione di gas e acido alla temperatura di 44+1°C
in 24 ore. Sono presenti nel materiale Eacoﬂe ad una concentrazione media di 107-10° UFC/g
e possono trovarsi nelle acque reflue grezze a una concentrazione intorno a 1010
UFC/100 mL. La loro presenza costituisce un indice di contaminazione fecale dell’acqua esa-
minata.

| metodi classici per il loro rilevamento utilizzano una temperatura piv elevata come fattore
discriminante per distinguerli dai membri del gruppo dei coliformi di origine non fecale.

1.2 Obiettivo

Il metodo consente di valutare, in un volume noto di acqua, la concentrazione dei microrga-
nismi appartenenti al gruppo dei coliformi fecali.

1.3 Principio del metodo

La procedura analitica si basa sul conteggio dei microrganismi presenti in un volume noto del
campione di acqua.
Possono essere utilizzate due tecniche andlitiche:

- Metodo A: metodo del numero piu probabile o dei tubi multipli (MPN). Con
questo metodo, che consiste in una prova presuntiva e in una prova di confer-
ma, viene calcolata la densitd dei coliformi fecali in campioni di acqua trami-
te una stima statistica determinata sulla base della combinazione di tubi posi-
tivi e negativi ottenuti inoculando aliquote diverse del campione in terreno col-
turale liquido. Il risultato pud essere ricavato, in base alle diverse combinazio-
ni, dall’apposita tabella gia predisposta (Tab. 1, Sezione 6020). Di seguito vie-
ne riportata la descrizione del metodo e vengono indicati, per la prova pre-
suntiva, due terreni di coltura alternativi che si basano sulla Earmentazione del
lattosio.

Metodo B: metodo della filtrazione su membrana (MF). Questo metodo permet-
te di contare il numero delle colonie cresciute su una membrana posta su terre-
no colturale agarizzato. Esistono in commercio diversi substrati usati per I'isola-
mento dei coliformi fecali che garantiscono buoni risultati in fase analitica, an-
che se non esiste un unico substrato in grado di far crescere tutte le specie pre-
senti. E necessario in ogni caso tenere in considerazione che la scelta di un sub-
strato o di un altro pud essere effettuata sulla base dell’esperienza dell’operato-
re, a condizione che cid non comporti alcun cambiamento delle caratteristiche
di produttivita. Di seguito vengono proposti due substrati alternativi.

875



METODI PER LA DETERMINAZIONE DI MICRORGANISMI INDICATORI
D'INQUINAMENTO E DI PATOGENI

1.4  Campo di applicazione

La procedura andlitica viene utilizzata per acque superficiali, di fiume, di lago e per acque
reflue anche sottoposte a trattamento.

2. METODO A. Metodo del numero pit probabile o dei tubi multipli (MPN)

Con questo metodo viene calcolata la densita dei coliformi fecali in campioni di acque tra-
mite la formula probabilistica che definisce il numero piu probabile di batteri coliformi ne-
cessario a produrre combinazioni di tubi positivi e negativi in repliche di diluizioni decimali.
Il metodo & particolarmente adatto per I'esame di acque che presentano un’elevata torbidita.

2.1 Volume da analizzare

Per I'analisi & necessario determinare il volume in base alla ti,oo|ogic1 e dlla qualitar dell’ac-
qua da esaminare. Per acque reflue o comunque di bassa qualita generalmente é necessario
analizzare dilvizioni scalari del campione, mentre per acque gid sottoposte a trattamento
possono essere analizzate diluizioni minori e comunque aliquote diverse.

3. Strumentazione e vetreria

Normale attrezzatura di laboratorio.

4. Reattivi e terreni di coltura
4.1 Brodi per lo svolgimento della prova presuntiva

4.1.1 Brodo Lattosato

Composizione:
Estratto di carne 3
Peptone 5
Lattosio 5
Acqua distillata 1000
pH 6,9+0,2

IB—CQCQCQ

Il terreno si trova anche in commercio in forma disidratata e si prepara secondo le istruzioni
della ditta produttrice. Dopo avere sciolto la polvere e prima della sterilizzazione, distribuire il
ferreno in tubi contenenti ?c: campanella di Durham in posizione rovesciata. Conservare il ter-
reno sterilizzato, pronto per 'uso, per non piv di 2 settimane a temperatura ambiente in con-
dizioni oftimali.

4.1.2  Brodo al Lauril Triptosio

Composizione:

Triptosio 20 g
Lattosio 5 g
Dipotassio idrogeno fosfato 2,75 g
Potassio diidrogeno fosfato 2,75 g
Sodio cloruro 5 g
Sodio lauril solfato 0,1 g
Acqua distillata 1000 mL
oH 6,8+0,2
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Il terreno pud essere utilizzato in alternativa al Brodo Lattosato (4.1.1). Si trova anche in com-
mercio in forma disidratata e si prepara secondo le istruzioni della ditta produttrice. Dopo
avere sciolto la polvere e prima della sterilizzazione, distribuire il terreno in tubi contenenti la
campanella di Durham in posizione rovesciata. Conservare il terreno sterilizzato, pronto per
I'uso, per non piv di 2 settimane a temperatura ambiente in condizioni ottimali.

4.2 Brodo per lo svolgimento della prova di conferma

42.1 EC Medium

Composizione:
Triptosio 20 g
Lattosio 5 g
Sali di bile n. 3 1,5 g

, Dipotassio idrogeno fosfato 4 g
Potassio diidrogeno fosfato 1,5 g
Sodio cloruro 5 g
Acqua distillata 1000 mlL
oH 6,9+0,2

Il terreno si trova anche in commercio in forma disidratata e si prepara secondo le istruzioni
della ditta produttrice.

Dopo avere sciolto la polvere e prima della sterilizzazione, distribuire il terreno in tubi conte-
nenti la campanella di Durham in posizione rovesciata. Conservare il terreno sterilizzato,
pronto per I'uso, per non piv di 2 seftimane a temperatura ambiente in condizioni ottimali.

5. Procedura
5.1 Prova presuntiva

Prima di procedere all'inoculo di aliquote scalari del campione nei tubi del brodo per la pro-
va presuntiva (4.1.1 o 4.1.2), agitare vigorosamente il campione per assicurare una distri-
buzione omogenea dei microrganismi sospesi nell’acqua. Dopo I'inoculo agitare leggermen-
te i tubi e procedere all'incubazione in termostato entro 30 minuti. Incubare a 36+1°C. Do-
po 24+2 ore agitare ciascun tubo per verificare la formazione di gas nella campanella ed
eventualmente reincubare per altre 24 ore. Alla fine del periodo di incubazione registrare i
risultati in base alla disposizione dei tubi che presentano produzione di gas ed intorgidimen-
to del brodo. La produzione di gas entro le 48+3 ore costituisce una reazione positiva pre-
suntiva, sottoporre alla prova di conferma i tubi risultati positivi.

5.2 Prova di conferma

Prelevare, sterilmente, 0,1 mL di brodocoltura dai tubi positivi del brodo per la prova pre-
suntiva (formazione di gas entro le 48 ore) ed inoculare nei corrispondenti tubi contenenti il
brodo per la prova di conferma (4.2.1). Incubare i tubi a 44+1°C per 24+2ore. Alla fine del
periodo di incubazione, la formazione di gas nelle campanelle costituisce una reazione po-
sitiva per i coliformi fecali.

Annotare i risultati oftenuti indicando il numero di tubi positivi e negativi e, sulla base delle
combinazioni ottenute, consultando la Tab. 1 (vedi Sezione 6020), calcolare, considerando
I'eventuale diluizione, il valore dell’indice MPN.

6. Espressione dei risultati

Riportare il risultato ottenuto come valore MPN/100 mL di campione.
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7. Resoconto di prova

Il resoconto di prova deve indicare il metodo utilizzato ed esprimere i risultati come numero
piv probabile di microrganismi per volume di campione. Deve aliresi indicare tutti i dettagli
operativi, nonché qualsiasi inconveniente in grado di avere influenzato i risultati.

8. METODO B. Metodo della filtrazione su membrana (MF)

Con questo metodo viene calcolata la concentrazione dei coliformi fecali che, presenti in un
campione di acqua, sulla superficie di una membrana, posta su terreno di coltura agarizza-
to, hanno formato colonie tipiche prodotte dai microrganismi ricercati. Di seguito sono pro-
posti due substrati d’isolamento alternativi.

8.1 Volume da analizzare

Per I'analisi & necessario determinare il volume in base alla ti,oo|ogic1 e dlla qualitar dell’ac-
qua da esaminare. Per acque reflue o comunque di bassa qualita generalmente é necessario
analizzare dilvizioni scalari del campione; mentre per acque gia sottoposte a trattamento
possono essere analizzate diluizioni minori e comunque aliquote diverse.

9. Strumentazione e vetreria

Normale attrezzatura di laboratorio.

10. Reattivi e terreni di coltura
10.1  Terreni di isolamento

10.1.1 m-FC Agar

Composizione:

Triptosio 10 g
Proteose peptone n. 3 o polipeptone 5 g
Estratto di lievito 3 g
Sodio cloruro 5 g
Lattosio 12,5 g
Sali di bile 1,5 g
Blu di anilina 0,1 g
Agar 15 g
Acqua distillata 1000 mL
pH 7,4+0,2

Il terreno si trova anche in commercio in forma disidratata e si prepara secondo le istruzioni
della ditta produttrice. Reidratare in acqua distillata contenente 10 mL di acido rosolico all’1%
in NaOH 0,2 N. Non sterilizzare. Conservare il terreno distribuito in capsule Petri a circa
+4°C per non piv di 2 settimane in condizioni ottimali.
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10.1.2 C-EC Agar

Composizione:

Triptosio 10 g
Triptofano 1 g
Peptocomplesso 5 g
Estratto di lievito 3 g
Sodio cloruro 5 g
Sali di bile n. 3 1,5 g
IPTG 0,1 g
5-Br-4Cl-3-indolil-D-galattopiranoside 0,08 g
4-metilumbelliferil-B-D-glucuronide 0,05 g
Agar Bios LL 13 g
Acqua distillata 1000 mL
pH 6,8+0,2

Il terreno si trova anche in commercio in forma disidratata e si prepara secondo le istruzioni
della ditta produttrice. Dopo avere sciolto la polvere sterilizzare a 115+1°C per 151 minu-
ti. Distribuire in capsule Petri e lasciare solidificare. Conservare a circa +4°C per non piv di
2 settimane in condizioni ottimali.

10.2  Substrato di crescita

10.2.1 Agar soia triptone

Composizione:

Triptone 15 g
Peptone di soia 5 g
Sodio cloruro 5 g
Agar 20 g
Acqua distillata 1000 mlL
pH 7,240,2

Il terreno si trova anche in commercio in forma disidratata e si prepara secondo le istruzioni
della ditta produttrice. Dopo avere sciolto la polvere, sterilizzare a 121+£3°C per 151 minu-
ti. Distribuire in capsule Petri e lasciare solidificare. Conservare a circa +4°C per non piv di
2 settimane in condizioni ottimali.

10.3  Reattivo alla Tetrametil-parafenilendiamina dicloridrato

10.3.1 Soluzione di Tetrametil-parafenilendiamina dicloridrato all'1%

Composizione:
N,N,N’,N'-tetrametil-parafenilendiamina dicloridrato 1 g
Acqua distillata 100 ml

Dischetti o tamponi adatti all'uopo sono anche disponibili in commercio; in alternativa scio-
gliere N,N,N’ N’-tetrametil-parafenilendiamina dicloridrato in acqua distillata, preparando
la soluzione al momento dell’uso.

Nota: é da segnalare che tale prodotto viene classificato come sostanza pericolosa per la sa-
lute ai sensi della direttiva 67/548/CEE e successivi adeguamenti.
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11. Procedura

Filtrare un’aliquota del campione o un volume di una sua diluizione attraverso una membra-
na di esteri di cellulosa con porosita di 0,45 um di diametro. Porre la membrana sulla su-
perficie del substrato di isolamento e procedere all'incubazione a 44+1°C per 18-24 ore.

11.1  Lettura dei risultati

Sul terreno m-FC (10.1.1) i coliformi fecali crescono come colonie blu, ma possono presenta-
re diverse sfumature del colore. Alcuni Escherichia coli possono formare colonie atipiche di
colore giallo chiaro. Colonie di colore grigio-crema sono formate generalmente da coliformi
non fecali.

Sul C-EC Agar (10.1.2) gli stessi microrganismi sviluppano colonie di colore verde-blu.

E possibile procedere, per la verifica deﬁl’opportenenzo alla famiglia delle Enterobatteriacee,
a cui il gruppo dei coliformi fecali appartiene, alla prova della citocromossidasi (12.1), qua-
le prova di conferma. Eventualmente effettuare I'identificazione delle colonie sospette utiliz-
zando i sistemi miniaturizzati di identificazione biochimica seguendo le indicazioni della dit-
ta produttrice.

12. Conferma biochimica
12.1  Prova della citocromossidasi

Prima di effettuare la prova & necessario selezionare, isolando per striscio, le colonie sospet-
te su Agar soia triptone (10.2.1) ed incubare a 36+1°C per 24+2 ore.

La prova permette di differenziare i microrganismi appartenenti al gruppo dei coliformi in ba-
se alla presenza dell’'enzima citocromossit?asi. | coliformi sono ossidasi-negativi.

13. Procedura

Prelevare, con le usuali regole di asepsi, con un’ansa sterile la colonia cresciuta sul terreno di
crescita e strisciare su una carta da ﬁhro imbibita del reattivo (10.3.1) preparato al momento
dell’'uso o saggiare sui dischetti o con i tamponi adatti all’'uopo distribuiti in commercio. Una rea-
zione negativa (tipica dei coliformi fecali) si manifesta con iFmancoto sviluppo di colore, mentre
i microrganismi ossidasi-positivi producono una reazione che fornisce una colorazione blu-vio-
letto entro pochi secondi.

14.  Espressione dei risultati

Il numero di coliformi fecali isolati si calcola in base al numero di colonie contate, ed even-
tualmente sottoposte alla prova di conferma, considerando I'eventuale diluizione e riportan-
do il valore come Unita Formanti Colonia per 100 mL di campione (UFC/100 mL).
Dal numero di colonie caratteristiche contate sulla membrana e tenendo conto dei risultati del-
le prove di conferma, calcolare il numero di microrganismi presenti in 100 mL del campione
in ﬁose alla seguente formula (1):
o ANVF W

BV,

dove:

C = numero di colonie che sono state confermate per 100 mL;
A = numero di colonie confermate;

B = numero di colonie da sottoporre a conferma;
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N = numero di colonie caratteristiche contate sulla membrana;

V, = volume (mL) di campione analizzato;

V, = volume di riferimento per I'espressione dei risultati (100 mL);
F = fattore di diluizione.

15.  Resoconto di prova
Il resoconto di prova deve indicare il metodo utilizzato ed esprimere i risultati come numero

di microrganismi per volume di campione. Deve altresi indicare tutti i dettagli operativi, non-
ché qualsiasi inconveniente in grado di avere influenzato i risultati.
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7030. Escherichia coli

1. Introduzione
1.1 Generalita

Mentre le denominazioni “coliformi totali” e “coliformi fecali” fanno riferimento a gruppi ete-
rogenei di batteri, il termine Escherichia coli corrisponde ad una specie tassonomicamente de-
finita, a sua volta compresa nella famiglia delle Enterobatteriacee. Escherichia coli & un mi-
crorganismo a forma di bastoncello gram-negativo, aerobio ed anaerobio facoltativo, non
sporigeno, che cresce alla temperatura di 44+1°C, lattosio-fermentante, indolo-positivo in ter-
reni contenenti triptofano, B-D-glucuronidasi-positivo. In letteratura, la presenza di questo en-
zima & stata evidenziata nel 94-99,5 dei biotipi di Escherichia coli, con I'eccezione dei sie-
rotipi O157:H7, e anche, in bassa percentuale, in Shigella, Salmonella e Yersinia. L'enzima
non & prodotto dai coliformi; conseguentemente il rilevamento della sua presenza puo essere
usato per discriminare Escherichia coli da questi ultimi.

Per toﬁme peculiari caratteristiche Escheric?wia coli sembra meglio soddisfare i requisiti insiti
nella definizione di organismo indicatore, rispetto ai tradizionali indicatori di contaminazio-
ne fecale delle acque e gia da tempo I'Organizzazione Mondiale della Sanita considera que-
sta specie come indicatore primario di inquinamento di origine fecale. Tale scelta & motivata
dalla maggiore stabilita della sua presenza nell’ambiente acquatico nel corso dell’anno ri-
spetto ai coliformi, che risulterebbero piu sensibili alle variazioni stagionali e, non di meno,
CI()]”G minore sensibilita del microrganismo alle procedure di disinfezione rispetto alla mag-
gior parte dei patogeni enterici. Inoltre nell'ambito del gruppo dei coliformi, Escherichia coli
& ampiamente rappresentato ed & in esclusivo rapporto con il tratto gastrointestinale dell’'vo-
mo e degli animali a sangue caldo.

Con i metodi tradizionali, che ne consentono una diagnosi solamente presuntiva, la determi-
nazione analitica di Escherichia coli ha necessariamente sempre comportato lo svolgimento
di una serie di prove di conferma. Piv di recente sono stati formulati surl))stroti diversi 30 quel-
li tradizionali, modificati con I'aggiunta di composti cromogeni e fluorogeni che si basano sul-
lo sfruttamento di attivita enzimatiche specifiche. | dati, riportati in letteratura anche da altri
autori e ricavati da esperienze di laboratorio svolte anche nell’ambito di circuiti interlabora-
toriali europei, confermano la possibilita di evidenziare, con questi substrati, in modo seletti-
vo, direh‘lcxmente la specie ricercata, con rese equivalenti o superiori rispetto ai terreni con-
venzionali.

1.2 Obiettivo

| metodi descritti consentono di valutare, in un determinato volume di acqua, la concentra-
zione di Escherichia coli mediante il calcolo statistico del Most Probable Number (MPN, nu-
mero piU probabile) o con procedure di conta diretta.

1.3 Principio dei metodi
Di seguito sono proposti diversi metodi per il rilevamento di Escherichia coli (Metodi A-F),
tutti basati, non piv sulla tradizionale reazione della fermentazione del lattosio, bensi sul ri-

levamento dell’attivita enzimatica della 3-glucuronidasi, evidenziabile dall’idrolisi di f3-glu-
curonidi cromogeni o fluorogeni, con rilascio di composti colorati o fluorescenti.
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1.4 - Campo di applicazione

Le procedure andlitiche di seguito riportate possono essere utilizzate per |'andlisi di acque su-
perficiali, di fiume, di lago e per acque reflue anche sottoposte a trattamento.

2. METODO A

Il metodo di seguito descritto corrisponde alla Norma ISO 9308-3: 1998. E applicabile al-
I'analisi di tutti i tipi di acque superficiali e reflue, ed & particolarmente adatto all’esame di
quelle ricche di materiale in sospensione. E di facile e rapido impiego.

2.1 Principio del Metodo A

Il campione diluito & inoculato in 96 pozzetti da 350 pL contenenti il terreno di coltura disi-
dratato. Dopo un periodo di incubazione di 36-72 ore a 44+1°C si procede alla lettura dei
risultati sotto lampada a ultravioletti (366 nm). Escherichia coli, idrolizzando il 4-metilumbel-
liferil-B-D-glucuronide (MUG), produce fluorescenza blu nei pozzetti. | risultati sono espressi
come numero piU probabile o Most Probable Number (MPN) per 100 mL di campione.

2.2 Volume da analizzare

Per I'analisi & necessario determinare le diluizioni da inoculare in base alla tipologia e alla
qualita dell’'acqua da esaminare.

In Tab. 1, per I'andlisi di diverse tipologie di acque, vengono riportati il numero di diluizioni
in funzione del livello di contaminazione presunto.

2.3 Strumentazione e vetreria

Per lo svolgimento dell’andlisi, dalla preEarozione del terreno colturale alla leftura dei risul-
tati, oltre alla normale attrezzatura di laboratorio sono necessari:

- essiccatore;

- lampada di Wood per 'osservazione a 366 nm;

- micropipetta a 8 canali per I'inoculo di 200 uL;

- nastro adesivo sterile;

- piastre Petri;

- piastre sterili a 96 pozzetti da 350 pL, non fluorescenti e a fondo piatto;
- puntali sterili per micropipetta;

- tubi per diluizioni.

Superficiale marina 2 64 al:2 15-3,5.10*
32 a 1:20
24 al:2
24 a 1:20
Superficiale dolce 4 24 a 1:200 40-3,2 - 10°
24 a 1:2000
Reflua grezza 6 16 al:2 60-6,7 - 10°
e frattata oltre 16 a 1:200000
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2.4 Reattivi e terreni di coltura
2.4.1 MUG/EC Medium

Composizione:

Triptone 40 g
Salicina 1 g
Triton X 100 1 g
MUG 100 mg
Acqua distillata 1000 ml

Il terreno si trova in commercio disidratato e pronto per I'uso, gid distribuito in piastre a 96 poz-
zetti corredate di nastro adesivo. Per la procedura dFl) analisi, seguire le istruzioni della ditta pro-
duttrice.

Qualora si proceda alla sua preparazione, a 1 L di acqua distillata aggiungere triptone, sa-
licina e Triton (il Triton X 100 & uno dei prodotti utilizzclili, disponibili in commercio; posso-
no comunque essere utilizzati prodotti equivalenti purché sia dimostrato forniscano gli stessi
risultati), mantenendo in agitazione fino ad ebollizione e completa dissoluzione deg?i ingre-
dienti. Raffreddare ed aggiungere il MUG disciolto in 2 mL di N,N-dimetilformamide. Ag-
giustare il pH a 6,9+0,2.

Sterilizzare per filtrazione attraverso membrane con porositd nominale di 0,2 pm. Distribui-
re in aliquote da 100 pL in ciascuno dei 96 pozzetti in piastra. Disidratare immediatamente
in un essiccatore o sotto cappa a flusso laminare.

Nota: la N,N-dimetilformamide é tossica. Il prodotto puo causare il cancro ed & nocivo per
inalazione, contatto con la pelle e per ingestione. Il suo utilizzo richiede, da parte degli ope-
ratori, particolari precauzioni durante la manipolazione: protezione respiratoria (mascherina
anﬁpo/\iere e uso di cappa aspirante), protezione delle mani (guanti profettivi), protezione
della pelle (indumenti protettivi).

2.4.2 Soluzione diluente

Composizione:

Acqua di mare sintetica 22,5 g
Soluzione di blu di bromofenolo 10 mL
Acqua distillata 1000 ml

Miscelare gli ingredienti e sterilizzare in autoclave a 121£3°C per 15-20 minuti.

Preparare la soluzione di blu di bromofenolo aggiungendo 0,04 g a 100 mL di etanolo al 50%.
L'aggiunta di questa soluzione & facoltativa e utile solo per la colorazione della soluzione di-
luente.

In alternativa alla soluzione diluente sopra indicata, possono essere utilizzati altri diluenti,
quali acqua distillata, a meno che le stesse diluizioni preparate per il conteggio di Escheri-
chia coli non debbano essere usate per il conteggio degli enterococchi intestinali.

2.4.3 Acqua distillata

Utilizzare acqua distillata priva di sostanze inibenti la crescita nelle condizioni di prova. Ste-
rilizzare I'acqua distillata a 121+3°C per 15-20 minuti.

2.5 Procedura

2.5.1 Preparazione delle diluizioni
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2.5.1.1 Acque con salinitd <30%o

Aggiungere 9 mL di soluzione diluente (2.4.2) in tutti i tubi preparati in base al numero del-
le (?iluizioni prescelte. Agitare il campione per ottenere una distribuzione omogenea dei mi-
crorganismi e, usando una pipetta sterile, trasferire 9 mL del campione nel primo tubo conte-
nente 9 mL di soluzione diluente (diluizione 1:2). Usando una nuova pipetta, dopo miscela-
zione, trasferire 1 mL della prima diluizione al secondo tubo (diluizione 1:20) e procedere al-
lo stesso modo per le diluizioni successive.

2.5.1.2 Acque con salinita >30%o

Aggiungere 9 mL di acqua distillata sterile (2.4.3) nel tubo della prima diluizione e 9 mL di so-
luzione diluente (2.4.2) a tutti i tubi successivi preparati in base al numero delle diluizioni pre-
scelte. Agitare il campione per ottenere una distribuzione omogenea dei microrganismi e, usan-
do una pipetta sterile, frasEerire 9 mL del campione nel primo tubo contenente 9 mL di acqua
distillata (diluizione 1:2). Usando una nuova pipetta, dopo miscelazione, trasferire 1 mL della
prima diluizione al secondo tubo (diluizione 1:20) e procedere allo stesso modo per le dilui-
zioni successive.

2.5.2  Semina delle diluizioni e incubazione

Con le adeguate regole di asepsi, versare la diluizione iniziale in una piastra Petri vuota sterile
e, usando una micropipetta a 8 canali, distribuire 200 WL in ciascun pozzetto contenente il ter-
reno disidratato (2.4.1), corrispondente alla prima diluizione. Operare in modo analogo per le
diluizioni successive, cambiando la piastra Petri e i puntali ad ogni diversa diluizione. Coprire
la piastra di inoculo con nastro adesivo sterile per prevenire contaminazioni esterne e disidrata-
zione dell'inoculo.

Incubare le piastre inoculate a 44+1°C per almeno 36 ore e fino ad un massimo di 72 ore.

2.5.3 Lettura dei risultati
| pozzetti che sotto luce ultravioletta risultano blu-fluorescenti sono considerati positivi.
2.6  Espressione dei risultati

Riportare il risultato ottenuto come valore MPN/100 mL di campione.

Se nessuno dei pozzetti & positivo, esprimere il risultato come <n/100 mL, dove n & il valore
dell’indice MPN per 1 pozzetto positivo nelle condizioni di diluizioni impiegate.

Per il calcolo dell’indice MPN procedere determinando il numero caratteristico in base al nu-
mero di pozzetti positivi per ciascuna diluizione selezionata, che, con piv di 3 diluizioni, do-
vrd corrispondere ad un numero composto da 3 cifre. Individuato il numero caratteristico, per
calcolare il valore dell’ MPN consultare la norma NF T 90-433: agosto 1997, ovvero consul-
tare le tabelle fornite con il terreno colturale.

2.7 Resoconto di prova

Il resoconto di prova deve indicare il metodo utilizzato ed esprimere i risultati come numero
piv probabile di microrganismi per volume di campione. Deve aliresi indicare tutti i dettagli
operativi, nonché qualsiasi inconveniente in grado di avere influenzato i risultati.

3. METODO B

Il metodo di seguito descritto viene riportato nel Manuale “Standard Methods for the Examina-

tion of Water and Wastewater” sotto il nome di Enzyme Substrate Test. L'EPA ha approvato que-
sto tipo di andlisi, e le successive modifiche (possibilita di quantificare la concentrazione di
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Escherichia coli tramite la tecnica dell’MPN), sotto il nome di MMO-MUG test (Colilert). ' AOAC
ha inserito il metodo andlitico in “Official Methods of Analysis” con il nome di “Defined Sub-
strate Technology” (Colilert).

Recentemente la performance del metodo & stata valutata, anche in ltalia, durante lo svolgi-
mento di un circuito interlaboratoriale di confronto tra metodi con la collaborazione di diver-
si laboratori europei.

E applicabile all'analisi di acque poco e mediamente contaminate, anche oligotrofe, clorate
e comunque contenenti Escherichia coli danneggiati. E di facile e rapido impiego.

3.1 Principio del metodo B

Il prodotto & gia disponibile in commercio sotto forma di kit completo per I'inoculo del cam-
pione, utilizzabile in tubi e piastre multi-pozzetto, monouso, per lo svolrgimento della tecnica
del numero piu probabile (MPN). Dopo un periodo di incubazione di 18 o 24 ore a 36+1°C
si procede alla lettura dei risultati sotto lampada a ultravioletti (366 nm). Escherichia coli,
idrolizzando il 4-metilumbelliferil-B-D-glucuronide (MUG), produce fluorescenza nei pozzet-
fi. | risultati sono espressi come numero piu probabile o Most Probable Number (MPN) per
100 mL di campione.

3.2 Volume da andlizzare
Il volume da andlizzare per qualsiasi tipologia di acque & 100 mL, sia che si tratti del cam-
|oione tal quale, sia di una sua diluizione, quest'ultima da determinare comunque in base al-
a tipologia e alla qualita dell’acqua da esaminare.
3.3 Strumentazione e vetreria
Per lo svolgimento dell’analisi oltre alla normale attrezzatura di laboratorio sono necessari:
- lampada di Wood per |'osservazione a 366 nm;
- sigillatore automatico.

3.4 Reattivi e terreni di coltura

3.4.1 Defined Substrate Technology (Colilert)

Composizione:

Ammonio solfato 5 g
Manganese solfato 0,5 mg
Zinco solfato 0,5 mg
Magnesio solfato 100 mg
Sodio cloruro 10 g
Calcio cloruro 50 g
Sodio solfito 40 g
Amfotericina B 1 mg
O-nitrofenil-3-D-galattopiranoside 0,5 g
4-metilumbellifenil-3-D-glucuronide 75 mg
Solanium 0,5 g
Hepes buffer

Sali di sodio 53 g

Acido organico 6,9 g

Il terreno disidratato viene distribuito in commercio in fiale gia predosate per I'esame di 100
mL di campione o di una sua diluizione. Il kit fornisce la possibilita di leggere i risultati dopo
18 0 24 ore.
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3.5 Procedura

Seguendo le istruzioni della ditta produttrice, mescolare, in un flacone sterile, il terreno disi-
dratato (3.4.1) con 100 mL di campione o di una sua diluizione. Chiudere il flacone e me-
scolare per sciogliere completamente il terreno. Attendere che |'eventuale formazione di
schiuma sia sparita e versare il contenuto del flacone nella piastra sterile a 51 pozzetti o in
ql:Jella a 97 pozzetti. Sigillare la piastra inoculata con I"apposito sigillatore automatico (3.3)
che provvede anche alla distribuzione del campione all'interno dei pozzetti.

3.5.1 Incubazione

Incubare a 36+1°C entrambi i tipi di piastre per un periodo di 18 ore per Colilert 18 e di 24
ore per Colilert.

3.5.2 Lettura e interpretazione dei risultati

| pozzetti che sotto luce ultravioletta risultano fluorescenti sono considerati positivi per Esche-
richia coli. Senza diluizioni la piastra a 51 pozzetti permette la lettura da 1 a 200 micror-
ganismi/100 mL; la piastra a 97 pozzetti permette la lettura da 1 a 2419 microrgani-
smi/ 100 mL.

3.6  Espressione dei risultati

Riportare il risultato ottenuto come valore MPN/100 mL di campione.
| valori dell'indice MPN sono calcolati in base alla tabella specifica fornita con il kit di ana-
lisi.

3.7  Resoconto di prova

Il resoconto di prova deve indicare il metodo utilizzato ed esprimere i risultati come numero
piv probabile di microrganismi per volume di campione. Deve aliresi indicare tutti i dettagli
operativi, nonché qualsiasi inconveniente in grado di avere influenzato i risultati.

4. METODO C

Questo metodo permette di contare il numero delle colonie di Escherichia coli cresciute su una
membrana posta su terreno colturale agarizzato addizionato con sostanze cromogene.
In presenza di elevate concentrazioni cﬁ Escherichia coli nel campione, la lettura gei risultati
puo rivelarsi complicata dalla diffusione e confluenza della fluorescenza prodotta dalle colo-
nie tipiche. Pertanto il metodo risulta piv idoneo all’analisi di acque trattate e comunque po-
co contaminate.

4.1 Principio del metodo C

Un’aliquota del campione o una sua diluizione sono filtrati attraverso una membrana di este-
ri di cellulosa di 0,45 pm di porositd nominale. Dopo un periodo di incubazione di 18-24
ore a 44x1°C si procede alla lettura dei risultati sotto lampada a ultravioletti (366 nm). Il com-
posto 4-metilumbelliferil-B-D-glucuronide (MUG), incorporato nel terreno, viene idrolizzato
dalla B-glucuronidasi di Escherichia coli, rilasciando iﬁ) composto 4-metilumbelliferone che
produce quindi colonie di colore blu-verde, fluorescenti alla luce ultravioletta.

| risultati sono espressi come Unita Formanti Colonia (UFC) per 100 mL di campione.

4.2 Volume da analizzare

Per I'analisi & necessario determinare il volume in base alla tipologia e alla qualita dell’ac-
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qua da esaminare. Per acque reflue o comunque di bassa qualitd generalmente & necessario
analizzare dilvizioni scalari del campione; mentre per acque gia sottoposte a trattamento
possono essere analizzate diluizioni minori e comunque aliquote diverse.

4.3 Strumentazione e vetreria

Oltre alla normale attrezzatura di laboratorio & necessaria la lampada di Wood per I'osser-
vazione a 366 nm.

4.4 Reattivi e terreni di coltura

4.4.1 C-EC Agar

Composizione:

Triptosio 10 g
Triptofano 1 g
Peptocomplesso 5 g
Estratto di lievito 3 g
Sodio cloruro 5 g
Sali di bile n. 3 1,5 g
IPTG 0,1 g
5-Br-4Cl-3-indolil-D-galattopiranoside 0,08 g
4-metilumbelliferil-B-D-glucuronide 0,05 g
Agar Bios LL 13 g
Acqua distillata 1000 mlL
pH 6,8:0,2

Il terreno si trova anche in commercio in forma disidratata e si prepara secondo le istruzioni
della ditta produttrice. Dopo avere sciolto la polvere sterilizzare a 115+1°C per 151 minu-
ti. Distribuire in capsule Petri e lasciare solidificare. Conservare a circa +4°C per non piv di
2 settimane in condizioni ottimali.

Il terreno & adatto per I"analisi di acque con basse concentrazioni di Escherichia coli.

4.5  Procedura

Filtrare un’aliquota del campione o un volume di una sua diluizione attraverso una membra-
na di esteri di cellulosa con porosita di 0,45 um di diametro. Porre la membrana sulla su-
perficie del substrato di isolamento (4.4.1) e procedere all'incubazione a 44+1°C per 18-24
ore.

4.5.1 Lettura e interpretazione dei risultati

Escherichia coli sviluppa colonie tipiche di colore verde-blu che risultano fluorescenti alla lu-
ce ultravioletta. Le colonie atipiche crescono di colore biancastro o incolori.

4.6 Espressione dei risultati

Il numero di Escherichia coli si calcola in base al numero di colonie contate, riportando il va-
lore come Unita Formanti Colonia per 100 mL di campione (UFC/100 mL).

4.7  Resoconto di prova
Il resoconto di prova deve indicare il metodo utilizzato ed esprimere i risultati come numero

di microrganismi per volume di campione. Deve altresi indicare tutti i dettagli operativi, non-
ché qualsiasi inconveniente in grado di avere influenzato i risultati.
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5. METODO D

Questo metodo permette di contare il numero delle colonie di Escherichia coli cresciute su una
membrana posta su terreno colturale agarizzato addizionato con sostanze cromogene.
Il metodo risulta idoneo all’andlisi di acque reflue e superficiali.

5.1 Principio del metodo D

Un’aliquota del campione o una sua diluizione sono filtrati attraverso una membrana di este-
ri di cellulosa di 0,45 pm di porositd nominale. Dopo un periodo di incubazione di 18-24
ore a 44+1°C si procede alla lettura dei risultati. Il composto cromogeno 5-Br-4-Cl-3-indolil-
B-D-glucuronide (X-Gluc), incorporato nel terreno, viene idrolizzato dalla B-glucuronidasi di
Escherichia coli che produce quindi colonie di colore blu-verde.

| risultati sono espressi come Unita Formanti Colonia (UFC) per 100 mL di campione.

5.2 Volume da andlizzare

Per I'analisi & necessario determinare il volume in base alla ti,oo|ogic1 e dlla qualitar dell’ac-
qua da esaminare. Per acque reflue o comunque di bassa qualita generalmente é necessario
analizzare dilvizioni scalari del campione; mentre per acque gid sottoposte a trattamento
possono essere analizzate diluizioni minori e comunque aliquote diverse.

5.3 Strumentazione e vetreria

Normale attrezzatura di laboratorio.

5.4 Reattivi e terreni di coltura

5.4.1 Chromogenic E. coli Agar

Composizione:

Triptone 20 g
Triptofano 1 g
Estratto di lievito 5 g
Sodio cloruro 5 g
Sali di bile n. 3 1,5 g
Sodio fosfato bibasico 5 g
Potassio fosfato monobasico 1,5 g
X-Gluc 0,06 g
Agar 12 g
Acqua distillata 1000 mL
pH 7,0£0,2

Il terreno si trova anche in commercio in forma disidratata e si prepara secondo le istruzioni
della ditta produttrice. Dopo avere sciolto la polvere sterilizzare a 121+3°C per 151 minu-
i. Distribuire in capsule Petri e lasciare solidificare. Conservare a circa +4°C per non piv di
2 settimane in condizioni oftimali.

5.5  Procedura

Filtrare un'olio‘uota del campione o un volume di una sua diluizione attraverso una membrana
di esteri di cellulosa con porosita di 0,45 pm di diametro. Porre la membrana sulla superficie
del substrato di isolamento (5.4.1) e procedere all'incubazione a 44+1°C per 18-24 ore.
5.5.1 Lettura e interpretazione dei risultati

Escherichia coli sviluppa colonie tipiche di colore verde-blu. Le colonie atipiche crescono incolori.
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5.6  Espressione dei risultati

Il numero di Escherichia coli si calcola in base al numero di colonie contate, riportando il va-
lore come Unita Formanti Colonia per 100 mL di campione (UFC/100 mL).

5.7  Resoconto di prova

Il resoconto di prova deve indicare il metodo utilizzato ed esprimere i risultati come numero
di microrganismi per volume di campione. Deve dltresi indicare tutti i dettagli operativi, non-
ché qualsiasi inconveniente in grado di avere influenzato i risultati.

6. METODO E

Questo metodo permette di contare il numero delle colonie di Escherichia coli cresciute su una
membrana posta su terreno colturale agarizzato addizionato con sostanze cromogene.

Il metodo risulta idoneo all’analisi di acque trattate e comunque contenenti Escherichia coli
danneggiati.

6.1 Principio del metodo E

Un’aliquota del campione o una sua diluizione sono filtrati attraverso una membrana di este-
ri di cellulosa di 0,45 pm di porositd nominale. Dopo un periodo di incubazione di 18-24
ore a 36+1°C si procede alla lettura dei risultati. Il composto cromogeno 5-Br-4-Cl-3-indolil-
B-D-glucuronide (X-Gluc), incorporato nel terreno, viene idrolizzato dalla B-glucuronidasi di
Escherichia coli che produce quindi colonie di colore grigio-blu.

| risultati sono espressi come Unita Formanti Colonia (UFC) per 100 mL di campione.

6.2  Volume da andlizzare

Per I'analisi & necessario determinare il volume in base alla ti,oo|ogic| e alla qualita dell’ac-
qua da esaminare. Per acque reflue o comunque di bassa qualitd generalmente é necessario
analizzare dilvizioni scalari del campione; mentre per acque gia sottoposte a trattamento
possono essere analizzate diluizioni minori e comunque aliquote diverse.

6.3 Strumentazione e vetreria

Normale attrezzatura di laboratorio.

6.4 Reattivi e terreni di coltura

6.4.1  Chromogenic Coliform Agar

Composizione:

Triptosio 10 g
Triptofano 0,1 g
Estratto di lievito 8 g
Peptocomplex 5 g
Sodio cloruro 5 g
Sali di bile n. 3 1,5 g
IPTG 0,1 g
X-Gluc 0,06 g
Salmon Gal 0,15 g
Agar 13 g
Acqua distillata 1000 mlL
pH 7,0+0,2
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Il terreno si trova anche in commercio in forma disidratata e si prepara secondo le istruzioni
della ditta produttrice. Dopo avere sciolto la polvere sterilizzare a 121+3°C per 151 minu-
ti. Distribuire in capsule Petri e lasciare solidificare. Conservare a circa +4°C per non piv di
2 settimane in condizioni oftimali.

8.5 Procedura

Filtrare un'olio‘uota del campione o un volume di una sua diluizione attraverso una membrana
di esteri di cellulosa con porosita di 0,45 pm di diametro. Porre la membrana sulla superficie
del substrato di isolamento (6.4.1) e procedere all'incubazione a 36+1°C per 18-24 ore.

6.5.1 Lettura e inferpretazione dei risultati

Escherichia coli sviluppa colonie tipiche di colore grigio-blu. Le colonie di coliformi crescono
di colore salmone e le colonie atipiche incolori.

6.6  Espressione dei risultati

Il numero di Escherichia coli si calcola in base al numero di colonie contate, riportando il va-
lore come Unita Formanti Colonia per 100 mL di campione (UFC/100 mL).

8.7  Resoconto di prova

Il resoconto di prova deve indicare il metodo utilizzato ed esprimere i risultati come numero
di microrganismi per volume di campione. Deve dltresi indicare tutti i dettagli operativi, non-
ché qualsiasi inconveniente in grado di avere influenzato i risultati.

7. METODO F

Il metodo di seguito descritto & stato prodotto su indicazione del Public Health Laboratory Ser-
vice (PHLS) e contiene il composto cromogeno 5-Br-4-Cl-3-indolil-B-D-glucuronide (BCIG).
La “performance” del metodo & stata valutata, anche in ltalia, durante lo svolgimento di un
circuito interlaboratoriale di confronto tra metodi con la collaborazione di diversi laboratori
europei.

Il metodo permette di contare il numero delle colonie di Escherichia coli cresciute su una mem-
brana posta su terreno colturale agarizzato addizionato con sostanze cromogene.

I rf?etoclo risulta particolarmente idoneo all’analisi di acque superficiali dolci o marine e di acque
reflue.

7.1 Principio del metodo F

Un’aliquota del campione o una sua diluizione & filtrata attraverso la membrana di esteri di
cellulosa con pori di 0,45 pum. Dopo un periodo d’incubazione di 18-24 ore a 44+1°C si pro-
cede alla lettura dei risultati. I composto cromogeno 5-Br-4-Cl-3-indolil-B-D-glucuronide (X-
Gluc), incorporato nel terreno, viene idrolizzato dalla B-glucuronidasi di Escherichia coli, che
produce quindi colonie di colore blu-verde.

| risultati sono espressi come Unita Formanti Colonia (UFC) per 100 mL di campione.

7.2 Volume da andlizzare
Per I'analisi & necessario determinare il volume in base alla ti,oo|ogic1 e dlla qualitar dell’ac-
qua da esaminare. Per acque reflue o comunque di bassa qualita generalmente & necessario

analizzare dilvizioni scalari del campione; mentre per acque gia sottoposte a trattamento
possono essere analizzate diluizioni minori e comunque aliquote diverse.

892



METODI PER LA DETERMINAZIONE DI MICRORGANISMI INDICATORI
D'INQUINAMENTO E DI PATOGENI

7.3 Strumentazione e vetreria
Normale attrezzatura di laboratorio.
7.4 Reattivi e terreni di coltura

7.4.1  Tryptone Bile X-Glucuronide Agar

Composizione:
Triptone 20 g
Sali di bile n. 3 1,5 g
X-Gluc 0,075 g
Agar 15 g
Acqua distillata 1000 mL
pH 7,2+0,2

Il terreno si trova anche in commercio in forma disidratata e si prepara secondo le istruzioni
della ditta produttrice. Dopo avere sciolto la polvere sterilizzare a 121+3°C per 151 minu-
ti. Distribuire in capsule Petri e lasciare solidificare. Conservare a circa +4°C per non piv di
2 settimane in condizioni ottimali.

7.5 Procedura

Filtrare un’aliquota del campione o un volume di una sua diluizione attraverso una membra-
na di esteri di cellulosa con pori di 0,45 pm di diametro. Porre la membrana sulla superficie
del substrato di isolamento (7.4.1) e procedere all'incubazione a 44+1°C per 18-24 ore.
7.5.1 Lettura e interpretazione dei risultati

Escherichia coli sviluppa colonie tipiche di colore verde-blu.

7.6 Espressione dei risultati

Il numero di Escherichia coli si calcola in base al numero di colonie contate, riportando il va-
lore come Unita Formanti Colonia per 100 mL di campione (UFC/100 mL).

7.7 Resoconto di prova
Il resoconto di prova deve indicare il metodo utilizzato ed esprimere i risultati come numero

di microrganismi per volume di campione. Deve altresi indicare tutti i dettagli operativi, non-
ché qualsiasi inconveniente in grado di avere influenzato i risultati.
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7040. Streptococchi fecali ed enterococchi

1 Introduzione
1.1 Generalita

Il gruppo degli Streptococchi fecali & stato considerato per lungo tempo efficace indicatore di
contaminazione fecale per gli ecosistemi acquatici. Sebbene alcuni autori considerino i ter-
mini streptococchi fecali, enterococchi, enterococchi intestinali e gruppo Enterococcus sinoni-
mi nel caso delle specie rilevabili ne||'ambiente, I'ordinamento tassonomico del gruppo, negli
ultimi anni, & stato oggetto di ampia revisione. Con il termine Streptococchi fecali & stato in-
dicato un gruppo di microrganismi eterogeneo sia dal punto di vista tassonomico sia ecolo-
gico, raggruppati insieme sulla base della morfologia microscopica, della reattivita alla colo-
razione di Gram e della assenza dell'enzima catalasi. Gli studi piv recenti hanno distinto in-
vece, sulla base di caratteristiche fisiologiche e di tecniche di ibridizzazione del DNA, tre ge-
neri diversi di cui due (Enterococcus e Streptococcus) comprenderebbero specie intestinali o
di origine fecale. Attualmente il genere Enterococcus comprende 17 specie determinate sulla
base delle sequenze della subunita 16S dell'rRNA che hanno permesso di individuare la pre-
senza di specie di gruppo. Le specie appartenenti al genere Enterococcus soddisfano specifi-
ci requisiti: crescita a 10°C e 45°C, resistenza a 60°C per 30 minuti, crescita a pH 9,6 e a
6,5% di NaCl, idrolisi del 4-metilumbelliferil-B-D-glucoside (MUD) in presenza di tallio ace-
tato, acido nalidixico e 2,3,5- trifeniltetrazolio cloruro (TTC). | gruppi individuati in questo ge-
nere comprendono Ent. faecium, Ent. durans, Ent. hirae, Ent. mundtii (primo gruppo); Ent.
avium, Ent. pseudoavium, Ent. raffinosus e Ent. malodoratus (secondo gruppo); Ent. casseli-
flavus e Ent. gallinarum (terzo gruppo); Ent. faecalis, Ent. cecorum, Ent. co,;mbae e Ent. sac-
charolyticus, che hanno tra loro una bassa similarita genotipica, sono stati inseriti in un quar-
to gruppo. Lappartenenza di specie diverse al genere Enterococcus, anche dal punto di vista
mo?eco are, comporta difficolta nell'individuare test fenotipici capaci di identificare il genere.
Anche il test gid comunemente utilizzato per una conferma dell’appartenenza al gruppo piv
ampio degli streptococchi, I'idrolisi dell’esculina, se ancora utile ad individuare anche le nuo-
ve specie del genere Enterococcus, fornisce comunque reazione positiva anche per Pediococ-
cus, Lactococcus, Aerococcus e Leuconostoc.

Era stata precedentemente valutata la possibilita che la proporzione tra numero di strepto-
cocchi fecali e di coliformi fecali potesse dare una indicazione sulla origine fecale dell’inqui-
namento. Con un rapporto >4 la contaminazione si considerava presumibilmente di deriva-
zione umana, mentre era considerata diversa (animale) se il rapporto fosse stato <0,7. Tutta-
via il valore di questa proporzione & stato messo in discussione a causa della diversa capa-
cita di sopravvivenza cra parte dei microrganismi considerati. Inoltre, la maggiore resistenza
all’azione dei disinfettanti da parte dei microrganismi del gruppo, alterando la proporzione
numerica tra le due categorie di indicatori (streptococchi e coliformi), pud essere causa di er-
ronee interpretazioni. Pertanto il calcolo del rapporto tra i due indicatori di inquinamento fe-
cale non dovrebbe avere validita per caratterizzare |'origine della contaminazione.

Nelle acque reflue le concentrazioni degli streptococchi ?ecoﬂi in 100 mL sono comprese ge-
neralmente tra 10%-10¢.

1.2 Obiettivo

Il metodo consente di valutare, in un volume noto di acqua, la concentrazione dei microrga-
nismi appartenenti al gruppo degli streptococchi/enterococchi.
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1.3 Principio del metodo

La procedura andlitica si basa sul conteggio dei microrganismi presenti in un volume noto del
campione di acqua.
Possono essere utilizzate le seguenti tecniche analitiche:

- Metodo A: metodo del numero piu probabile o dei tubi multipli (MPN). Con
questo metodo, che consiste in una prova presuntiva e in una prova di confer-
ma, & calcolata la densita degli streptococchi/enterococchi in campioni di ac-
qua tramite una stima statistica determinata sulla base della combinazione di
tubi positivi e negativi oftenuti inoculando aliquote diverse del campione in ter-
reno colturale liquido. Il risultato pud essere ricavato, in base alle diverse com-
binazioni, dall’apposita tabella gia predisposta (Tab.1, Sezione 6020).
Metodo B: metodo del numero piv probabile (Most Probable Number, MPN) in
micropiastre a 96 pozzetti, basato sul rilevamento dell’attivitd enzimatica della
f3-glucosidasi, evidenziabile dall’idrolisi di un 3-glucoside, con rilascio di com-
posti colorati e fluorescenti. Il campione diluito & inoculato in 96 pozzetti da 350
HL contenenti il terreno di coltura disidratato. Dopo un periodo di incubazione di
36-72 ore a 44+1°C si procede alla lettura dei risultati sotto lampada di Wood
(366 nm). Lidrolisi del 4-metilumbelliferil-B-D-glucoside (MUD) produce fluore-
scenza blu nei pozzeft.

Metodo C: metodo della filtrazione su membrana (MF). Questo metodo per-
mette di contare il numero delle colonie cresciute su una membrana posta su
terreno colturale agarizzato. Esistono in commercio diversi substrati usati per
I'isolamento degli streptococchi/enterococchi che garantiscono buoni risultati
in fase analitica, anche se non esiste un unico substrato in grado di far cresce-
re tutte le specie presenti. E necessario in ogni caso tenere in considerazione
che la scelta di un substrato o dell’altro pud essere effettuata sulla base dell’e-
sperienza dell’'operatore a condizione che cid non comporti alcun cambia-
mento delle caratteristiche di produttivita.

1.4 Campo di applicazione

La procedura andlitica & utilizzata per acque superficiali, di fiume, di lago e per acque reflue
anche sottoposte a trattamento.

2. METODO A. Metodo del numero pit probabile o dei tubi multipli (MPN)

Con questo metodo & calcolata la densita decT;H streptococchi/enterococchi in campioni di ac-
que tramite la formula probabilistica che definisce il numero piu probabile di batteri neces-
sario a produrre combinazioni di tubi positivi e negativi in repliche di diluizioni decimali.

Il metodo & particolarmente adatto per I'esame di acque che presentano un’elevata torbidita.
2.1 Volume da analizzare

Per I'analisi & necessario determinare il volume in base alla ti,oo|ogic1 e alla qualita dell’ac-
qua da esaminare. Per acque reflue o comunque di bassa qualita generalmente é necessario
analizzare dilvizioni scalari del campione, mentre per acque gia sottoposte a trattamento
possono essere analizzate diluizioni minori e comunque aliquote diverse.

2.2 Strumentazione e vetreria

Normale attrezzatura di laboratorio.
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2.3 Reattivi e terreni di coltura
2.3.1  Brodi per lo svolgimento della prova presuntiva

2.3.1.1 Brodo all’Azide Destrosio

Composizione:

Estratto di carne 4,5 g
Triptone 15 g
Glucosio 7,5 g
Sodio cloruro 7,5 g
Sodio azide 0,2 g
Acqua distillata 1000 mlL
pH 7,2+0,2

Il terreno si trova anche in commercio in forma disidratata e si prepara secondo le istruzioni
della ditta produttrice. Adottare idonee precauzioni durante la preparazione del terreno che
& tossico per la presenza di azide sodica. Evitare il contatto e |'ina|Fc)Jzione. Dopo avere sciol-
to la polvere e prima della sterilizzazione, distribuire il terreno in tubi. Conservare il terreno
steri|iz|zc1to, pronto per 'uso, per non piv di 1 settimana a temperatura ambiente in condizioni
oftimali.

2.3.2  Brodo per lo svolgimento della prova di conferma

2.3.2.1 Brodo al Violetto di etile con Azide e Destrosio

Composizione:

Peptone 20 g
Destrosio 5 g
Sodio cloruro 5 g
Dipotassio idrogeno fosfato 2,7 g
Potassio diidrogeno fosfato 2,7 g
Sodio azide 0,4 g
Violetto di etile 083 mg
Acqua distillata 1000 mL
pH 7,0£0,2

Il terreno si trova anche in commercio in forma disidratata e si prepara secondo le istruzioni
della ditta produttrice. Adottare idonee precauzioni durante la preparazione del terreno che
& tossico per la presenza di azide sodica. Evitare il contatto e |'ino|Fc)Jzione. Dopo avere sciol-
to la polvere e prima della sterilizzazione, distribuire il terreno in tubi. Conservare il terreno
steri|iz|zc1to, pronto per 'uso, per non piv di 1 settimana a temperatura ambiente in condizioni
oftimali.

2.4 Procedura
2.4.1  Prova presuntiva

Prima di procedere all'inoculo di aliquote scalari del campione nei tubi del brodo per la pro-
va presuntiva (2.3.1.1), agitare vigorosamente il campione per assicurare una distribuzione
omogenea dei microrganismi sospesi nell’acqua. Dopo I'inoculo agitare leggermente i tubi e
procedere all'incubazione in termostato entro 30 minuti. Incubare a 36+1°C per 48+3 ore.
Dopo incubazione, agitare ciascun tubo per verificare la presenza di torbidita (risultato posi-
tivo). Registrare i risultati in base alla disposizione dei tubi che presentano intorbidimento del
brodo e sottoporre i tubi positivi alla prova di conferma.
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2.4.2 Prova di conferma

Prelevare, sterilmente, 1 mL di brodocoltura dai tubi positivi del brodo per la prova presunti-
va (torbidita entro le 48 ore) ed inoculare nei corrispondenti tubi contenenti il Brodo al Vio-
letto di etile con Azide e Destrosio (2.3.2.1) per la prova di conferma. Incubare i tubi a
36+1°C per 24+24 (£3) ore. Considerare positivi i tubi che presentano intorbidimento ac-
compagnato da un deposito grigio-violetto sul fondo del tubo.

Annotare i risultati ofttenuti indicando il numero di tubi positivi e negativi e, sulla base delle
gombinazioni ottenute, consultando la Tab. 1 (vedi Sezione 6020), calcolare il valore dell’in-

ice MPN.

2.5  Espressione dei risultati

Riportare il risultato ottenuto come valore MPN/100 mL di campione.

2.6 Resoconto di prova

Il resoconto di prova deve indicare il metodo utilizzato ed esprimere i risultati come nume-
ro piv probabile di microrganismi per volume di campione. Deve altresi indicare tutti i det-
tagli operativi, nonché qualsiasi inconveniente in grado di avere influenzato i risultati.

3. METODO B. Metodo del numero piu probabile (MPN) in micropiastre a 96 pozzetti
Il metodo di seguito descritto corrisponde alla Norma ISO 7899-1: 1998. E applicabile al-
I'analisi di tutti i tipi di acque superficiali e reflue, ed & particolarmente adatto all’esame di
quelle ricche di materiale in sospensione. E di facile e rapido impiego.

3.1 Volume da analizzare

Per I'analisi & necessario determinare le diluizioni da inoculare in base alla tipologia e alla
qualita dell’'acqua da esaminare.

Di seguito, per |'andlisi di alcuni tipi di acqua vengono riportati alcuni esempi in funzione del
presunto livello di contaminazione delle acque:

Superficiale marina 2 64 al:2 15-3,5-10
32 a 1:20

Superficiale dolce 4 24 al:2
24 a 1:20 40-3,2-10°
24 a 1:200
24 a 1:2000

Reflua grezza 6 16 al:2 60-6,7-10°

e traftata oltre 16 a 1:200000

3.2 Strumentazione e vetreria

Per lo svolgimento dell'andlisi, dalla preEarozione del terreno colturale alla leftura dei risul-
tati, oltre alla normale attrezzatura di laboratorio sono necessari:

- essiccatore;

- lampada di Wood per 'osservazione a 366 nm;
- micropipetta a 8 canali per I'inoculo di 200 pL;
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- nastro adesivo sterile;

- piastre Petri

- piastre sterili a 96 pozzetti da 350 pL, non fluorescenti e a fondo piatto;
- puntali sterili per micropipetta;

- tubi per diluizioni.

3.3 Reattivi e terreni di coltura

3.3.1 Soluzione diluente

Composizione:

Acqua di mare sinfetica 22,5 g
Soluzione di blu di bromofenolo 10 mL
Acqua distillata 1000 mlL

Miscelare gli ingredienti e sterilizzare in autoclave a 121£3°C per 15-20 minuti.

Preparare la soluzione di blu di bromofenolo aggiungendo 0,04 g a 100 mL di etanolo al 50%.
L'aggiunta di questa soluzione ¢ facoltativa e utile solo per la colorazione della soluzione di-
luente.

3.3.2  Acqua distillata

Utilizzare acqua distillata priva di sostanze inibenti la crescita nelle condizioni di prova. Ste-
rilizzare I'acqua distillata a 121+3°C per 15-20 minuti.

3.3.3 Soluzione A: MUD/SF Medium

Composizione:

Triptosio 40 e
Potassio fosfato biidrato 10 g
D(+)-galattosio 2 g
Poliossietilenesorbitano monooleato (Tween 80) 1,5 mL
Acqua distillata 900 mlL

Il terreno completo si trova in commercio disidratato e pronto per l'uso, gid distribuito in pia-
stre a 96 pozzetti corredate di nastro adesivo. Per la procej;ra di analisi, seguire le istru-
zioni della ditta produttrice.

Qualora si proceda alla sua preparazione, a 900 mL di acqua distillata aggiungere triptosio,
potassio fosfato biidrato, galattosio e Tween 80 (il Tween 80 & uno dei prodotti utilizzabili, di-
sponibili in commercio; possono comunque essere utilizzati prodotti equivalenti purché sia di-
mostrato che forniscano gli stessi risultati), mantenendo in agitazione fino ad ebollizione e
completa dissoluzione degli ingredienti. Far raffreddare.

3.3.4 Soluzione B: all’acido nalidixico

Composizione:

Carbonato acido di sodio 4 g
Acido Nalidixico 250 mg
Acqua distillata 50 mL

Miscelare gli ingredienti a caldo mantenendo in agitazione. Fare raffreddare.
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3.3.5 Soluzione C: al TTC

Composizione.

Tallio acetato 2 g
TiC 0,1 g
Acqua distillata 50 mL

Miscelare gli ingredienti a caldo mantenendo in agitazione. Fare raffreddare.

3.3.6 Soluzione D: al MUD

Composizione:
MUD 150 mg
N,N-dimetilformamide 2 mL

Miscelare gli ingredienti.

Nota: la N,N-dimetilformamide é tossica. Il prodotto puo causare il cancro ed & Nocivo per
inalazione, contatto con la pelle e per ingestione. Il suo utilizzo richiede, da parte degli ope-
ratori, particolari precauzioni durante la manipolazione: protezione respiratoria (mascherina
anﬁpo/\iere e uso di cappa aspirante], protezione delle mani (guanti protettivi), protezione
della pelle (indumenti protettivi).

La procedura di preparazione del substrato completo prevede la miscelazione delle soluzio-
ni A, B, C, D. Aggiustare il pH a 7,5+0,2.

Sterilizzare per ﬁhrozione aftraverso membrane con porositd nominale di 0,2 pm. Distribui-
re in aliquote da 100 pL in ciascuno dei 96 pozzetti in piastra. Disidratare immediatamente
in un essiccatore o sotto cappa a flusso laminare.

3.4 Procedura
3.4.1 Preparazione delle diluizioni
3.4.1.1 Acque con salinitd <30%o

Aggiungere 9 mL di soluzione diluente (3.3.1) in tutti i tubi preparati in base al numero del-
le (?iluizioni prescelte. Agitare il campione per oftenere una distribuzione omogenea dei mi-
crorganismi e, usando una pipetta sterile, trasferire 9 mL del campione nel primo tubo conte-
nente 9 mL di soluzione diluente (diluizione 1:2). Usando una nuova pipetta, dopo miscela-
zione, trasferire 1 mL della prima diluizione al secondo tubo (diluizione 1:20) e procedere al-
lo stesso modo per le diluizioni successive.

3.4.1.2 Acque con salinitd >30%o

Aggiungere 9 mL di acqua distillata sterile (3.3.2) nel tubo della prima diluizione e 9 mL di so-
luzione diluente (3.3.1) a tutti i tubi successivi preparati in base al numero delle diluizioni pre-
scelte. Agitare il campione per ottenere una distribuzione omogenea dei microrganismi e, usan-
do una pipetta sterile, frasEerire 9 mL del campione nel primo tubo contenente 9 mL di acqua
distillata (diluizione 1:2). Usando una nuova pipetta, dopo miscelazione, trasferire 1 mL della
prima diluizione al secondo tubo (diluizione 1:20) e procedere allo stesso modo per le dilui-
zioni successive.
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3.4.2 Semina delle diluizioni e incubazione

Con le adeguate regole di asepsi, versare la diluizione iniziale in una piastra Petri vuota ste-
rile e, usando una micropipetta a 8 canali, distribuire 200 pLL in ciascun pozzetto contenen-
te il terreno disidratato, corrispondente alla prima dilvizione. Operare in modo analogo per
le diluizioni successive, cambiando la piastra Petri e i puntali ad ogni diversa diluizione. Co-
prire la piastra di inoculo con nastro adesivo sterile per prevenire contaminazioni esterne e
disidratazione dell’inoculo.

Incubare le piastre inoculate a 44+1°C per almeno 36 ore e fino ad un massimo di 72 ore.

3.4.3 Lettura dei risultati

| pozzetti che sotto luce ultravioletta risultano blu-fluorescenti sono considerati positivi.

3.5  Espressione dei risultati

Riportare il risultato ottenuto come valore MPN/100 mL di campione.

Se nessuno dei pozzetti & positivo, esprimere il risultato come <n/100 mL, dove n & il valore
dell'indice MPN per 1 pozzetto positivo nelle condizioni di diluizioni impiegate.

Per il calcolo dell’indice MPN procedere determinando il numero caratteristico in base al nu-
mero di pozzetti positivi per ciascuna diluizione selezionata, che, con piu di 3 diluizioni, do-
vrd corrispondere ad un numero composto da 3 cifre. Individuato il numero caratteristico, per
calcolare il valore dell’MPN consultare la norma NF T 90-433: agosto 1997, ovvero consul-
tare le tabelle fornite con il terreno colturale.

3.6  Resoconto di prova

Il resoconto di prova deve indicare il metodo utilizzato ed esprimere i risultati come numero

piU probabile di microrganismi per volume di campione. Deve dltresi indicare tutti i dettagli
operativi, nonché qualsiasi inconveniente in grado di avere influenzato i risultati.

4, METODO C. Metodo della filtrazione su membrana (MF)

Con questo metodo viene calcolata la concentrazione di streptococchi/enterococchi che, pre-
senti in un campione di acqua, sulla superficie di una membrana, posta su terreno di coltura
agarizzato, hanno formato colonie tipiche prodotte dai microrganismi ricercati. Il metodo ri-
portato corrisponde alla norma ISO 7899-2:2000.

4.1 Volume da analizzare

Per I'analisi & necessario determinare il volume in base alla ti,oo|ogic| e alla qualita dell’ac-
qua da esaminare. Per acque reflue o comunque di bassa qualitd generalmente & necessario
analizzare dilvizioni scalari del campione; mentre per acque gia sottoposte a trattamento
possono essere analizzate diluizioni minori e comunque aliquote diverse.

4.2 Strumentazione e vetreria

Normale attrezzatura di laboratorio.

4.3 Reattivi e terreni di coltura

4.3.1 Terreni di isolamento
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4.3.1.1 Terreno di Slanetz e Bartley

Composizione:

Triptosio 20 9
Estratto di lievito 5 g
Destrosio 2 g
Dipotassio idrogeno fosfato 4 g
Sodio azide 0,4 g
Agar 10 g
Acqua distillata 1000 ml
pH 7,0£0,2
4.3.1.2 Soluzione al 2,3,5-trifeniltetrazolio cloruro (TTC)
Composizione:
2,3,5 — trifeniltetrazolio cloruro 1 e}
Acqua 100 mL

Sciogliere I'indicatore nell’acqua e sterilizzare per filtrazione (0,2 um). Preparata la soluzio-
ne, proteggere dalla luce e scartare se assume una colorazione rosata.

Il terreno completo, contenente TTC, si trova anche in commercio in forma disidratata e si pre-
para secondo le istruzioni della ditta produttrice.

Nel caso debba essere preparato dai singoli ingredienti, aggiungere, a 1000 mL di substra-
to 4.3.1.1, mantenuto a una temperatura di 50-60°C, 10 mL di soluzione di TTC (4.3.1.2).
Qualora sia necessario correggere il pH, utilizzare una soluzione di sodio carbonato (100
g/L). Adottare idonee precauzioni durante la preparazione del terreno che & tossico e muta-
geno per la presenza di azide sodica. Evitare il contatto e I'inalazione. Non sterilizzare. Do-
po la preparazione del terreno distribuire in capsule di Petri e conservare a circa +4°C per
non piv di 2 seftimane in condizioni oftimali.

4.3.2  Substrati e reagenti di conferma

4.3.2.1 Terreno all’Esculina-bile-azide Agar

Composizione:

Triptone 17 g
Peptone 3 g
Estratto di lievito 5 g
Bile 10 g
Esculina 1,0 g
Ferro (lll) ammonio citrato 0,5 g
Sodio cloruro 5 g
Sodio azide 0,15 g
Agar 118 g
Acqua distillata 1000 mL
pH 7,1£0,1

Il terreno si trova anche in commercio in forma disidratata e si prepara secondo le istruzioni
della ditta produttrice.

Nota: adottare idonee precauzioni durante la preparazione del terreno che é tossico e mu-
tageno per la presenza di azide sodica. Evitare il contatto e I'inalazione.

Dopo avere sciolto la polvere, sterilizzare a 121+3°C per 15+1 minuti. Distribuire in capsule Peri
e lasciare solidificare. Conservare a circa +4°C per non pit di 2 settimane in condizioni oftimali.
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4.3.2.2 Agar Soia Triptone

Composizione:
Triptone 15 g
Peptone di soia 5 g
Sodio cloruro 5 g
Agar 20 g
Acqua distillata 1000 mL
pH 7,2+0,2

Il terreno si trova anche in commercio in forma disidratata e si prepara secondo le istruzioni
della ditta produttrice. Dopo avere sciolto la polvere, sterilizzare a 121+£3°C per 151 minu-
ti. Distribuire in capsule Petri e lasciare solidificare. Conservare a circa +4°C per non piv di
2 settimane in condizioni ottimali.

4.3.2.3 Reattivo per la prova della catalasi

Perossido di idrogeno al 3%.

La soluzione & disponibile in commercio pronta all’'uso alla concentrazione indicata.
Conservare al riparo dalla luce diretta e ad una temperatura di circa +4°C fino alla data di
scadenza.

4.4 Procedura

Filtrare un’aliquota del campione o un volume di una sua dilvizione attraverso una membra-
na di esteri di cellulosa con pori di 0,45 pm di diametro. Porre la membrana sulla superficie
del substrato di isolamento e procedere all'incubazione a 36+1°C per 44+4 ore. Sono con-
siderate come tipiche le colonie di colore dal rosa al rosso scuro e marrone (al centro o su tut-
ta la colonia).

In presenza di colonie tipiche trasferire la membrana o singole colonie su piastre di esculina-
bile-azide agar (4.3.2.1) preriscaldate a 44°C. Incubare a 44+1°C per 2 ore. Dopo incuba-
zione si considerano positive le colonie in corrispondenza delle quali, sul retro della mem-
brana, sul terreno all’esculina compare un alone nero-marrone.

Ad integrazione del metodo & possibile effettuare la prova della catalasi (4.3.2.2) che preve-
de la seﬁ’ezione, isolando per striscio, delle colonie sospette su Agar soia triptone (4.3.2.3) e
I'incubazione a 36+1°C per 24+48 (+2) ore. Strisciare su un vetrino portaoggetti la colonia
da saggiare e ricoprirla con alcune gocce di perossido di idrogeno al 3%. Evidenziare la rea-
zione: ?assenza della formazione di bolle costituisce una prova positiva per la caratterizza-
zione dei microrganismi ricercati che mancano di catalasi. La presenza cﬁ.”'enzimo & invece
rilevata dallo sviluppo di bollicine di gas.

Eventualmente effettuare I'identificazione delle colonie sospette utilizzando i sistemi miniatu-
rizzati di identificazione biochimica sulla base delle indicazioni della ditta produttrice.

4.5  Espressione dei risultati (revisione della scritta dell’equazione)

Il numero di microrganismi si calcola in base al numero di colonie contate e sottoposte even-
tualmente a conferma e riportando il valore come Unité Formanti Colonia per 100 mL di cam-
pione (UFC/100 mL)
Dal numero di colonie caratteristiche contate, calcolare il numero di microrganismi presenti in
100 mL del campione in base alla seguente formula (1):

ANV _F

c= 8T 1)

B-V,
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dove:

C = numero di colonie che sono state confermate per 100 mL;

A = numero di colonie confermate;

B = numero di colonie da sottoporre a conferma;

N = numero di colonie caratteristiche contate sulla membrana;

V, = volume (mL) di campione analizzato;

V, = volume di riferimento per I'espressione dei risultati (100 mL);
F = fattore di diluizione.

4.6 Resoconto di prova

Il resoconto di prova deve indicare il metodo utilizzato ed esprimere i risultati come numero
di microrganismi per volume di campione. Deve dltresi indicare tutti i dettagli operativi, non-
ché qualsiasi inconveniente in grado di avere influenzato i risultati.
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APPENDICE
Metodi rapidi (MF)

1. Introduzione
1.1. Generalita

Vengono proposti due metodi, da utilizzare eventualmente in alternativa a quelli proposti so-
pra, che consentono I'isolamento ed I'identificazione di streptococchi/enterococchi in cam-
pioni di acqua, su terreni agarizzati, mediante la tecnica delle membrane filtranti, nell’arco
delle 24 ore.

In particolare uno dei due metodi (metodo A) prevede I'utilizzo di Agar Bile Esculina Azide;
la capacita di idrolizzare esculina in presenza di sali biliari consente di enumerare diretta-
mente i microorganismi appartenenti al gruppo streptococchi/enterococchi senza effettuare
passaggi successivi. (Questa procedura & stata applicata presso i laboratori di Arpa Emilia-
Romagna Sez. prov.le di Modena, su diverse matrici idricﬁe fornendo risultati comparabili a
quelli ottenibili con i terreni tradizionali [1]).

Il secondo metodo (metodo B) proposto corrisponde al Metodo EPA n. 1600, Maggio 1997 e
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propone I'utilizzo di un terreno di coltura agarizzato contenente, oltre all’esculina ed al 2,3,5-
trifeniltetrazolio cloruro (TTC), anche I'indoxil B-D-glucoside, che consente di evidenziare I'atti-
vitd B-glucosidasica positiva tipica degli enterococchi mediante la formazione di un alone blu in-
torno alle colonie.

2. Volume da analizzare

Per I'analisi & necessario determinare il volume in base alla ti,oo|ogic| e alla qualita dell’ac-
qua da esaminare. Per acque reflue o comunque di bassa qualitd generalmente & necessario

analizzare dilvizioni scalari del campione; mentre per acque gia sottoposte a trattamento
possono essere analizzate diluizioni minori e comunque aliquote diverse.

3. METODO A

3.1 Strumentazione e vetreria
Normale attrezzatura di laboratorio.
3.2 Reattivi e terreni di coltura

3.2.1 Terreni di isolamento

3.2.1.1 Terreno Bile Esculina Azide

Composizione:

Triptone 17 g
Peptone 3 g
Estratto di lievito 5 g
Bile 10 g
Esculina 1,0 g
Ferro (lll) ammonio citrato 0,5 g
Sodio cloruro 5 g
Sodio azide 0,25 g
Agar 135 g
Acqua distillata 1000 mL
pH 7,1+0,2

Il terreno si trova anche in commercio in forma disidratata e si prepara secondo le istruzioni
della ditta produttrice. Nel caso sia necessario correggere il pH, utilizzare una soluzione di
sodio carbonato (100 g/L). Adottare idonee precauzioni durante la preparazione del terre-
no che & tossico e mutageno per la presenza di azide sodica. Evitare il contatto e I'inalazio-
ne. Dopo avere sciolto la polvere, sterilizzare a 121£3°C per 15+1 minuti. Distribuire in ca-
psule Petri e lasciare solidificare. Conservare a circa +4°C per non piu di 2 settimane in con-
dizioni oftimali.

3.3 Procedura

Filtrare un’aliquota del campione o un volume di una sua diluizione attraverso una membra-
na di esteri di cellulosa con porosita di 0,45 um di diametro. Porre la membrana sulla su-
perficie del substrato di isolamento e procedere all'incubazione a 35£2°C per 22 +2 ore.
Sono considerate come tipiche le colonie convesse, traslucide o biancastre, diametro 1-2 mm,
alone bruno scuro o nero ben evidente sul retro della piastra.

Si consiglia di non protrarre I'incubazione oltre le 24 ore in quanto la confluenza degli alo-
ni potrebbe rendere difficoltosa la lettura.
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Viceversa, nel caso di risultati negativi potrebbe essere opportuno prolungare I'incubazione

fino alle 24 ore successive.

Analogamente ad dltri terreni specifici per gli streptococchi/enterococchi anche questo terre-

no pud non inibire del tutto lo sviluppo di microorganismi “non target”; pertanto, a discre-

zione dell’analista, si consiglia I'effettuazione della prova della catalasi (4.3.2.3) ed even-

{;Jo|nﬁente I'identificazione dge”e colonie sospette con sistemi miniaturizzati di identificazione
iochimica.

4, METODO B

4.1 Strumentazione e vetreria
Normale attrezzatura di laboratorio.
4.2 Reattivi e terreni di coltura
4.2.1 Terreni di isolamento

4.2.1.1 Terreno Esculina Azide Indoxil B-D glucoside

Composizione:
Estratto di lievito 30

9
Peptone 10 g
Esculina 1,0 g
Actidione (Cicloesimide) 0,05 g
Sodio cloruro 15 g
Sodio azide 0,15 g
Agar 15 g
Acqua distillata 1000 mlL
Indoxil B-D glucoside 0.75 g
Acido Nalidixico 0.24 g
Trifenil Tetrazolio Cloruro (TTC) 0.02 g

pH finale 7,1+0,2

Il terreno base si trova anche in commercio in forma disidratata e si prepara secondo le istru-
zioni della ditta produtirice prima dell’aggiunta dell'acqua alla polvere aggiungere 0,75
grammi/L di Indoxil B-D glucoside quindi riscaldare fino a completa dissoluzione della pol-
vere. Adottare idonee precauzioni durante la preparazione del terreno che & tossico e muta-
geno per la presenza di azide sodica. Evitare il contatto e lI'inalazione. Sterilizzare a
121£3°C per 1521 minuti. quindi portare la temperatura a 44-46°C in bagnomaria.
Aggiungere separatamente 0,24 g/L di Acido Nalidixico (precedentemente disciolto in 5 mL
di acqua distillata con 'aggiunta di poche gocce di NaOH 0,1 N) e 0,02 g/L di TTC.
Mescolare e distribuire in capsule Petri e lasciare solidificare, conservare in frigorifero.

4.3 Procedura

Filtrare un’aliquota del campione o un volume di una sua diluizione attraverso una membra-
na di esteri di cellulosa con porosita di 0,45 um di diametro. Porre la membrana sulla su-
perficie del substrato di isolamento e procedere all'incubazione a 41+0,5°C per 22+2 ore.
Sono considerate come tipiche le colonie che, indipendentemente dal colore, presentano un
alone blu. L'utilizzo di mezzi di ingrandimento per la conta e di una piccola lampada UV pos-
sono aumentare la visibilita delle colonie.

Si consiglia di non protrarre I'incubazione oltre le 24 ore in quanto I'espansione degli aloni
potrebbe rendere difficoltosa la lettura.

Viceversa, nel caso di risultati negativi potrebbe essere opportuno prolungare I'incubazione
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per le 24 ore successive.
Eventualmente effettuare 'identificazione delle colonie sospette utilizzando i sistemi miniatu-
rizzati di identificazione biochimica sulla base delle indicazioni della ditta produttrice.

5. Espressione dei risultati

Il numero di microrganismi si calcola in base al numero di colonie tipiche contate ed even-
tualmente sottoposte a conferma, riportando il valore come Unitd Formanti Colonia per 100
mL di campione (UFC/100 mlL).

Dal numero di colonie caratteristiche contate, calcolare il numero di microrganismi presenti in
100 mL del campione in base alla seguente formula (1):

ANV F

= "Bv, @

dove:

C = numero di colonie che sono state confermate per 100 mL;

A = numero di colonie confermate;

B = numero di colonie da sottoporre a conferma;

N = numero di colonie caratteristiche contate sulla membrana;

V, = volume (mL) di campione analizzato;

V, = volume di riferimento per I'espressione dei risultati (100 mL);
F = fattore di diluizione.

6. Resoconto di prova
Il resoconto di prova deve indicare il metodo utilizzato ed esprimere i risultati come numero

di microrganismi per volume di campione. Deve altresi indicare tutti i dettagli operativi, non-
ché qualsiasi inconveniente in grado di avere influenzato i risultati.
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7050. Conteggio delle colonie su agar
a 36°C e 22°C

1. Introduzione

1.1 Generalita

I conteggio delle colonie su agar & un parametro che permette di rilevare un gruppo etero-
geneo di microrganismi, aerobi ed anaerobi facoltativi che hanno differenti capacita meta-
boliche e richieste nutrizionali. Luso di temperature diverse permette di mettere in evidenza
microrganismi mesofili (a 36°C) e psicrofili (22°C). Molti di essi possono appartenere alla mi-
croflora ambientale autoctona delle acque, presente indirendentemente da qualsiasi conta-
minazione. Tuttavia & stato anche messo in evidenza che alcuni dei microrganismi rilevati pos-
sono comprendere specie patogene e/o opportuniste patogene. Il parametro va considerato
come integrazione degli altri parametri.

1.2 Obiettivo

Il metodo consente di valutare, in un volume noto di acqua, la concentrazione di microrgani-
smi coltivabili che producono colonie dopo incubazione a due temperature diverse.

1.3 Principio del metodo

La procedura analitica permette di contare le colonie che i microrganismi hanno prodotto nel-
la compagine del terreno agarizzato, analizzando piccole aliquote note di campione che,
vengono miscelate con il substrato mantenuto fuso e lasciato successivamente solidificare in
capsule Petri. Di seguito vengono proposti tre substrati alternativi.

1.4 Campo di applicazione

La procedura andlitica viene utilizzata per acque superficiali, di fiume, di lago e per acque
reflue anche sottoposte a trattamento.

2. Tecnica dell’agar-germi

2.1 Volume da analizzare

Per I'andalisi & generalmente necessario analizzare diluizioni scalari del campione; per acque
gid sottoposte a trattamento, in relazione alla loro qualité, possono essere analizzate dilui-
zioni minori. Il metodo generalmente non consente di analizzare volumi superiori a 2 mL.

3. Strumentazione e vetreria

Normale attrezzatura di laboratorio.
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4, Reattivi e terreni di coltura
4.1 Substrati di isolamento

4.1.1  Plate Count Agar

Composizione:

Triptone 5 g
Estratto di lievito 2,5 e}
Glucosio 1 g
Agar 15 g
Acqua distillata 1000 mlL
pH 7+0,2

Il terreno si trova anche in commercio in forma disidratata e si prepara secondo le istruzioni
della ditta produttrice. Dopo avere sciolto la polvere, il terreno in beuta o in tubo, sterilizza-
re a 121£3°C per 1521 minuti. Conservare il terreno sterilizzato, pronto per l'uso, per non
piv di 2 seftimane a temperatura ambiente in condizioni oftimali.

4.1.2 R2A
Composizione:
Estratto di lievito 0,5 g
Polipeptone 0,5 g
Idrolisato acido di caseina 0,5 g
Glucosio 0,5 g
Amido solubile 0,5 g
Fosfato bipotassico 0,3 g
Solfato di magnesio 0,024 g
Sodio piruvato 0,3 g
Agar 15,0 g
Acqua distillata 1000 mL
pH 7,2+0,2

Il terreno si trova anche in commercio in forma disidratata e si prepara secondo le istruzioni
della ditta produttrice. Dopo avere sciolto la polvere il terreno, in beuta o tubo, sterilizzare a
121+3°C per 15+1 minuti. Conservare il ferreno sterilizzato, pronto per l'uso, per non piu di
2 settimane a temperatura ambiente in condizioni ottimali.

Il substrato, con basse concentrazioni di nutrienti, & particolarmente adatto per I'analisi di ac-
que oligotrofiche.

4.1.3  Agar dll'estratto di lievito

Composizione:

Estratto di lievito 3 g
Triptone 6 g
Agar 15 g
Acqua distillata 1000 mL
pH 7,20,2

Il terreno si trova anche in commercio in forma disidratata e si prepara secondo le istruzioni
della ditta produttrice. Sterilizzare a 121+3°C per 15+1 minuti. Conservare il terreno steri-
lizzato, pronto per |'uso, per non piu di 2 settimane a temperatura ambiente in condizioni of-
timali.

Il substrato & riportato nella norma 1SO 6222:1999.
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5. Procedura

La procedura andlitica per la conta dei microrganismi a 36+2°C e a 22+2°C ¢ la stessa per
entrambi i parametri.

Seminare in capsule Petri vuote aliquote non superiori a 2 mL del campione o di una sua di-
luizione. Versare, rispettando le regole di asepsi, circa 15 mL di substrato di isolamento (4.1)
nella capsula contenente I'inoculo. Non superare i 20 minuti di intervallo tra il momento del-
I'inoculo in capsula e I'aggiunta del terreno colturale che deve essere mantenuto liquefatto in
bagnomaria ad una temperatura intorno a 45°C. Mescolare accuratamente ruotando in un
verso e nell'altro la piastra per permettere una completa miscelazione tra il terreno ed il cam-
pione. Lasciare solidificare e porre ad incubare a 3622°C per 44+4 ore e a 22+2°C per
68+4 ore. Dopo incubazione, contare tutte le colonie ottenute, eventualmente con idoneo si-
stema di ingrandimento, su fondo scuro e scartare le piastre con crescita confluente.

6. Espressione dei risultati

Riportare il numero ottenuto come Unita Formanti Colonia per millilitro (UFC/mL) del cam-
pione per ciascuna temperatura di incubazione considerando |'eventuale diluizione effettua-
ta.

7. Resoconto di prova

Il resoconto di prova deve indicare il metodo utilizzato ed esprimere i risultati come numero

di microrganismi per volume di campione. Deve altresi indicare tutti i dettagli operativi, non-
ché qualsiasi inconveniente in grado di avere influenzato i risultati.

BIBLIOGRAFIA

APHA, AWWA, WEF (1998): “Standard Methods for examination of water and wastewater”,
XX Ed., (Washington, APHA).
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7060. Spore di clostridi solfito riduttori

1. Introduzione
1.1 Generalita

| clostridi sono microrganismi anaerobi obbligati; bacilli gram-positivi; producono ATP esclu-
sivamente tramite Fos?orilozione a livello del substrato (che pud essere costituito da ammi-
noacidi, cellulosa, zuccheri semplici). Riducono il solfito con produzione di solfuri e produco-
no spore termoresistenti. Sono normalmente saprofiti e vivono negli strati superficiali del ter-
reno o nell'intestino di alcuni animali, compreso |'vomo. Il loro numero nelle feci, rispetto ai
coliformi e agli streptococchi, & inferiore, in rapporto rispettivamente di circa 1/100 e 1/10.
Alcune specie procﬁJcono potenti esotossine (C[c:))sfridium tetani e Clostridium botulinum) che
causano sindromi particolarmente gravi. Per i controlli della qualitar delle acque i microrga-
nismi vengono ricercati nella loro E:rma sporale. La loro presenza pud essere indice di in-
quinamento fecale anche pregresso. Per la E)ro capacita di produrre E;rme di resistenza (spo-
re), sono in grado di sopravvivere piv a lungo nell’ambiente e di resistere ai trattamenti di de-
purazione e di disinfezione delle acque.

1.2 Obiettivo

Il metodo consente di valutare, in un volume noto di acqua, la concentrazione delle spore di
clostridi solfito-riduttori.

1.3 Principio del metodo

Il metodo consente di valutare la concentrazione delle spore dei microrganismi appartenent
al genere Clostridium presenti in un volume d’acqua preventivamente trattato al calore per di-
struggere le forme microbiche vegetative, favorendo contemporaneamente la germinazione
delle forme sporali.

Possono essere utilizzate due tecniche andlitiche:

- Metodo A: metodo del numero piu probabile o dei tubi multipli (MPN). Con
questo metodo & calcolata la concentrazione delle spore in campioni di acqua
tramite una stima statistica determinata sulla base della combinazione di tubi
positivi e negativi oftenuti inoculando aliquote diverse del campione in terreno
colturale. Il risultato pud essere ricavato, in base alle diverse combinazioni, dal-
'apposita tabella gia predisposta (Tabella 2).

- Metodo B: metodo della filtrazione su membrana (MF). Questo metodo per-
mette di contare il numero delle colonie cresciute su una membrana posta su
terreno colturale. Esistono in commercio diversi substrati usati per I'isolamento
delle spore di clostridi che garantiscono buoni risultati in fase analitica, anche
se non esiste un unico substrato in grado di far crescere tutte le specie presen-
ti. E necessario in ogni caso tenere in considerazione che la sceﬁa di un sub-
strato o di un altro pud essere effettuata sulla base dell’esperienza dell’opera-
tore, a condizione che cid non comporti alcun cambiamento delle caratteristi-
che di produttivita.
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1.4  Campo di applicazione

La procedura andlitica viene utilizzata per acque superficiali, di fiume, di lago e per acque
reflue anche sottoposte a trattamento.

2. METODO A. Metodo del numero pit probabile o dei tubi multipli (MPN)

Con questo metodo viene calcolata la concentrazione delle spore in campioni di acque tra-
mite la formula probabilistica che definisce il numero r>i0 probabile necessario a produrre
combinazioni di tubi positivi e negativi in repliche di dilvizioni decimali.

Il metodo & particolarmente adatto per I'esame di acque che presentano un’elevata torbidita.
2.1 Volume da analizzare

Per I'analisi & necessario determinare il volume in base alla ti,oo|ogic1 e dlla qualitar dell’ac-
qua da esaminare. Per acque reflue o comunque di bassa qualita generalmente é necessario
analizzare dilvizioni scalari del campione, mentre per acque gid sottoposte a trattamento
possono essere analizzate diluizioni minori e comunque aliquote diverse.

3. Strumentazione e vetreria

Oltre alla normale attrezzatura di base di laboratorio, per lo svolgimento dell’andlisi, & ne-
cessario avere a disposizione:

- giara per anaerobiosi

4. Reattivi e terreni di coltura

4.1 METODO A. Metodo del numero piu probabile o dei tubi multipli (MPN)

4.1.1  Agar al Triptone Solfito e Neomicina

Composizione:

Peptone o Triptone 15 g
Solfito di sodio 1 g
Solfato di neomicina 0,02 g
Solfato di polimixina 0,05 g
Estratto di lievito 10 g
Citrato ferrico 0,5 g
Agar 18,5 g
Acqua distillata 1000 mL
pH 7,0£0,2

Il terreno si trova anche in commercio in forma disidratata e si prepara secondo le istruzioni
della ditta produttrice. Reidratare il terreno in acqua distillata e riscaldare fino ad ebollizione
agitando frequentemente per oftenere la completa soluzione degli ingredienti. Distribuire in
tu?:i di terreno e autoclavare a 118+3°C per 20+1 minuti. Conservare a circa +4°C per non
piU di un mese in condizioni ottimali.

4.1.2 Olio di vaselina sterile
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4.1.3  Agar nutritivo base al sangue di coniglio

Composizione:
Estratto di carne 3 g
Peptone 5 g
Agar 15 g
Acqua distillata 1000 mL
pH 6,8+0,2

Il terreno di base si trova anche in commercio in forma disidratata e si prepara secondo le
istruzioni della ditta produttrice. Reidratare il terreno in acqua distillata e riscaldare fino ad
ebollizione agitando frequentemente per ottenere la completa soluzione degli ingredienti. Di-
stribuire in provettoni o beute, sterilizzare a 121+3°C per 151 minuti.

Dopo sterilizzazione, preparare, con le normali procedure, alcune piastre di terreno senza
aggiunta di sangue; in altre piastre, in condizioni di asepsi, trasferire 0,5 mL di sangue defi-
brinato di coniglio (4.1.4) e aggiungere circa 12-13 mL di agar nutritivo preventivamente
sciolto e portato a 50-60°C in %agno termostatato, miscelare e lasciar solidificare a tempe-
ratura ambiente. Il terreno colturale al sangue ha tempi di conservazione molto brevi; si con-
siglia pertanto di prepararlo al momento ge”'uso.

4.1.4  Sangue defibrinato di coniglio

Il sangue defibrinato di coniglio & reperibile in commercio e si pud conservare per circa una
setimana a circa +4°C in condizioni ottimali.

4.1.5 Agar Columbia con 5% di sangue di montone

Composizione:

Bio-polyptone 10 g
Idrolizzato di proteine animali e vegetali 10 g
Bio-miotone 8 g
Amido di mais 1 g
Cloruro di sodio 5 g
Sangue di montone 50 mL
Agar 13,5 g
Acqua distillata 1000 ml
pH 7,30,2

Esistono in commercio diversi substrati per la crescita dei microrganismi appartenenti al ge-
nere Clostridium. In alternativa all’ Agar nutritivo al sangue di coniglio (4.1.3) qui viene an-
che riportata la composizione dell’ Agar Columbia con 5% di sangue di montone. Il terreno si
trova in commercio gid pronto per I'uso e preparato in piastre Petri. Ha tempi di conserva-
zione molto brevi; si consiglia pertanto di comprarne piccoli lotti.

E necessario comunque tenere in considerazione che la scelta di un substrato o di un altro
pud essere effettuata sulla base dell’esperienza dell’operatore, a condizione che cid non com-
porti alcun cambiamento delle caratteristiche di selettivita, produttivita, ecc.

4.1.6 Perossido di idrogeno al 3%
La soluzione & disponibile in commercio pronta all’'uso alla concentrazione indicata.

Conservare al riparo dalla luce diretta e ad una temperatura di circa +4°C fino alla data di
scadenza.
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5. Procedura
5.1 Pretrattamento del campione

Mantenere il campione per 151 minuti a 75+5°C in bagno termostatato per I'inattivazione
delle forme vegetative. Raffreddare il campione sotto acqua fredda prima di sottoporlo ad
analisi.

52 Isolamento

Inoculare aliquote del campione in concentrazioni scalari in tubi contenenti il terreno (4.1.1).
Effettuare I'inoculo nei tubi con il terreno disciolto € mantenuto tale alla temperatura di circa
45°C, avendo cura di distribuire bene il campione nel terreno evitando la formazione di bol-
le d’aria. Lasciar raffreddare ed aggiungere in ogni tubo alcuni millilitri di olio di vaselina
(4.1.2). Incubare a 46+1°C per 24+2 ore.

6. Conteggio ed identificazione delle colonie

Considerare positivi i tubi con crescita di colonie nello spessore dell’agar che provocano an-
nerimento del terreno.

7. Conferma

Qualora si ritenga opportuno procedere all’'esecuzione di prove di conferma per |'accerta-
mento dell’appartenenza al genere Clostridium, & necessario eseguire sulle colonie rilevate la
colorazione di Gram e la prova della catalasi (7.1). Per una identificazione, a livello di spe-
cie, dei microrganismi isolati si possono utilizzare i kit miniaturizzati di prove biochimiche di-
sponibili in commercio.

Trasferire la colonia da saggiare, mediante semina per strisciamento in superficie in due pia-
stre confenenti agar nutritivo con sangue di coniglio (4.1.3) o in alternativa in due piastre di
agar Columbia con 5% di sangue di montone (4.1.5). Incubare una piastra a 36+1°C per 24
ore, I'altra alla stessa temperatura per 24 ore, ma in anaerobiosi.

| microrganismi appartenenti al genere Clostridium cresceranno unicamente sul terreno incu-
bato in anaerobiosi. Procedere allo svolgimento della prova della catalasi.

7.1 Prova della catalasi

La prova della catalasi serve per differenziare i batteri solfito-riduttori appartenenti al gene-
re Clostridium (catalasi negativi) da quelli appartenenti al genere Bacillus (catalasi positivi).
Seminare la colonie da saggiare su agar nutritivo (4.1.3) e incubare a 36+1°C per 24+2 ore
in anaerobiosi. Strisciare su un vetrino da microscopio una colonia in esame quindi ricoprire
con una goccia di perossido d’idrogeno (4.1.6).

La reazione negativa, tipica del genere Clostridium, & evidenziata dalla mancata formazione
di bolle (liberazione di gas).

8. Espressione dei risultati

Sulla base delle positivita ottenute consultare la Tab. 1 (vedi Sezione 6020) ed esprimere il ri-
sultato come MPN/100 mL.

Dal numero di colonie caratteristiche contate e tenendo conto dei risultati delle prove di con-
ferma, calcolare il numero di spore di clostridi presenti in 100 mL del campione in base alla
seguente formula (1):
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oo ANVF W
BV,

dove:

C = numero di colonie che sono state confermate per 100 mL;

A = numero di colonie confermate;

B = numero di colonie da sottoporre a conferma;

N = numero di colonie caratteristiche contate sulla membrana;

V, = volume (mL) di campione analizzato;

V, = volume di riferimento per I'espressione dei risultati (100 mL);

F = fattore di diluizione.

9. Resoconto di prova

Il resoconto di prova deve indicare il metodo utilizzato ed esprimere i risultati come numero
piv probabile di spore di clostridi solfito riduttori per volume di campione. Deve dltresi indi-
care tuthi i dettagli operativi, nonché qualsiasi inconveniente in grado di avere influenzato i
risultati.

10. METODO B. Metodo della filtrazione su membrana (MF)

Con questo metodo viene calcolata la concentrazione delle spore di clostridi che, presenti in
un campione di acqua, sulla superficie di una membrana, posta su terreno di coltura agariz-
zato, hanno formato colonie tipiche prodotte dai microrganismi ricercati. Di seguito vengono
proposti due substrati di isolamento alternativi.

10.1  Volume da analizzare

Per I'analisi & necessario determinare il volume in base alla ti,oo|ogic| e alla qualita dell’ac-
qua da esaminare. Per acque reflue o comunque di bassa qualitd generalmente & necessario
analizzare dilvizioni scalari del campione; mentre per acque gia sottoposte a trattamento
possono essere analizzate diluizioni minori e comunque aliquote diverse.

11. Strumentazione e vetreria

Oltre alla normale attrezzatura di base di laboratorio, per lo svolgimento dell’andlisi, & ne-
cessario avere a disposizione:

- giara per anaerobiosi.
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12. Reattivi e terreni di coltura
12.1  Terreni di isolamento

12.1.1 Agar al Solfito Polimixina Solfadiazina

Composizione:

Solfito di sodio 0,5 g
Solfato di polimixina 0,01 g
Sulfodiazina 0,12 g
Triptone o peptone 15 g
Estratto di lievito 10 g
Citrato di ferro 0,5 g
Sodio tioglicollato 0,1 g
Sorbitan monooleato 0,05 g
Agar 15 g
Acqua distillata 1000 mL
pH 7,0£0,2

Il terreno si trova anche in commercio in forma disidratata e si prepara secondo le istruzioni
della ditta produttrice. Reidratare il terreno in acqua distillata e riscaldare fino ad ebollizione
agitando frequentemente per oftenere la completa soluzione degli ingredienti. Distribuire in
provettoni o beute fino all’analisi. Sterilizzare a 118+3°C per 15+1 minuti. Conservare a cir-
ca +4°C per non piu di un mese in condizioni ottimali.

12.1.2 Terreno di base: Triptosio Solfito Cicloserina Agar

Composizione:

Triptosio 15 g
Peptone di soia 5 g
Estratto di lievito 5 g
Metabisolfito di sodio 1 g
Citrato di ferro (Ill) e ammonio 1 g
Agar 14 g
Acqua distillata 1000 mlL
pH 7,620,1

Il terreno cosi come formulato & riportato in ISO WD 6461-2:2001 e costituisce il terreno di
base a cui deve essere aggiunta un’aliquota della soluzione di cicloserina (12.1.3) per la pre-
|oorozione del substrato completo. Il metodo che utilizza questa formulazione consente di iso-
are in modo piv specifico Clostridium perfringens.

Reidratare il terreno in acqua distillata e riscaldare agitando frequentemente per ottenere la
completa soluzione degli ingredienti. Distribuire in provettoni o beute fino all’analisi. Steriliz-
zare a 121+3°C per 151 minuti. Conservare a circa +4°C per non piv di due settimane in
condizioni ottimaﬁ.

12.1.3 Soluzione di Cicloserina

Composizione:
D-cicloserina 10 g
Acqua 100 mL

Sciogliere la cicloserina in ocotJa e sterilizzare per filtrazione attraverso membrane con pori
di 0,45 pm di diametro. Distribuire in tubi e conservare a temperatura inforno a -20°C.
Per la preparazione del substrato completo, a 1000 mL di terreno di base (12.1.2) aggiun-
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gere 4 mL di soluzione di cicloserina (12.1.3). Distribuire in piastre Petri e conservare a cir-
ca +4°C per non piv di due giorni dalla preparazione.

12.1.4 Agar nutritivo al sangue di coniglio (4.1.3)
12.1.5 Sangue defibrinato di coniglio (4.1.4)
12.1.6 Agar Columbia con 5% di sangue di montone (4.1.5)

12.1.7 Perossido di idrogeno al 3% (4.1.6)

13. Procedura
13.1  Pretrattamento del campione (vedi Paragrafo 5.2)
13.2  Filtrazione e incubazione

Sciogliere il terreno di isolamento Agar al Solfito Polimixina Solfadiazina (12.1.1) e versarne
un'o?iquota in una piastra Petri, lasciar solidificare a temperatura ambiente. Mantenere il ri-
manente ferreno allo stato liquido alla temperatura di 50-60°C.
Filtrare un’aliquota di campione pretrattato utilizzando una membrana di acetato di cellulo-
sa con porositd nominale di 0,45 um. Trasferire la membrana sul terreno facendola aderire
erfettamente. Versare su di essa, con cautela, un'o|ic?uofa dello stesso terreno mantenuto al-
E) stato liquido in modo da ricoprirla interamente e lasciare solidificare a temperatura am-
biente.
Incubare a 36+1°C per 48+2 ore in condizioni anaerobie in giara o con apposito kit per
anaerobiosi.
Se utilizzato il terreno di isolamento completo Triptosio Solfito Cicloserina Agar, filtrare un’a-
liquota di campione pretrattato utilizzando una membrana di acetato di ceﬁu|oso con poro-
sitd nominale di 0,45 pm. Trasferire la membrana sul substrato completo facendola aderire
perfettamente. Incubare a 4421°C per 21+3 ore in condizioni anaerobie in giara o con ap-
posito kit per anaerobiosi.

13.3  Conteggio ed identificazione delle colonie

Su entrambi i terreni di isolamento (12.1) la presenza di anaerobi solfito-riduttori & eviden-
ziata dalla comparsa di colonie nere con alone nerastro evidenziabile sopra o sotto la mem-
brana.

14, Conferma

Qualora si ritenga opportuno procedere all’esecuzione di prove di conferma per I'accertamen-
to dell’'appartenenza al genere Clostridium, & necessario eseguire, sulle colonie rilevate, la colo-
razione di Gram e la prova della catalasi (14.1). Per una identificazione, a livello di specie, dei
microrganismi isolati si possono utilizzare i kit miniaturizzati di prove biochimiche disponibili in
commercio.

Trasferire la colonia da saggiare, mediante semina per strisciamento in superficie in due pia-
stre contenenti agar nutritivo con sangue di coniglio (12.1.3) o in alternativa in due piastre di
agar Columbia con 5% di sangue di montone (12.1.4). Incubare una piastra a 36+1°C per
24 ore, 'dltra alla stessa temperatura per 24 ore, ma in anaerobiosi.

| microrganismi appartenenti al genere Clostridium cresceranno unicamente sul terreno incu-
bato in anaerobiosi. Procedere allo svolgimento della prova della catalasi.
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14.1  Prova della catalasi

La prova della catalasi serve per differenziare i batteri solfito-riduttori appartenenti al gene-
re Clostridium (catalasi negativi) da quelli appartenenti al genere Bacillus (catalasi positivi).
Seminare la colonie da saggiare su agar nutritivo (12.1.3) e incubare a 36+1°C per 24+2
ore in anaerobiosi. Strisciare su un vetrino da microscopio una colonia in esame quindi rico-
prire con una goccia di perossido d'idrogeno (12.1.6).

La reazione negativa, tipica del genere Clostridium, & evidenziata dalla mancata formazione
di bolle (liberazione di gas).

15.  Espressione dei risultati

Riportare il numero di spore di clostridi solfito riduttori come UFC/100 mL.

Dal numero di colonie caratteristiche contate e tenendo conto dei risultati delle prove di con-
ferma, calcolare il numero di spore di clostridi presenti in 100 mL del campione in base alla
seguente formula (1):

ANV F

C=—F%y 1)

B-V,

dove:

C = numero di colonie che sono state confermate per 100 mL;

A = numero di colonie confermate;

B = numero di colonie da sottoporre a conferma;

N = numero di colonie caratteristiche contate sulla membrana;

V, = volume (mL) di campione analizzato;

V, = volume di riferimento per I'espressione dei risultati (100 mL);
F = fattore di diluizione.

16.  Resoconto di prova
Il resoconto di prova deve indicare il metodo utilizzato ed esprimere i risultati come numero

di spore di clostridi solfito riduttori per volume di campione. Deve altresi indicare tutti i detta-
gli operativi, nonché qualsiasi inconveniente in grado di avere influenzato i risultati.
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7070. Aeromonas spp

1. Introduzione
1.1 Generalita

| microrganismi appartenenti al genere Aeromonas sono bastoncelli motili € non motili, gram-
negativi, ossidasi positivi, aerobi facoltativi o anaerobi; il metabolismo del glucosio & sia re-
spiratorio che fermentativo. Attualmente la tassonomia del genere ¢ in fase di revisione per
quanto riguarda il rilievo delle caratteristiche fenotipiche e ge”e proprietd genetiche. Al mo-
mento & stata accertata I'esistenza di 15 gruppi di iEridizzazione non tutti c?istinguiloili su ba-
se biochimica. La classificazione tradizionale riporta la distinzione tra Aeromonas salmonici-
da, specie psicrofila, e A. hydrophila, A. sobria e A. caviae, specie mesofile motili. Tuttavia,
in attesa di una definitiva classificazione del genere, & stato suggerito di riportare le specie di
Aeromonas sotto |'unico termine generico di “gruppo o complesso degli A. hydrophila”, an-
che in attesa di risolvere le problematiche inerenti il ruolo che le diverse specie possono svol-
gere come patogeni. Alcuni genotipi sono infatti considerati responsabili di patologie (infe-
zioni sistemiche e cutanee) per 'vomo e di recente 'OMS ha inserito Aeromonas nell’elenco
dei potenziali agenti di gastroenteriti.

Il suo rilevamento nelle acque sembra seguire un andamento stagionale in relazione alla tem-
peratura dell’acqua. Inoltre, in acque clorate la crescita di Aeromonas sembra sia in rappor-
to anche alla concentrazione di S\oro. La sua presenza viene rilevata anche in assenza di
Escherichia coli e difficile risulta stabilire un rapporto tra le sue densita e quelle degli indici
di contaminazione fecale, soprattutto in acque poco inquinate e in acque trattate.

1.2 Obiettivo

Il metodo consente di valutare, in un volume noto di acqua, la concentrazione dei microrga-
nismi appartenenti al gruppo degli Aeromonas.

1.3 Principio del metodo

La procedura andlitica si basa sulla filtrazione su membrana e sul successivo conteggio dei
microrganismi presenti in un volume noto del campione di acqua.

1.4 Campo di applicazione

La procedura andlitica viene utilizzata per acque superficiali, di fiume, di lago e per acque
reflue anche sottoposte a trattamento.

1.5 Volume da analizzare
Per I'analisi & necessario determinare il volume in base alla tipologia e alla qualita dell’ac-
qua da esaminare. Per I'esame di acque reflue o comunque di bassa qualita & possibile ana-

lizzare anche diluizioni scalari del campione; mentre per acque gia sottoposte a trattamento
possono essere analizzate diluizioni minori e comunque aliquote diverse.
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2. Strumentazione e vetreria

Normale attrezzatura di laboratorio.

3. Reattivi e terreni di coltura
3.1 Substrato di isolamento

3.1.1 m-Aeromonas Selective Agar Base

Composizione:

Triptosio 5 g
Estratto di lievito 2 g
Destrina 11,4 g
Cloruro di sodio 3 g
Cloruro di potassio 2 g
Solfato di magnesio 0,1 g
Cloruro ferrico 0,06 g
Sodio desossicolato 0,1 g
Blu di bromotimolo 0,08 g
Agar 13 g
Acqua distillata 1000 mL
pH 80,2

Il terreno si trova anche in commercio in forma disidratata e si prepara secondo le istruzioni
della ditta produttrice. Reidratare il terreno in acqua distillata e riscaldare fino ad ebollizione
agitando frequentemente per oftenere la completa soluzione degli ingredienti. Sterilizzare in
autoclave a 121+3°C per 151 minuti. Lasciare raffreddare fino a circa 50°C ed aggiunge-
re sterilmente 1% di Ampicillina. Mescolare e distribuire in piastre Petri. Conservare il terre-
no sterilizzato, pronto per I'uso, a circa +4°C per non piu cfi)uno settimana in condizioni of-
timali.

Esistono in commercio diversi substrati usati per la crescita di Aeromonas che garantiscono
buoni risultati in fase analitica. Qui viene riportata la composizione del m-Aeromonas Selec-
tive Agar Base. E necessario comunque fenere in considerazione che la scelta di un substra-
to o dell’altro pud essere effettuata sulla base dell’esperienza dell’operatore a condizione che
cid non comporti alcun cambiamento delle caratteristiche di produttivita.

3.1.2  Soluzione di Ampicillina all'1%

Composizione:
Ampicillina 5 mg
Acqua distillata 5 mL

L'antibiotico & anche disponibile in commercio in forma disidratata in fiale; in alternativa scio-
gliere I'ampicillina in acqua distillata e sterilizzare per filtrazione. Aggiungere al substrato di
isolamento gid sterilizzato in ragione di 1 mL/100 mL di terreno.
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3.2  Substrato di crescita
3.2.1 Triptone Soia Agar

Composizione:

Triptone 15 g
Peptone di soia ) g
Sodio cloruro 5 g
Agar 20 g
Acqua distillata 1000 mL
pH 7,2+0,2

Il terreno si trova anche in commercio in forma disidratata e si prepara secondo le istruzioni
della ditta produttrice. Reidratare il terreno in acqua distillata, riscaldare fino ad ebollizione
agitando frequentemente per ottenere la completa soluzione degli ingredienti. Dopo avere
sciolto la polvere sterilizzare a 121+3°C per 15+1 minuti. Distrﬁ)uire in capsule Petri e la-
sciare solidificare. Conservare a circa +4°C per non piu di una settimana in condizioni otti-
mali.

Esistono in commercio diversi substrati non selettivi per la crescita dei microrganismi; qui vie-
ne riportata la composizione del Triptone Soia Agar. E necessario comunque tenere in consi-
derazione che la scelta di un substrato o dell’altro pud essere effettuata sulla base dell’espe-
rienza dell’operatore a condizione che cid non comporti alcun cambiamento delle caratteri-
stiche di produttivita.

3.3 Reattivo alla Tetrametil-parafenilendiamina dicloridrato

3.3.1 Soluzione di Tetrametil-parafenilendiamina dicloridrato all’1%

Composizione:
N,N,N’,N'-tetrametil-parafenilendiamina dicloridrato 1 g
Acqua distillata 100 mL

Dischetti o tamponi adatti all'uopo sono anche disponibili in commercio; in alternativa scio-
gliere N,N,N’ N’-tetrametil-parafenilendiamina dicloridrato in acqua distillata, preparando
la soluzione al momento dell’uso.

Nota: la N,N,N’N’-tetrametil-parafenilendiamina dicloridrato & classificata come sostanza
pericolosa per la salute ai sensi della direttiva 67/548/CEE e successivi adeguamenti.

4. Procedura

4.1 Filtrazione ed incubazione

Filtrare I'aliquota di campione attraverso una membrana di 47 mm di diametro (porositd no-
minale 0,45 pm) posta sul supporto dell’apparecchiatura di filtrazione, rispettando le comu-
ni norme di asepsi. Trasferire sterilmente la membrana in piastre contenenti il substrato di iso-
lamento (3.1.1) addizionato con ampicillina (3.1.2) evitando la formazione di bolle d'aria tra
la membrana stessa e la superficie del terreno agarizzato. Incubare alla temperatura di
28+1°C per 2442 ore.

4.2  Identificazione e conteggio delle colonie

Sul substrato di isolamento i microrganismi appartenenti al genere Aeromonas sviluppano,
con viraggio del terreno, colonie di colore giallo, caratteristica dovuta alla fermentazione del-
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la destrina, ben distinguibili da colonie di altri microrganismi che possono crescere sullo stes-
so terreno. In alcuni casi sono infatti state individuate colonie bianche (Alcaligenes sp.), ros-
se (Serratia sp.) e verdi (Pseudomonas sp.). Contare tutte le colonie gialle tipiche.

5. Conferma

Qualora si ritenga opportuno procedere all’esecuzione di prove di conferma per I'accerta-
mento dell'appartenenza al genere Aeromonas, & necessario eseguire, sulle cor::nie rilevate,
la colorazione di Gram e la prova della citocromossidasi. Per una identificazione, a livello di
specie, dei microrganismi isolati si possono utilizzare i kit miniaturizzati di prove biochimiche
cfi)sponibﬂi in commercio che, tuttavia, attualmente permettono solo la differenziazione di A.
hydrophila/A. caviae da A. sobria.

Isolare le colonie da sottoporre a conferma sul terreno Triptone Soia Agar (3.2.1) e incubare
a 28+1°C per 24+2 ore. Procedere allo svolgimento della colorazione di Gram e della pro-

va della citocromossidasi (5.1).
5.1 Prova della citocromossidasi

La prova permette di differenziare i microrganismi appartenenti al genere Aeromonas in ba-
se alla presenza dell’enzima citocromossidasi: Aeromonas & ossidasi-positivo.

Dal terreno Triptone Soia Agar (3.2.1) prelevare, con le usuali regole di asepsi, con un’ansa
sterile la colonia cresciuta sul terreno e strisciare su una carta da filtro imbibita del reattivo
(3.3.1) preparato al momento dell’'uso o saggiare sui dischetti o con i tamponi adatti all’'vo-
po distribuiti in commercio. Una reazione positiva si evidenzia quando una colorazione blu-
violetto si sviluppa entro 10 secondi.

6. Espressione dei risultati
Riportare il numero di Aeromonas come UFC/100 mL.

Dal numero di colonie caratteristiche contate sulla membrana e tenendo conto dei risultati del-
le Erove di conferma, calcolare il numero di microrganismi presenti in 100 mL del campione

in base alla seguente formula (1):
ANV._F
- — s
C BV (1)

dove:

C = numero di colonie che sono state confermate per 100 mL;

A = numero di colonie confermate;

B = numero di colonie da sottoporre a conferma;

N = numero di colonie caratteristiche contate sulla membrana;

V, = volume (mL) di campione analizzato;

V, = volume di riferimento per I'espressione dei risultati (100 mL);
F = fattore di diluizione.

7. Resoconto di prova
Il resoconto di prova deve indicare il metodo utilizzato ed esprimere i risultati come numero

di microrganismi per volume di campione. Deve altresi indicare tutti i dettagli operativi, non-
ché qualsiasi inconveniente in grado di avere influenzato i risultati.
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7080. Salmonella spp

1. Introduzione

Il genere Salmonella comprende microrganismi bastoncellari appartenenti alla famiglia delle
Enterobatteriacee, gram negativi, generalmente mobili con F|oge|ri) peritrichi, anaerobi facolta-
tivi. Le salmonelle sono classificate in base ai caratteri sierologici che differenziano circa 2.000
tra tipi e sierotipi. Sono prevalentemente caratterizzate dalla presenza di due tipi di antigeni:
antigeni somatici (O), termostabili e resistenti all’azione di acidi e alcooli, e antigeni ciliari (H),
termolabili. Salmonella ?/phi ed dltre salmonelle possiedono anche un antigene genominafo Vi,
strettamente correlato all’antigene somatico, ma diverso da questo in quanto termolabile. Sono
microrganismi patogeni e possono essere strettamente adattati ad un particolare ospite o esse-
re ubiquitari e ritrovarsi in ospiti diversi. L'infezione & a trasmissione fecale-orale o associata al-
la contaminazione di alimenti e di acqua. Nell'uomo pud manifestarsi con febbri enteriche, ga-
stroenteriti, setticemia e tifo.

Salmonella ¢ ampiamente diffusa nell'ambiente dove pud anche soprawvivere. La sua pre-
senza nell'ambiente idrico rappresenta inequivocabilmente I'esistenza di una contaminazio-
ne fecale primaria (immissione diretta di scarichi fognari) o secondaria (dilavamento di suo-
li contaminati). Nelle acque reflue la presenza di Salmonella & variabile nelle densita in fun-
zione delle patologie dif?use all'interno della popolazione.

1.2 Obiettivo

Il metodo consente di valutare, in un volume noto di acqua, la presenza o l'assenza di mi-
crorganismi appartenenti al genere Salmonella.

1.3 Principio del metodo

Il metodo proposto consente di valutare la Presenza/Assenza di Salmonella in un determina-
to volume di acqua. La procedura analitica consiste in una serie di fasi successive che posso-
no comprendere Prearricchimento, Arricchimento, Isolamento ed eventuo|mente, Conferma
biochimica e Conferma sierologica.

1.4  Campo di applicazione

La procedura andlitica viene utilizzata per acque superficiali, di fiume, di lago e per acque
reflue anche sottoposte a trattamento.

2. Volume da analizzare

Per I'analisi & necessario determinare il volume in base alla ti,oo|ogic| e alla qualita dell’ac-
qua da esaminare. Per acque reflue o comunque di bassa qualitd generalmente & necessario

analizzare un volume minimo pari a 10 mL, mentre per acque gid sottoposte a trattamento
possono essere analizzate diluizioni minori e comunque aliquote diverse.
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3. Strumentazione e vetreria

Normale attrezzatura di laboratorio.

4. Reattivi e terreni di coltura
4.1 Substrato di prearricchimento
4.1.1 - Acqua Peptonata Tamponata

Composizione:

Peptone 10 g
Sodio cloruro 5 g
Disodio idrogeno fosfato-12H,0 9 g
Potassio diidrogeno fosfato 1,5 g
Acqua distillata 1000 mL
pH 7,20,2

Il terreno si trova anche in commercio in forma disidratata e si prepara secondo le istruzioni
della ditta produttrice. Reidratare il terreno in acqua distillata. Riscaldare fino ad ebollizione
agitando frequentemente per ottenere la completa soluzione degli ingredienti. Dopo avere
sciolto la polvere distribuire in beute e sterilizzare a 121+3°C per 15£1 minuti. Conservare
a circa +4°C per non piv di due settimane in condizioni oh‘imaﬁ.

4.2 Substrato di arricchimento
4.2.1 Brodo di arricchimento di Rappaport Vassiliadis

Composizione:

Peptone di soia 5 g
Sodio cloruro 8 g
Potassio diidrogeno fosfato 1,6 g
Magnesio cloruro-6H,0 40 g
Verde malachite 40 mg
Acqua distillata 1000 mL
pH 5,2+0,2

Il terreno si trova anche in commercio in forma disidratata e si prepara secondo le istruzioni
della ditta produttrice. Reidratare il terreno in acqua distillata. Riscaldare fino ad ebollizione
agitando frequentemente per oftenere la completa soluzione degli ingredienti. Distribuire in
tu?ai e sterilizzare a 115+3°C per 15+1 minuti. Conservare a circa +4°C per non piu di una
settimana in condizioni oftimali. L'aggiunta al brodo di arricchimento di 10 ug/mlL di sodio
novobiocina pud migliorare il recupero di Salmonella.

4.2.2 Brodo di base al Tetrationato

Composizione:

Peptone 5 g
Sali di bile 1 g
Sodio tiosolfato 30 g
Calcio carbonato 10 g
Acqua distillata 1000 ml
pH 8,40,2

Il terreno completo deve essere preparato al momento dell’'uso. Si trova anche in commercio
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in forma disidratata e si prepara secondo le istruzioni della ditta produtirice. Reidratare il ter-
reno in acqua distillata. Riscaldare fino ad ebollizione agitando frequentemente per ottenere
la completa soluzione degli ingredienti. Raffreddare sotto i 60°C e aggiungere 2 mL di una
soluzione di iodio preparata sciogliendo 6 g di cristalli di iodio e 5 g di ioduro di potassio in
20 mL di acqua distillata. Non riscaldare il terreno dopo I'aggiunta di iodio. DistriEuire in tu-
bi sterili. Il terreno & adatto alla ricerca anche di S. typhi.

4.3 Substrati di isolamento

4.3.1 Hektoen Enteric Agar

Composizione:

Peptone 12 g
Estratto di lievito 3 g
Sali biliari 9 g
Lattosio 12 g
Saccarosio 12 g
Salicina 2 g
Sodio cloruro 5 g
Sodio iposolfito 5 g
Citrato ferrico ammoniacale 1,5 g
Agar 13,5 g
Blu di bromotimolo 64 mg
Fucsina acida 40 mg
Acqua distillata 1000 mL
pH 7,6+0,2

Il terreno si trova anche in commercio in forma disidratata e si prepara secondo le istruzioni
della ditta produttrice. Reidratare il terreno in acqua distillata. Riscaldare fino ad ebollizione
agitando frequentemente per ottenere la completa soluzione degli ingredienti. Non sterilizza-
re. Distribuire in piastre di Petri e lasciare solidificare. Conservare a circa +4°C per non piu
di due settimane in condizioni oftimali.

Esistono in commercio diversi substrati usati per I'isolamento di Salmonella che garantiscono
buoni risultati in fase analitica anche se non esiste un unico substrato in grado di far crescere
tutti i sierotipi di Salmonella presenti. E necessario comunque tenere in considerazione che la
scelta di un substrato o dell’altro pus essere effettuata sulla base dell’'esperienza dell’operato-
re a condizione che cid non comporti alcun cambiamento delle caratteristiche di produttivita.

4.3.2 Xilosio Lisina Desossicolato

Composizione:

Xilosio 3,5 g
L-Lisina 5 g
Lattosio 7,5 g
Saccarosio 7,5 g
Cloruro di sodio 5 g
Estratto di lievito 3 g
Rosso fenolo 0,08 g
Desossicolato di sodio 2,5 g
Tiosolfato di sodio 6,8 g
Citrato di ferro ammoniacale 0,8 g
Agar 13,5 g
Acqua distillata 1000 mlL
pH 7,4+0,2

Il terreno si trova anche in commercio in forma disidratata e si prepara secondo le istruzioni
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della ditta produttrice. Reidratare il terreno in acqua distillata. Riscaldare fino ad ebollizione
agitando frequentemente per ottenere la completa soluzione degli ingredienti. Non sterilizza-
re. Distribuire in piastre di Petri e lasciare solidificare. Conservare a circa +4°C per non piu
di due settimane in condizioni oftimali.

4.3.3 Rambach Agar

Composizione:

Glicole propilenico 10,5 g
Estratto di lievito 2 g
Peptone 5 g
Sodio desossicolato 1 g
Sodio cloruro 5 g
Rosso neutro 0,03 g
Cromogeno 1,5 g
Agar 15 g
Acqua distillata 1000 mL
pH 7,3+0,2

Il terreno si trova anche in commercio e si prepara secondo le istruzioni della ditta produttri-
ce. Riscaldare agitando frequentemente per oftenere la completa soluzione degli ingredienti.
Non sterilizzare. Distribuire in piastre di Petri e lasciare solidificare. Conservare a circa +4°C
per non pit di due settimane in condizioni oftimali.

E un ferreno colturale particolarmente selettivo per Salmonella, le cui colonie sono ben indi-

viduabili.
4.4 Substrato di crescita
4.4.1 Triptone Soia Agar

Composizione:

Triptone 15 g
Peptone di soic 5 g
Sodio cloruro 5 g
Agar 20 g
Acqua distillata 1000 mL
pH 7,3+0,2

Il terreno si trova anche in commercio in forma disidratata e si prepara secondo le istruzioni
della ditta produttrice. Reidratare il terreno in acqua distillata. Riscaldare fino ad ebollizione
agitando frequentemente per ottenere la completa soluzione degli ingredienti. Sterilizzare a
121£3°C per 151 minuti. Distribuire in piastre di Petri e lasciare solidificare. Conservare a
circa +4°C per non pit di due seftimane in condizioni oftimali.

4.5 Reattivo alla Tetrametil-parafenilendiamina dicloridrato

4.5.1  Soluzione di Tetrametil-parafenilendiamina dicloridrato all’1%

Composizione:
N,N,N’,N'-tetrametil-parafenilendiamina dicloridrato 1 g
Acqua distillata 100 mL

Dischetti o tamponi adatti all'uopo sono anche disponibili in commercio; in alternativa scio-
gliere N,N,N’ N’-tetrametil-parafenilendiamina dicloridrato in acqua distillata, preparando
la soluzione al momento dell’uso.
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Nota: la N,N,N'N’ -tetrametil-parafenilendiamina dicloridrato é classificata come sostanza
pericolosa per la salute ai sensi della direttiva 67/548/CEE e successivi adeguamenti.

4.6 Substrato per la prova della fermentazione dei carboidrati

4.6.1  Agar al ferro di Kligler

Composizione:

Estratto di carne 3 g
Estratto di lievito 3 g
Peptone 20 g
Sodio cloruro 5 g
Lattosio 10 g
Glucosio 1 g
Ferro citrato 0,3 g
Sodio tiosolfato 0,3 g
Agar 12 g
Rosso fenolo 50 mg
Acqua distillata 1000 mL
pH 7,4+0,2

Il terreno si trova anche in commercio in forma disidratata e si prepara secondo le istruzioni
della ditta produttrice. Reidratare il terreno in acqua distillata. Riscaldare fino ad ebollizione
agitando frequentemente per oftenere la completa soluzione degli ingredienti. Distribuire in
provette e, dopo sterilizzazione a 121+3°C per 15+1 minuti, lasciare solidificare in posizio-
ne inclinata per oftenere una superficie a becco di clarino. Conservare a circa +4°C per non
piv di due settimane in condizioni ottimali.

4.7  Substrato per la prova della decarbossilazione della lisina

4.7.1  Agar al ferro e lisina

Composizione:

Casitone 5 g
Estratto di lievito 8 g
Destrosio 1 g
L-lisina 10 g
Ferro ammonio citrato 0,5 g
Agar 13,5 g
Sodio tiosolfato 40 mg
Porpora bromocresolo 20 mg
Acqua distillata 1000 ml
pH 6,2+0,2

Il terreno si trova anche in commercio in forma disidratata e si prepara secondo le istruzioni
della ditta produttrice. Reidratare il terreno in acqua distillata. Riscaldare fino ad ebollizione
agitando frequentemente per oftenere la completa soluzione degli ingredienti. Distribuire in
provette e, dopo sterilizzazione a 121+3°C per 12+1 minuti, lasciare solidificare in posizio-
ne inclinata per oftenere una superficie a becco di clarino. Conservare a circa +4°C per non
piv di due settimane in condizioni ottimali.
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5. Procedura
5.1 Fase di prearricchimento

Consiste in una fase di rivitalizzazione dei microrganismi in idoneo brodo di coltura non se-
lettivo; & una fase che pud essere omessa sulla base dell’esperienza dell’operatore a condi-
zione che cid non comporti modifiche dei risultati ottenuti. La procedura di seguito riportata
tuttavia propone lo svolgimento di tutte le fasi.

Filtrare 1000 mL di campione attraverso una membrana di 47 mm di diametro (porosita no-
minale 0,45 pm) posta sul supporto dell’apparecchiatura di filtrazione, rispettando le comu-
ni norme di asepsi. Se & necessario per presenza di particolato in sospensione, la filtrazione
pud essere eseguita su pib membrane. Trasferire sterilmente la membrana/e in 100 mL di Ac-
qua Peptonata Tamponata (4.1.1) contenuta in beuta e incubare a 36+1°C per 18-24 ore.

52 Fase di arricchimento

Eseguire I'inoculo di un’aliquota del campione in Brodo di arricchimento di Rappaport Vassi-
liadis (4.2.1) o in alternativa nel Brodo alla Selenite e Cistina (4.2.2). Quest'ultimo & racco-
mandato qualora debba essere ricercata in particolare S. typhi. Incubare il Brodo di Rappa-
port Vassiliadis a 42+1°C per 24+24 ore.

Incubare il Brodo alla Selenite e Cistina a 36+1°C per 24+24 ore.

5.3 Fase di isolamento ed identificazione delle colonie

Dal brodo di arricchimento (4.2.1 o 4.2.2) eseguire, prelevando un’ansata, 2 subcolture per
strisci multipli sui terreni di isolamento: la prima dopo 242 ore di incubazione del brodo, la
seconda dopo 482 ore. Incubare le piastre a 36+1°C per 24 ore.

Su Hektoen Enteric Agar le colonie sospette di Salmonella si presentano verdi con margini net-
ti con o senza centro nero.

Su Xilosio Lisina Desossicolato le colonie sospette di Salmonella si presentano rosse con cen-
tro nero, lucide, convesse e con margini netti.

Su Rambach Agar il 97-99% delle colonie di Salmonella si presentano rosse. S. paratyphi e
S. typhi crescono invece come colonie incolori. Alcuni stipiti di Pseudomonas possono cresce-
re come colonie rosse; tuttavia la loro presenza pud essere messa in evidenza con la prova
della citocromossidasi (6.1).

6. Conferma biochimica

Qualora si ritenga opportuno, & possibile procedere all’esecuzione di prove di conferma per

' accertamento 3e||’appartenenza al genere Salmonella delle colonie sospette eseguendo la
rova della citocromossidasi (6.1) della fermentazione dei carboidrati (6.2) e della decar-

Eossilozione della lisina (6.3).

Successivamente |'identificazione biochimica pud essere completata con i kit miniaturizzati di

prove biochimiche disponibili in commercio.

Prima di effettuare ciascuna prova si suggerisce, onde verificarne la purezza, di subcoltivare

le colonie sospette su Triptone Soia Agar (4.4.1) e incubare a 36+1°C per 24+2 ore. Eseguire

le prove su colonie con non pit di 24 ore di sviluppo.

6.1 Prova della citocromossidasi

La prova permette di differenziare i microrganismi appartenenti al genere Salmonella da
quelli appartenenti al genere Pseudomonas cﬂe possono produrre colonie simili sul terreno di
isolamento. Le salmonelle sono ossidasi-negative.

Dal terreno Triptone Soia Agar (4.4.1) prelevare, con le usuali regole di asepsi, con un’ansa
sterile, la colonia cresciuta e strisciare su una carta da filtro imbibita del reattivo (4.5.1) pre-
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parato al momento dell’'uso o saggiare sui dischetti o con i tamponi adatti all’'vopo distribui-
ti in commercio. Una reazione negativa si evidenzia quando non si produce alcuna colora-
zione; se positiva si sviluppa entro 10 secondi una colorazione blu-violetto.

6.2 Prova della fermentazione dei carboidrati

Dal terreno Triptone Soia Agar (4.4.1) prelevare con un’ansa sterile la colonia sospetta e tra-
sferire, per inFIiossione e successivo strisciamento sulla superficie inclinata del terreno Agar al
ferro di Kligler (4.6.1). Incubare a 36+1°C per 18-24 ore. E essenziale che i risultati siano
registrati dopo 18-24 ore di incubazione. Sebbene Citrobacter possa dare le stesse reazioni
di Salmonella, per la interpretazione dei risultati si devono annotare le seguenti reazioni:
Utilizzazione dei carboidrati su Kligler Iron Agar

- Reazione sulla superficie inclinata

Acidita: colore giallo
Alcalinita: colore rosso
- Reazione di profonditd
Acidita: colore giallo
Alcalinita: colore rosso
- Produzione di gas
Presente: bolle o rottura dell'agar
Assente
- Produzione di H,S:
Presente: annerimento del terreno
Assente

Le reazioni dopo 18-24 ore di incubazione a 36+1°C per alcune delle specie di Salmonella
sono le seguenti:

Salmonella spp. Rosso Giallo + +
S. typhi Rosso Giallo
S. paratyphi Rosso Giallo

6.3 Prova della decarbossilazione della lisina

Dal terreno Triptone Soia Agar (4.4.1) prelevare con un’ansa sterile la colonia sospetta e tra-
sferire, per inFIiossione e successivo strisciamento sulla superficie inclinata del terreno Agar al
ferro e lisina (4.7.1). Incubare a 36+1°C per 18-24 ore.

| microrganismi appartenenti al genere Salmonella producono una reazione alcalina (violet-
ta) sia del becco, sia del cilindro; una colorazione gialla (acida) indica una reazione negati-
va. Gli stipiti che producono idrogeno solforato determinano un annerimento del terreno.

7. Conferma sierologica

Qualora si ritenga opportuno si pud procedere alla tipizzazione delle colonie mediante con-
ferma sierologica. Gli stipiti selezionati in base alle caratteristiche colturali e biochimiche pro-
prie di Salmonella possono essere tipizzati in base alla classificazione di Kauffmann-White
utilizzando sieri polivalenti. L'ulteriore tipizzazione sierologica pué essere effettuata con sieri
monovalenti anti-O e anti-H oppure inviando gli stipiti ai centri di riferimento per la Salmo-
nella.

Per lo svolgimento della procedura si rimanda ai testi specifici.
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8. Espressione dei risultati

Riportare il risultato ottenuto come Salmonella: Assente o Presente nel volume esaminato e, se
del caso, il sierotipo individuato.

9. Resoconto di prova

Il resoconto di prova deve indicare il metodo utilizzato ed esprimere i risultati come presen-

za/assenza di Salmonella per volume di campione. Deve dltresi indicare tutti i dettagli ope-
rativi, nonché qualsiasi inconveniente in grado di avere influenzato i risultati.
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7090. Vibrio spp

1. Introduzione

| microrganismi appartenenti al genere Vibrio sono ampiamente distribuiti nell'ambiente ac-
quatico. A differenza della maggior parte dei patogeni enterici che vengono veicolati nell’am-
biente idrico attraverso gli scarichi, i microrganismi compresi in questo genere sono stati isola-
i, oltre che da acque reflue e acque estuariali, anche da acque 30|ci superficiali non contami-
nate da scarichi fecali.

Vibrio cholerae & la specie piv importante del gruppo che fa parte della famiglia delle Vi-
brionaceae. Al genere appartengono microrganismi motili, bastoncelli gram-negativi, aspo-
rigeni e anaerobi facoltativi. Diverse sono le specie, alcune delle quali alofile. Di V. cholerae
sono stati individuati pit di 130 sierogruppi e prima del 1992 solo il sierogruppo O1 era sta-
to associato a epidemie e casi di colera. Dal 1993 tuttavia il sierogruppo O139 (non-O1) &
ritenuto responsabile delle epidemie registrate nei Paesi dell’area orientale. | biotipi non-OT,
ampiamente diffusi nell'ambiente acquatico, possono essere responsabili di sindromi simili al
colera e causa di epidemie circoscritte e le manifestazioni cliniche, in generale, possono es-
sere riconducibili a infezioni localizzate dei tessuti molli e delle mucose, infezioni sistemiche
e gastroenteriti acute.

La clorazione delle acque & tuttora considerata una efficace misura di prevenzione per il con-
trollo del colera. Tuttavia & stato osservato che fenotipi rugosi sono in grado di sopravvivere
in presenza di 2 mg/L di cloro residuo libero con un tempo di contatto di 30 minuti.

1.2 Obiettivo

Il metodo consente di valutare, in un volume noto di acqua, la presenza o l'assenza di mi-
crorganismi appartenenti al genere Vibrio.

1.3 Principio del metodo

Il metodo proposto consente di valutare la Presenza/Assenza di Vibrio in un determinato vo-
lume di acqua. La procedura andlitica consiste in una serie di fasi successive che possono
comprendere Arricchimento, Isolamento ed eventualmente, Conferma biochimica e Conferma
sierologica.

1.4 Campo di applicazione

La procedura andlitica viene utilizzata per acque superficiali, di fiume, di lago e per acque
reflue anche sottoposte a trattamento.

2. Volume da analizzare

Per I'analisi & necessario determinare il volume in base alla ti,oo|ogic| e alla qualita dell’ac-
qua da esaminare. Per acque reflue o comunque di bassa qualitd generalmente & necessario

analizzare un volume minimo pari a 10 mL, mentre per acque gid sottoposte a trattamento
possono essere analizzate diluizioni minori e comunque aliquote diverse.
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3. Strumentazione e vetreria

Normale attrezzatura di laboratorio.

4, Reattivi e terreni di coltura
4.1 Brodo di arricchimento

4.1.1  Acqua Peptonata Alcalina

Composizione:

Peptone 10 g
Sodio cloruro 10 g
Acqua distillata 1000 mL
pH 8,50,2

Il terreno si trova anche in commercio in forma disidratata e si prepara secondo le istruzioni
della ditta produttrice. Reidratare il terreno in acqua distillata. Riscaldare fino ad ebollizione,
ma evitcmc!oo il surriscaldamento. Agitare frequentemente per ottenere la completa soluzione
degli ingredienti. Raffreddare e modificare il pH con 'aggiunta di un’aliquota di NaOH 0,1
N. Distribuire in beute in ragione di 100 mL/beuta e sterilizzare a 121+3°C per 15+1 minuti
Conservare a circa +4°C per non piv di quattro settimane in condizioni ottimali.

4.1.2 Soluzione di idrossido di sodio 0,1 N

Composizione:
Idrossido di sodio 4 g
Acqua distillata 1000 mL

Agitare vigorosamente con barretta magnetica fino a completa dissoluzione.
4.2  Substrato di isolamento

4.2.1  Agor al Tiosolfato Citrato Bile e Saccarosio

Composizione:
Estratto di lievito 5

9
Peptone 10 g
Sodio tiosolfato 10 g
Sodio citrato 10 g
Sali di bile 8 g
Saccarosio 20 g
Sodio cloruro 10 g
Citrato ferrico 1 g
Agar 14 g
Blu di bromotimolo 40 mg
Blu timolo 40 mg
Acqua distillata 1000 mL
pH 8,6+0,2

Il terreno si trova anche in commercio in forma disidratata e si prepara secondo le istruzioni
della diﬁac!oroduh‘rice. Reidratare il terreno in acqua distillata. Riscaldare fino ad ebollizione,
ma evitando il surriscaldamento. Agitare frequentemente per oftenere la completa soluzione
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degli ingredienti, raffreddare. Se necessario modificare il pH con I'aggiunta di un’aliquota di
NaOH 0,1 N (4.1.2). Non sterilizzare. Distribuire in piastre di Petri e lasciare so|i3ificore,
Conservare a circa +4°C per non piv di quattro seftimane in condizioni oftimali.

E stato osservato che la selettivita dei diversi terreni TCBS presenti sul mercato pud essere di-
versa: cid pud portare a risultati diversi nella crescita del microrganismo ricercato. Con pro-
ve di controllo di qualita verificare le rese quali-quantitative dei substrati.

4.3 Substrati di crescita

4.3.1 Triptone Soia Agar con NaCl all'1%

Composizione:
Triptone 15 g
Peptone di soia 5 g
Sodio cloruro 5 g
Agar 20 g
Acqua distillata 1000 mL
pH 7,3+0,2

Il terreno si trova anche in commercio in forma disidratata e si prepara secondo le istruzioni
della ditta produttrice. Reidratare il terreno in acqua distillata. Riscaldare fino ad ebollizione
agitando frequentemente per oftenere la completa soluzione degli ingredienti. Aggiungere 1
mL di una socfuzione di NaCl per ogni 100 mL di terreno preparato. Sterilizzare a 121+3°C
per 15£1 minuti Distribuire in piastre di Petri e lasciare so idiffi)core. Conservare a circa +4°C
per non piv di due settimane in condizioni ottimali.

4.3.2 Brodo al Triptone di Soia con NaCl all’1%

Composizione:

Digerito pancreatico di caseina 17 g
Digerito papainico di farina di soia 3 g
Sodio cloruro 5 g
Dipotassio idrogeno fosfato 2,5 g
Destrosio 2,5 g
Acqua distillata 1000 mL
pH 7,3:0,2

Il terreno si trova anche in commercio in forma disidratata e si prepara secondo le istruzioni
della ditta produttrice. Reidratare il terreno in acqua distillata. Riscaldare e agitare frequente-
mente per oftenere la completa soluzione degli ingredienti. Aggiungere 1 mL di una soluzione
di NaCl per ogni 100 mL di terreno preparato. Distribuire in tubi aliquote di circa 10 mL. Ste-
rilizzare a 121+3°C per 15+1 minuti Conservare a circa +4°C per non piv di un mese.

4.4 Reattivo alla Tetrametil-parafenilendiamina dicloridrato

4.4.1  Soluzione di Tetrametil-parafenilendiamina dicloridrato all’1%

Composizione:
N,N,N’,N'-tetrametil-parafenilendiamina dicloridrato 1 g
Acqua distillata 100 ml

Dischetti o tamponi adatti all'uopo sono anche disponibili in commercio; in alternativa scio-
gliere N,N,N’ N’-tetrametil-parafenilendiamina dicloridrato in acqua distillata, preparando
la soluzione al momento dell’uso.
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Nota: la N,N,N'N’ -tetrametil-parafenilendiamina dicloridrato é classificato come sostanza
pericolosa per la salute ai sensi della direttiva 67/548/CEE e successivi adeguamenti.

4.5 Vibriostatico

In commercio esistono dischetti da 10 pg e da 150 pg di vibriostatico 0/129 (2,4-diamino-
6,7-diisopropil-pteridina fosfato).

5. Procedura
5.1 Fase di Arricchimento

Consiste in una fase di rivitalizzazione dei microrganismi in idoneo brodo di coltura non selet-
tivo. Filtrare un volume di campione attraverso una membrana di 47 mm di diametro (porosita
nominale 0,45 pm) posta sul supporto dell’apparecchiatura di filtrazione, rispettando le comu-
ni norme di asepsi. Se & necessario per presenza di particolato in sospensione, la filtrazione pud
essere eseguita su piv membrane. Trasferire sterilmente la membrana/e in 100 mL di Acqua
Peptonata Alcalina (4.1.1). Incubare a 36+1°C per 6-8 ore, fino a un massimo di 18 ore.

52 Fase di Isolamento ed identificazione delle colonie

Dal brodo di arricchimento (4.1.1) prelevare un’ansata dalla pellicola formata sulla superfi-
cie del brodo ed effettuare uno striscio sul terreno di isolamento (4.2.1). Incubare a 36+1°C
per 18-20 ore. E consigliabile contemporaneamente prelevare 10 mL di brodocoltura dal bro-
do di arricchimento (4.1.1) e inoculare in un’altra beuta contenente 100 mL di Acqua Pepto-
nata Alcalina (4.1.1). Incubare a 36+1°C per 6-8 ore, fino a un massimo di 18 ore. Dopo
incubazione prelevare un’ansata dalla pellicola formata sulla superficie del brodo ed effet-
tuare uno striscio su un’altra piastra Petri contenente il terreno di isolamento (4.2.1). Incuba-
re a 36+1°C per 18-20 ore.

| microrganismi appartenenti al genere Vibrio sviluppano sul substrato di isolamento (4.2.1)
colonie gialle con centro opaco e margini traslucidi, piatte, con diametro di 2-4 mm e colo-
nie verdi, piatte, con diametro di 1-3 mm.

6. Conferma biochimica

Per |'accertamento dell’appartenenza al genere Vibrio delle colonie sospette procedere all’e-
secuzione delle seguenti prove di conferma: colorazione di Gram, prova della citocromossi-
dasi (6.2), prova Se”a suscettibilita al vibriostatico (6.3).

Successivamente |'identificazione biochimica pud essere completata con i kit miniaturizzati di
prove biochimiche disponibili in commercio.

Prima di effettuare ciascuna prova si suggerisce, onde verificarne la purezza, di subcoltivare
le colonie sospette su Triptone Soia Agar con NaCl all'1% (4.3.1) e incubare a 36+1°C per
2442 ore. Eseguire le prove su colonie con non pit di 24 ore di sviluppo.

6.1 Prova della citocromossidasi

La prova permette di differenziare i microrganismi appartenenti al genere Vibrio in base al-
la presenza dell’enzima citocromossidasi. Vibrio spp & ossidasi-positivo ad eccezione di V.
metschnichovii che & ossidasi negativo.

Dal terreno Triptone Soia Agar con NaCl all'1% (4.3.1) prelevare, con le usuali regole di ase-
psi, con un’ansa sterile, la colonia cresciuta e strisciare su una carta da filtro imbibita del reat-
tivo (4.4.1) preparato al momento dell’'uso o saggiare sui dischetti o con i tamponi adatti al-
I'vopo distriEuiti in commercio. Una reazione positiva si evidenzia quando si produce, entro
10 secondi, una colorazione blu-violetto.
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6.2 Prova della suscettibilita al vibriostatico

La prova pud permettere di differenziare i microrganismi appartenenti al genere Vibrio da
quelli appartenenti al genere Aeromonas. Vibrio spp & in genere suscettibile al vibriostatico.
Dal terreno Triptone Soia Agar con NaCl all’1% (4.3.1) prelevare, seguendo le usuali regole
di asepsi, con un’ansa sterile, la colonia da saggiare e inoculare in Brodo al Triptone di Soia
con NaCl all'1% (4.3.2). Incubare a 36+1°C per 18-24 ore. La crescita & evidenziata dalla
torbidita del terreno. Imbibire un tampone sterile nella brodocoltura e strisciare abbondante-
mente sul terreno Triptone Soia Agar con NaCl all'1% (4.3.1). Sulla superficie dell’Agar ap-
plicare, ad adeguata distanza, un dischetto da 10 pg e uno da 150 pg di vibriostatico
O/129 (4.5). Incubare a 36+1°C per 18-24 ore.

Dopo incubazione verificare I'eventuale presenza o assenza di aloni di inibizione intorno ai
dischetti. Vibrio spp & generalmente sensibile al vibriostatico, mentre Aeromonas & resistente.
Recentemente sono stati riportati casi in cui biotipi di V. cholerae sono risultati resistenti al vi-
briostatico (es.: V. cholerae O139).

7. Conferma sierologica

Qualora si ritenga opportuno si pud procedere alla tipizzazione delle colonie mediante con-
ferma sierologica. Gﬁ stipiti selezionati in base alle caratteristiche colturali e biochimiche pro-
prie di Vibrio possono essere tipizzati utilizzando sieri polivalenti. L'ulteriore tipizzazione sie-
rologica pud essere effettuata con sieri monovalenti oppure inviando gli stipiti ai centri di ri-
ferimento per la tipizzazione di Vibrio.

Per lo svolgimento della procedura si rimanda ai testi specifici.

8. Espressione dei risultati

Riportare il risultato ottenuto come Vibrio: Assente o Presente in 1 L e, se del caso, il siero-
gruppo individuato.

9. Resoconto di prova

Il resoconto di prova deve indicare il metodo utilizzato ed esprimere i risultati come presen-
za/assenza di Vibrio per volume di campione. Deve altresi indicare tutti i dettagli operativi,
nonché qualsiasi inconveniente in grado di avere influenzato i risultati.
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7100. Uova di elminti

1. Introduzione
1.1 Generalita

Nel passato, sotto il termine Elminti veniva raggruppato un insieme eterogeneo di animali o
stadi di animali vermiformi che non sembravano possedere caratteri distintivi tali da farli com-
prendere in altri gruppi zoologici. Attualmente I'Organizzazione Mondiale della Sanita pren-
de in considerazione gli Elminti che interessano la parassitologia umana distinguendo due
gruppi di organismi differenti, appartenenti ai phyla Platyhelmintha e Nematoda. Del grup-
po degli Elminti fa parte anche il phylum Acantocephala, in cui sono compresi organismi pa-
rassiti degli animali.

Il phylum Platyhelmintha & suddiviso nelle classi dei Turbellari - la gran parte a vita libera -
dei Trematodi e dei Cestodi - parassiti dell'uvomo e degli animali.

La presenza nelle acque degli stadi larvali infettivi di Trematodi ¢ limitata dalla loro scarsa
capacitd di sopravvivenza nell’ambiente: poche ore se non incontrano l'ospite (spesso neces-
sitano di un ospite intermedio e di uno definitivo) in cui compiono il loro ciclo vitale. L'vomo
costituisce un ospite inadeguato. Anche recentemente in Europa, Stati Uniti, Australia, Nuo-
va Zelanda e Giappone sono stati segnalati casi di patologie cutanee associate ad immer-
sione in ambienti di acqua dolce dove erano contemporaneamente presenti gli stadi larvali
natanti e gli ospiti specifici. In ltalia evidenze epidemiologiche risalgono a trenta-quaranta an-
ni fa. Rari casi sono stati riportati piv di recente in acque lacustri (un caso nel 1993).

Cisti e uova di Cestodi hanno quale modo di trasmissione prevalente la via fecale-orale e ali-
mentare.

Il phylum Nematoda & considerato uno dei gruppi di organismi piv diffuso in natura: ne so-
no state descritte 12.000 specie, molte delle quali vivono nell’acqua dolce o maring, in ac-
que termali o ad alta salinita. Altre hanno il loro habitat nel suolo o nella materia organica
in decomposizione e alcune possono fare parte del benthos e del plancton marino. Circa
5.000 specie parassitano le piante e gli animali, ma la distribuzione e la diffusione dei pa-
rassiti (una dozzina di specie) che hanno un riscontro nella patologia umana ¢é limitata, ad
oggi, alla fascia tropicale e subtropicale interessando vaste aree del continente africano, asia-
tico e alcune zone dell’Europa nord-orientale.

1.2 Obiettivo

Il metodo consente di valutare, in un volume noto di acqua, la eventuale presenza di vova di
elminti.

1.3 Principio del metodo

La procedura andlitica prevede una fase di sedimentazione e una serie di centrifugazioni se-
guite da una flottazione e dall’evidenziazione delle uova al microscopio. La procedura non
ne consente la determinazione a livello di specie. .

Esiste la possibilita di utilizzare, durante la fase di flottazione, reagenti diversi. E necessario
comunque tenere in considerazione che la scelta di un reagente o dell’altro puo essere effet-
tuata sulla base dell’esperienza dell’operatore purché vengano mantenute le caratteristiche di
produttivitd del metodo.

E da tenere in conto che valori elevati di torbidita possono diminuire |'efficienza di recupero.
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Con auesta procedura & possibile ottenere una percentuale di recupero pari a circa il 70%
quando la concentrazione delle uova & di 100 per litro.

1.4  Campo di applicazione

La procedura andlitica viene utilizzata per acque superficiali, di fiume, di lago e per acque
reflue anche sottoposte a trattamento.

2. Volume da analizzare

Il volume da analizzare & pari a 1-10 litri per I'esame di acque superficiali, reflue grezze, ma
per acque sottoposte a trattamento, in relazione alla loro qualita, possono essere analizzate
aliquote diverse.

3. Strumentazione e vetreria

Per lo svolgimento dell’analisi, oltre alla normale attrezzatura di base di laboratorio, & ne-
cessario disporre di:

- centrifuga a rotore basculante;

- coni Imhoff;

- contenitori da centrifuga da 50 mL con fondo conico;
- microscopio.

4. Reattivi

4.1 Soluzione di Formaldeide al 10%

Composizione:
Formaldeide 37% 27 mL
Acqua distillata 73 mL

Miscelare in acqua distillata la formaldeide al 37% con le dovute precauzioni sotto cappa chi-
mica.

4.2 Soluzione di Lugol

Composizione:

l, 4 g
K 6 g
Acqua distillata 100 mL

Sciogliere i componenti nell’acqua distillata. Aggiungere al campione al momento del prelie-
vo. Conservare al buio.

4.3 Soluzione di sodio nitrato

Composizione:
NaNO, 60 g
Acqua distillata 100 mL

Preparare una soluzione satura di sodio nitrato sciogliendo il sodio nitrato in acqua distillata.
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5. Procedura
5.1 Fissazione del campione

Fissare il campione con formaldeide (4.1) operando preferibilmente al momento del campio-
namento e con le dovute precauzioni.

52 Te Sedimentazione

Aggiungere 1 mL di soluzione di Lugol (4.2) per ogni 100 mL di campione.

Distribuire il campione, in base al volume da anoﬁzzore, in uno o piu beaker o, preferibil-
mente in coni Imhoff. Lasciare sedimentare per tutta la notte e procedere allo svolgimento del-
I'andlisi il giorno successivo.

5.3  Centrifugazione

Dopo la fase di sedimentazione eliminare il sovranatante e trasferire un massimo di 10 mL di
“pellet” in tubi da centrifuga da 50 mL. Lavare le pareti del contenitore dove & avvenuta la
sedimentazione con acqua distillata per raccogliere ogni eventuale residuo e aggiungerla al

“pellet” nei tubi. Centrifugare per 10 minuti a 700 g e successivamente scartare il sovrana-
tante.

5.4 Flottazione

Al “pellet” residuo aggiungere un volume (1:2) di una soluzione satura di NaNO, (d=1,3)
(4.3) e centrifugare per 3 minuti a 1000dg.
Ripetere I'intera procedura Eer un totale di tre volte e, ogni volta, rimuovere accuratamente il
sovranatante ponendolo in beaker, o preferibilmente, in cono Imhoff contenente 1 L di acqua.
5.5 2 Sedimentazione

Lasciare sedimentare nel recipiente per circa 12 ore. Successivamente eliminare accurata-
mente il sovranatante e trasferire il “pellet” in tubi da centrifuga. Lavare le pareti del conteni-
tore dove & avvenuta la sedimentazione con ac?ua distillata per raccogliere ogni eventuale
residuo e aggiungerla al “pellet” nei tubi. Centrifugare per 4 minuti a 1000 g.

6. Osservazione al microscopio

Dopo I'ultima centrifugazione raccogliere il “pellet” su un vetrino ed esaminare al microsco-
pio a 100 ingrandimenti verificando la presenza di vova di Elminti.

7. Espressione dei risultati

Riportare il risultato come Presenza/Assenza di uova di Elminti nel volume esaminato.

8. Resoconto di prova
Il resoconto di prova deve indicare il metodo utilizzato ed esprimere i risultati come presen-

za/assenza di vova di elminti per volume di campione. Deve altresi indicare tutti i dettagli
operativi, nonché qualsiasi inconveniente in grado di avere influenzato i risultati.
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7110. Batteriofagi

1. Introduzione
1.1 Generalita

| batteriofagi strutturalmente sono costituiti da una molecola di acido nucleico protetta da un
involucro proteico.

Similmente ai virus animali, possono moltiplicarsi esclusivamente all’interno della cellula ospi-
te, metabolicamente attiva e competente.

La loro distribuzione nell’ambiente non ha ancora fornito dati ben precisi ma la loro presenza
& stata individuata in tutti i mezzi ove & presente una forma di vita batterica. Ogni “habitat” pre-
senta una popolazione fagica di batteri autoctoni ed una popolazione fagica proveniente da al-
tri ambienti. Negli ambienti acquatici i fagi infettanti i batteri del genere E. coli (colifagi ed F-
specifici) sono i piU rappresentati e, dato I'interesse che essi ricoprono in qualita di indicatori po-
tenziali di una contaminazione virale di origine fecale, sono stati i pi studiati e ricercati. La lo-
ro distribuzione nel tratto digerente dell'uvomo e degli animali & stata piv volte studiata ed & sta-
to dimostrato che il 23,5% cﬁ campioni di feci umane contiene fagi di E.coli con una concentra-
zione pari a 10° UFP per grammo di feci. Un dltro batteriofago presente in grande quantita nel
tratto intestinale & il fago specifico del Bacteroides fragilis (B 40-8), batterio anaerobio.

La capacita di sopravvivenza e di moltiplicazione dei fagi nell’ambiente & un aspetto impor-
tante; esso & in relazione alla presenza, in un determinato “habitat”, del batterio ospite, del-
eta fisiologica del batterio stesso e della densita rispettivamente del batterio ospite e del suo
fago. Cio & chiaramente valido per i fagi infettanti i batteri autoctoni; per i fagi specifici dei
batteri alloctoni invece, la situazione & meno chiara. | colifagi somatici riescono a moltiplicarsi
nell’ambiente in quanto riconoscono il loro recettore di attacco sulla superficie esterna del cor-
po batterico a temperature relativamente basse (15°+45°C) quali quelle riscontrabili in un
ambiente idrico; per i colifagi F-specifici (F-plus) invece la moltiplicazione nell'ambiente & pos-
sibile solo utilizzando come recettore il sex-pilus. La sintesi di questo recettore si verifica a tem-
perature superiori a 30°C, ragion per cui, la moltiplicazione nell’ambiente di questi fagi &
realizzabile soltanto se il loro batterio ospite ha sintetizzato precedentemente il sex-pilus nel-
'infestino degli omeotermi, prima di essere versato nel mezzo idrico.

| fagi che infettano il Bacteroides fragilis, infine, non sono in grado di moltiplicarsi nell’am-
biente perché il loro batterio-ospite & metabolicamente attivo soltanto in condizione di anae-
robiosi ed in presenza di alcuni fattori di crescita specifici, condizioni che non sono riprodu-
cibili in un ambiente idrico.

La sopravvivenza dei batteriofagi nell’ambiente idrico & superiore a quella dei batteri autoc-
toni ed in particolare a quella dei batteri indicatori di contaminazione fecale. Allo stesso mo-
do dei virus animali la jurato della loro sopravvivenza dipende dalla presenza di sostanza
organica nel mezzo e dalla loro associazione con le particelle solide, dalla temperatura, dal-
|a?oro esposizione ai raggi ultravioletti, dal pH, ecc.

Nel corso dell’ultimo decennio i batteriofagi sono stati proposti come indicatori di contami-
nazione virale dei mezzi idrici e anche come indicatori di efficacia dei processi di depura-
zione e disinfezione delle acque.

| colifagi possono essere isolati e quantificati con metodi semplici e poco costosi, i tempi di ri-
sposta sono piu brevi che per gli enterovirus, alcuni colifagi sono piu resistenti degli entero-
virus all’'inattivazione e alla disinfezione.

Alcuni Autori, in seguito a recenti studi, hanno proposto 'uso del fago specifico del Bacteroides
fragilis come indicatore di contaminazione feco|F; in quanto specifico del tratto digerente umano.
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1.2 Obiettivo

Il metodo analitico consente di valutare e quantificare la presenza di batteriofagi in un volu-
me noto di acqua.

1.3 Principio del metodo

La procedura di andlisi si basa sulla messa in evidenza della popolazione fagica mediante
metodi qualitativi o quantitativi.

1.4  Campo di applicazione

La procedura andlitica viene utilizzata per acque superficiali sorgive, di fiume, di lago e per
acque reflue anche sottoposte a trattamento.

2. Reattivi e terreni di coltura

2.1 Estratto di carne al 10%, pH 9,0

Composizione:

Estratto di carne 10 g
Acqua distillata 100 mL
oH 9,020,2

In una beuta sterile reidratare la polvere provvedendo al completo scioglimento con I'aiuto di
un agitatore magnetico. Portare il pH al valore desiderato con 'aggiunta di idrossido di so-
dio (NaOH). Sterilizzare in autoclave per 15+1 minuti a 121£3°C.

La soluzione, se conservata sterilmente, pud essere mantenuta per diversi mesi a temperatu-
ra ambiente.

2.2 Estratto di carne al 3% pH 7,2 e pH 9,5

Composizione:
Estratto di carne 3 g
Acqua distillata 100 mL

In una beuta sterile reidratare la polvere, provvedendo al completo scioglimento con I'aiuto
di un agitatore magnetico. Portare il pH al valore desiderato con I'aggiunta di idrossido di
sodio (NaOH).

Sterilizzare in autoclave per 151 minuti a 121+3°C.

La sbo|uzione se conservata sterilmente pud essere mantenuta per diversi mesi a temperatura
ambiente.

2.3  Soluzione di Formaldeide allo 0,1%

Composizione:
Formaldeide (soluzione al 37%) 1,35 mL
Acqua distillata 500 mL

Preparare al momento dell’'uso e scartarla dopo I'utilizzo.
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2.4  Soluzione di Idrossido di sodio (NaOH) 0,1 N

Composizione:
Idrossido di sodio 4 g
Acqua distillata

—_
—

Agitare vigorosamente con barrefta magnetica fino a completa dissoluzione. Scartare dopo
N9
" utilizzo.

2.5  Tampone glicina 0,25 M pH 9,5

Composizione:

Glicina 18,76 g
Acqua distillata 1000 L
pH 9,5:0,2

In una beuta sterile reidratare la polvere provvedendo al completo scioglimento con I'aiuto di
un agitatore magnetico. Portare il pH al valore desiderato con I'aggiunta di idrossido di so-
dio (NaOH).

Sterilizzare in autoclave per 151 minuti a 121+3°C.

La sk,)o|uzione se conservata sterilmente pud essere mantenuta per diversi mesi a temperatura
ambiente.

2.6 Brodo Triptone

Composizione:
Triptone 1
Destrosio
Cloruro di sodio
Acqua distillata
pH 7,0+0,2

— O — O
—Q Q @

Sciogliere i costituenti in acqua distillata, sterilizzare in autoclave per 15+1 minuti a 121+3°C
e mantenere a circa +4°C. Utilizzare non oltre i 14 giorni.

2.7  Brodo Triptone doppio concentrato

Composizione:
Triptone 20 g
Destrosio 2 g
Cloruro di sodio 10 g
Acqua distillata 1 L
pH 7,0+0,2

Sciogliere i costituenti in acqua distillata, sterilizzare in autoclave per 15+1 minuti a 121+3°C
e mantenere a circa +4°C. Utilizzare non oltre i 14 giorni.
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2.8  Agar friptone: primo strato

Composizione:

Triptone 10 g
Destrosio 1 g
NaCl 5 g
Agar 15 g
Acqua distillata 1 L
pH 7,0+0,2

La miscela di terreno cosi composta non & reperibile in commercio; & possibile acquistare i
singoli costituenti che verranno mescolati al momento della preparazione del terreno.
Reidratare in acqua distillata i costituenti, secondo la formula sopra riportata, fino a comple-
fo scioglimento in agitazione. Sterilizzare in autoclave per 15+1 minuti a 121+3°C, raffred-
dare a circa 50°C e distribuire in capsule Petri da 90 mm di diametro. Lasciare solidificare.
Le piastre possono essere conservate per una settimana a circa +4°C.

2.9 Agar Triptone molle: secondo strato

Composizione:

Triptone 10 g
Destrosio 1 g
Cloruro di sodio 5 g
Agar 7 g
Acqua distillata 1 L
pH 7,0£0,2

Preparare il terreno in piccoli matracci nella quantita sufficiente per I'analisi quotidiana e au-
toclavare per 151 minuti a 121+3°C. Mantenere il terreno a 551°C fino al momento del-
I'uso.

Aggiungere, prima della semina, acido nalidixico alla concentrazione di 100 mg/L per la ri-
cerca dei colifagi somatici, oppure streptomicina e ampicillina, entrambi alla concentrazione

di 0,015 g/L, per la ricerca dei fagi F-plus.
2.10  Soluzione tampone per fago

Composizione:

Na,HPO, 7 g
KH,PO, 3 g
NaCl 5 g
Acqua distillata 1 L

Sciogliere i costituenti in acqua distillata e autoclavare a 121+£3°C per 15+1 minuti. Lasciare
raffreddare e aggiungere:

MgSO,7HO O, 1M 10 mL(2.12)
CaCl,2H,0 0,01 M 10 mL(2.13)

Queste soluzioni vanno preparate separatamente, autoclavate a 121+3°C per 15+1 minuti e
conservate a circa +4°C per non oltre 6 mesi in condizioni ottimali.

2.11  Solfato di magnesio (MgSO,-7H,O) allo 0,1 M

Composizione:
MgSO,-7H,O 2,46 g
Acqua distillata 100 mL
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Sciogliere la polvere in acqua fino alla completa dissoluzione, sterilizzare in autoclave per 151
minuti a 121+3°C e conservare a circa +4°C per non oltre 6 mesi in condizioni oftimali.

2.12  Cloruro di calcio (CaCl,-2H,0) allo 0,01 M

Composizione:
CaCl,-2H,0 0,15 g
Acqua distillata 100 mL

Sciogliere la polvere in acqua fino alla completa dissoluzione, sterilizzare in autoclave per
15+1 minuti a 121£3°C e conservare a circa +4°C per non oltre 6 mesi in condizioni ofti-
mali.

2.13  Supplementi selettivi: antibiotici
Gli antibiotici sono disponibili in commercio in forma liofilizzata.
Preparare uno stock iniziale per ogni antibiotico e conservarlo a circa -20°C.

Lo “stock” si conserva non oltre i sei mesi in condizioni ottimali, suddiviso in aliquote.

2.13.1 Acido nalidixico per la ricerca di Colifagi somatici: “stock” iniziale

Composizione:
Acido nalidixico 1 g
Acqua distillata 10 mL

Sciogliere I'antibiotico fino alla completa dissoluzione; sterilizzare per filtrazione. Dividere in
aliquote da 1 mL. Conservare a circa -20°C.

2.13.2 Streptomicina per la ricerca di fagi F-plus: “stock” iniziale

Composizione:
Streptomicina 0,15 g
Acqua distillata 10 ml

Sciogliere I'antibiotico fino alla completa dissoluzione; sterilizzare per filtrazione. Dividere in
aliquote da 1 mL. Conservare a circa -20°C in condizioni ottimali.

2.13.3 Ampicillina per la ricerca di fagi F-plus: “stock” iniziale

Composizione:
Ampicillina 0,15 g
Acqua distillata 10 mlL

Sciogliere I'antibiotico fino alla completa dissoluzione; sterilizzare per filtrazione. Dividere in
aliquote da 1 mL. Conservare a circa -20°C in condizioni ottimali.

2.13.4 Vancomicina: “stock” iniziale

Composizione:
Vancomicina 75 mg
Acqua distillata 10 mlL
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Sciogliere I'antibiotico fino alla completa dissoluzione; sterilizzare per filtrazione. Dividere in
aliquote da 1 mL. Conservare a circa -20°C in condizioni ottimali.

2.13.5 Kanamicina: “stock” iniziale

Composizione:
Kanamicina 1 g
Acqua distillata 10 mL

Sciogliere I'antibiotico fino alla completa dissoluzione; sterilizzare per filtrazione. Dividere in
aliquote da 1 mL. Conservare a circa -20°C in condizioni ottimali.

2.14  Brodo di crescita del Bacteroides fragilis doppio concentrato

Composizione:

Casitone 20 g
Peptone di carne 20 g
Estratto di lievito 4 g
Cloruro di sodio 10 g
L cisteina cloridrato 1 g
CaCl,:2H,0 (0,05 g/mL) 2 g (216
MgSO,-7H,0 (0,12 g/ml) 2 ml (217)
Glucosio 3,6 g
Acqua distillata 1 L

Dopo aver sciolto i costituenti in acqua distillata sterilizzare per 15+1 minuti a 121£3°C in
autoclave, raffreddare a circa 50°C. Successivamente aggiungere sterilmente:

Emina 0,1% 20 mL (2.18)
Carbonato bisodico T M 50 mlL (2.19)

Aggiustare sterilmente il pH a 7,0+£0,2 con HCl 35% (circa 5-6 mL/L) senza superare il valo-
re limite.

Il terreno, senza emina, pud essere conservato a circa +4°C per una settimana in condizioni of-
timali.

E consigliabile preparare la quantita di terreno da usare per I'analisi giornaliera senza con-
servarlo successivamente.

2.15  Cloruro di Calcio biidrato (CaCl,-2H,O 0,05 g/ml)

Composizione:
CaCl,-2H,0 5 g
Acqua distillata 100 mL

Sciogliere la polvere fino a completa dissoluzione con I'aiuto di un agitatore magnetico. Au-
toclavare a 121£3°C per 15+1 minuti. Conservare a circa +4°C non oltre sei mesi in condi-
zioni ottimali.

2.16  Solfato di magnesio eptaidrato MgSO,-7H,O (0,12 g/ml)

Composizione:
MgSO,-7H,0 12 g
Acqua distillata 100 mL
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Sciogliere la polvere fino a completa dissoluzione con I'aiuto di un agitatore magnetico. Au-
toclavare a 121+3°C per 15+1 minuti. Conservare a circa +4°C per non oltre sei mesi.

2.17 Eminaallo 0,1%

Composizione:

NaOH 0,02 g
Emina 0,1 9
Acqua distillata 100 mL

Sciogliere su agitatore magnetico NaOH in acqua fino a completa dissoluzione (15 minuti cir-
ca), aggiungere |'emina e lasciare in agitazione magnetica per circa 2 ore fino a completa
dissoluzione.

Sterilizzare per filtrazione (porositd nominale 0,22 pim). Conservare a temperatura ambien-
te per non oltre i sei mesi in condizioni ottimali.

2.18  Carbonato bisodico (Na,CO,) T M

Composizione:
Na,CO, 106,0 g
Acqua distillata 1 L

Sciogliere la polvere in acqua fino a completa dissoluzione e sterilizzare per filtrazione (po-
rositd nominale 0,22 pm). Conservare a temperatura ambiente per non oltre sei mesi in con-
dizioni ottimali.

2.19  Brodo di crescita del Bacteroides fragilis

Composizione:
Casitone 10
Peptone di carne 10
Estratto di lievito
Cloruro di sodio
L-cisteina monoidrato
Glucosio
CaCl,-2H,0
MgSO,-7H,0 (0,12 g/ml)
Acqua distillata

Q @O @ Q@ @ @
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Dopo aver sciolto i costituenti in acqua distillata sterilizzare per 15+1 minuti a 121+3°C in
autoclave e raffreddare a circa 50°C. Successivamente aggiungere sterilmente:

Emina 0,1% 10 mL (2.18)
Na,CO, TM 25 mL (2.19)

Aggiustare sterilmente il pH a7,0+0,2 con HCl 35% (circa 2-3 mL/L)

Il terreno, senza emina, puo essere conservato a circa +4°C per non piU di una settimana in
cond|Z|on| oftimali. E con5|g||ab||e preparare la quantita di terreno da usare per |'andlisi gior-
naliera senza conservarlo successivamente.
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2.20  Terreno di isolamento primo strato

Composizione:

Agar sangue base n° 2 40 g
L-cisteina monoidrato 0,5 g
CaCl,-2H,0 (0,05g/mL) 1 mL (2.16)
MgSO, 7H,0 1 ml (217)
Acqua distillata 1 L

Sciogliere i costituenti in acqua distillata fino a completo scioglimento. Autoclavare per 1541

minuti a 121+3°C. Distribuire in cocljosule Petri e lasciare solidificare. Il terreno pud essere con-
servato a circa +4°C per non piv di una settimana in condizioni ottimali.

2.21  Agar molle secondo strato

Composizione:
Casitone 10
Peptone di carne 10
Estratto di lievito
Cloruro di sodio
L-cisteina monoidrato
Glucosio
CaCl,-2H,0 (0,05 g/ml)
MgSO,-7H,0 (0,12 g/ml)
Agar
Acqua distillata
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Dopo aver sciolto i costituenti in acqua distillata sterilizzare per 15+1 minuti a 121+3°C in
autoclave e raffreddare a circa 55+1°C. Successivamente aggiungere sterilmente:

Emina 0,1% 10 mlL (2.18)
Na,CO, TM 25 mL (2.19)

Aggiustare sterilmente il pH a 7,0+0,2 con HCl 35% (circa 2-3 mL/L).

Mantenere il terreno a 55+1°C fino al momento dell’uso.

E consigliabile preparare la quantita di terreno da usare per I'analisi giornaliera senza con-
servarlo successivamente.

Per evitare contaminazioni & bene aggiungere al terreno 100 mg/mL di solfato di kanamici-
na (2.14.5) e 7,5 mg/mL di Vancomicina (2.14.4). Il batterio rivelatore raccomandato & re-
sistente ad entrambi gli antibiotici.

3. Strumentazione e vetreria
Oltre alla normale attrezzatura di laboratorio & necessario disporre di:

- agitatore magnetico;

- apparato per filtrazione con pompa da vuoto;

- apparato per ultrafiltrazione;

- bagno termostatato;

- barrette magnetiche;

- bottiglie sterili per prelievo;

- capsule Petri da 90 mm di diametro;

- membrane filtranti per decontaminazione (low binding protein);
- membrane filtranti per recupero fagi;

- pipette automatiche;
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- provette sterili;

- sistema completo per incubazione in anaerobiosi;
- termostato regolabile;

- “vortex”.

4, Procedura

La ricerca dei batteriofagi in campioni di acque reflue richiede una serie di operazioni, cosi
come per gli enterovirus, che devono essere adattate al tipo di fago che si intende ricercare.
Benché la quantita dei fagi in un ambiente idrico & di gran lunga superiore a quella degli en-
terovirus, in alcuni tipi di campioni & necessaria una concentrazione di essi.

La maggior parte dei metodi utilizzati per concentrarli si basa sul principio dell’adsorbimen-
to su diversi materiali cosi come avviene per i virus animali; in una seconda fase si provvede
ad eluire in un piccolo volume i fagi adesi al materiale adsorbente. E importante tenere con-
to di alcune caratteristiche dei fagi, in particolare la loro sensibilita al pH. Alcuni colifagi pre-
senti nell’acqua sono inattivati a pH 11,5; il fago specifico del B. fragilis & sensibile invece a
valori di pH vicini a 3,0 che generalmente vengono impiegati in alcuni metodi di concentra-
zione.

Per questi motivi & bene utilizzare dei metodi che non prevedano I'uso di eluenti con valori di
pH estremi.

4.1 Volume da analizzare

La diversa natura dei campioni ambientali impone delle differenze nella scelta dei volumi da
softoporre ad andalisi, volumi che devono tenere conto del grado di inquinamento, accertato
o presunto, della tipologia dell’acqua e della destinazione d’uso. Per acque reflue, i volumi
variano da pochi mL a 2-3 L in base al trattamento depurativo eventualmente subito (es. ac-
que reflue in entrata e in uscita dagli impianti di depurazione). Per le acque superficiali, i vo-
lumi da analizzare dovranno essere necessariamente piv elevati.

4.2  Concentrazione per adsorbimento-eluizione

Questo metodo consente di concentrare i fagi a un volume massimo di 2-3 litri di acqua in
un volume finale di eluente pari a 3-5 mL.

4.2.1  Filtri e|eﬂronegotivi

Questo modello di membrane filtranti presenta una superficie a carica elettrica negativa. A
valori di pH prossimi alla neutralita le particelle virali vengono respinte mentre, ric?ucendo i
valori di pH intorno a 3,5 si oftiene una inversione della carica elettrica superficiale dei virus
che ne permette il loro adsorbimento. Aggiungendo cationi bi- o tri-valenti al campione da
concentrare, & possibile migliorare la capacita adsorbente del filtro. Questa tecnica, largo-
mente utilizzata per il recupero degli enterovirus da campioni ambientali, pud essere appli-
cata per il recupero dei batteriofagi sebbene il rendimento sia minore; molti fagi infatti sono
rapicfc):mente inattivati dai bassi voﬁori di pH. Adottando dei valori di pH intorno a 3,8-4,0 e
controllando accuratamente il valore raggiunto durante le singole fasi della procedura di re-
cupero, si ottengono risultati piv soddisfacenti. Un rendimento maggiore & stato dimostrato
per valori di pH intorno a 6,0 ed in presenza di ioni Mg? (MgCl,-6H,0 0,2 M). Dopo aver
filtrato il campione per pressione positiva attraverso il filtro, si procede alla eluizione con un
piccolo volume (da 3 a 5 mL) di una soluzione ad alta concentrazione di proteine (3% di
estratto di carne) con un valore di pH intorno a 9,0 (2.2). Si neutralizza velocemente Ielua-
to con HCl 1 N ed il concentrato cosi ottenuto & pronto per essere analizzato.
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4.2.2 Filtri elettropositivi

L'adsorbimento dei fagi ai filtri elettropositivi & ottimo mentre la loro completa eluizione risul-
ta piuttosto difficile. | migliori risultati si ottengono adottando come eluente una soluzione di
estratto di carne al 3% con un valore di pH compreso tra 7.0 e 9.0.

Una delle metodiche gia descritte in letteratura prevede I'uso di filtri elettropositivi del tipo VI-
ROSORB 1 MDS. In commercio & comunque possibile reperire dltri tipi di filtri a carica superfi-
ciale modificata.

Il campione viene filtrato per pressione positiva attraverso un pacchetto di tre filtri 1 MDS. |
fagi adsorbiti vengono eluiti con 20 mL di estratto di carne al 10% pH 9.0 (2.1), e I'eluato
raccolto, neutralizzato con HCl 1N. L'eluato viene mescolato con due volumi di una soluzio-
ne satura di ammonio & centrifugato a 14500g/20"/+4°C. Il “pellet” & quindi risospeso in 2
mL di acqua distillata sterile.

4.2.3  Altri filtri

Si tratta di membrane filtranti di materiale inorganico con diametro di 47 mm e con porositd
di 0,1 00,2 um del tipo ANODISC™ che non presentano cariche elettriche di superficie. Con-
sentono di concentrare il campione in condizioni di pH neutro e per questo motivo sono par-
ticolarmente consigliati per il recupero dei fagi B40-8.

4.3 Metodo di concentrazione per Ultrafiltrazione a Flusso tangenziale

L'ultrafiltrazione & un processo di separazione delle particelle in funzione del solo peso mole-
colare; esistono diverse membrane e cartucce con tagli molecolari (“nominal molecular wei-
ght limit”) da 1.000 sino a 1.000.000 di dalton. La funzione della membrana é quella di por-
re una barriera tra le sostanze che riescono ad attraversare le membrane e le altre, a peso
molecolare piv elevato rispetto al taglio molecolare (“cut-off”), che sono ritenute, ad es. i vi-
rus. | batteriofagi in particolare vengono concentrati non per adsorbimento su membrane ma
er riduzione progressiva del volume del campione dovuto a perdita di acqua, sali e soluti in
Ease al ”cut-oﬁ” scelto. Attualmente in commercio & possibile reperire due tipi di membrane:
cellulosa rigenerata e polisulfone.
Si consiglia 'uso di membrane con taglio molecolare pari a100.000 dalton.
Per migliorare il rendimento (recupero) della membrana o cartuccia & preferibile pretrattare con
estratto di carne al 3% pH 7,0+0,2 (2.2) prevenendo cosi |'adsorbimento aspecifico dei fagi.
La procedura andlitica & di seguito descritta:

- montare |ultrafiltro secondo le istruzioni della casa produttrice;

- pretrattare il sistema con estratto di carne a pH 7,0+0,2 (2.2) facendolo ricir-
colare per 5 minuti;

- far circolare il campione alle seguenti condizioni operative: 10-12 psi in en-
trata;

- fermare 'apparecchio quando il recipiente del campione & quasi vuoto. In que-
sto caso il volume del campione & rappresentato dal solo volume di riempi-
mento dei tubi e di imbibizione dell’ultrafiltro. Svuotare il sistema completa-
mente e raccogliere il campione;

- lavare I'ultrafiltro con una soluzione di estratto di carne al 3% pH 9,5+0,2 (2.2)
utilizzando un volume pari a 3/4 dell'ultraconcentrato;

- riunire |'ultraconcentrato con la soluzione di lavaggio;

- neutralizzare il pH del campione-concentrato Fino?e con acido cloridrico (HCI).

Il campione pud essere ulteriormente concentrato, se necessario, utilizzando sistemi di ultra-
filtrazione in grado di trattare volumi minori.

A fine concentrazione:

- lavare l'ultrafiltro con 1-2 L di acqua distillata;
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- far circolare in continuo per almeno 15 minuti una soluzione di NaOH 0,1 N
(2.5);
- lavare I'ultrafiltro con 2-3 L di acqua distillata.

A questo punto I'ultrafiltro pus essere utilizzato per un nuovo campione o conservato per suc-
cessive analisi.

4.4 Mantenimento e conservazione degli ultrafiltri

Le membrane o cartucce per ultrafiltrazione a flusso tangenziale possono essere utilizzate a
lungo e per diversi campioni se adeguatamente rigenerate e conservate e come di seguito de-
scritto:

- lavare I'ultrafiltro con 1-2 L di acqua distillata;

- far circolare in continuo per almeno 15 minuti una soluzione di NaOH 0,1 N
(2.5);

- lavare I'ultrafiltro con 2-3 L di acqua distillata;

- far circolare in continuo una soluzione di formaldeide allo 0,1% (2.4);

- spegnere la pompa ed estrarre Iultrafiltro cercando di conservare quanta piv
formaldeide possibile all’interno dell’ultrafiliro stesso;

- mantenerlo a circa +4°C.

5. Rivelazione dei diversi tipi di batteriofagi

Tutti i campioni di provenienza ambientale contengono consorzi batterici propri che possono
in qualche modo interferire con la rivelazione dei batteriofagi; pertanto & necessario inatti-
vare o allontanare tale popolazione microbica prima di effettuare la messa in evidenza dei
fagi.

La decontaminazione pud essere effettuata con metodi diretti che prevedono o la filtrazione
su membrane di nitrato di cellulosa (porositd nominale 0,22 um) preventivamente trattate con
estratto di carne al 3% pH 7,2 (2.2) oppure trattando il campione con 1/3 del suo volume di
cloroformio, agitando energicamente per 10 minuti ed allontanando la fase organica per cen-
trifugazione. Quest'ultimo trattamento, pur distruggendo la maggior parte dei batteri, provo-
ca comungue un’inattivazione parziale dei fagi. | metodi indiretti, invece, possono essere at-
tuati ne||ac}ase di rivelazione dei fagi aggiungendo al mezzo di coltura un antibiotico in gra-
do di inattivare i batteri contaminanti ma non la crescita del batterio rivelatore che presenta
plasmidi di resistenza specifici.

Per quanto riguarda I'evidenziazione dei fagi i metodi possono essere sia qualitativi che
quantitativi.

I classico metodo utilizzato per stabilire la presenza dei fagi (metodo qualitativo) si basa su
una fase di arricchimento del fago e sua successiva messa in evidenza. Ad un volume noto di
campione da analizzare si aggiunge un eguale volume di terreno di coltura idoneo nel qua-
le & stato fatto precedentemente crescere i?bah‘erio indicatore. Dopo incubazione, al fine di
favorire la moltiplicazione dei fagi presenti, una piccola quantita della coltura viene decon-
taminata e sottoposta al test di rivelazione.

La ricerca quantitativa delle particelle fagiche in un campione ambientale pud essere effet-
tuata con due diversi metodi: il metodo delle placche di lisi e il metodo dell’ MPN (“Most Pro-
bable Number”).

La tecnica delle placche di lisi & quella piv usata in laboratorio e deriva dal metodo del dop-
pio strato di agar.

Si mescola un adeguato volume del campione da analizzare con dell’agar molle, mantenuto
nella fase liquida; si aggiunge la sospensione batterica indicatrice e, dopo leggera agitazio-
ne, il “mix” viene versato su uno strato di ferreno agarizzato precedentemente fatto solidifi-
care in capsule Peri.

Dopo l'incubazione si osservano e si enumerano le placche di lisi: ognuna di esse corrispon-
de ad una particella di fago infettivo (Unita Formanti Placca-UFP).
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6. Colifagi somatici

Il batterio indicatore raccomandato & E. coli C ATCC 13706; & possibile utilizzare un ceppo
derivato da esso purché resistente all’acido nalidixico. L'antibiotico viene aggiunto al terreno
alla concentrazione finale di 100 mg/mL, partendo da uno “stock” precedentemente prepa-
rato e sterilizzato per filtrazione (2.14.1).

Al terreno di coltura pud essere aggiunto agar-agar nella proporzione variabile secondo I'u-
so: agar del primo strato 1,5% (2.9) e agar secondo strato (o molle) 0,5% (2.10).

6.1 Procedura dell’andlisi qualitativa
In un adeguato recipiente sterile mescolare:

- un volume di campione (a);
- un egual volume di terreno liquido doppio concentrato (b) (2.7);

- un volume pari al 12% di a+b della coltura del batterio rivelatore in fase espo-
nenziale di crescita (D.0.=0,3 a 620 nm).

Incubare a 36+1°C per 16-18 ore. Prelevare una aliquota (circa 1 mL) della coltura ottenuta
e decontaminarla con cloroformio. Mescolare 3 mL di agar molle (terreno di crescita con I'ag-
giunta di 0,5% di agar) (2.10) mantenuto a circa 45°C con 0,2 mL di una brodocoltura del
batterio rivelatore in fase esponenziale di crescita. Versare in una capsula di Petri contenen-
te un primo strato agarizzato del ferreno di crescita (1,5% di agar) (2.9). Dopo solidificazio-
ne deporre una goccia della coltura decontaminata sulla superfice dell’agar. Lasciare asciu-
gare e incubare a 3621°C per almeno 8 ore. In caso di presenza di fago si osservera un’a-
rea di lisi intorno alla goccia depositata.

6.2 Espressione dei risultati

Il risultato & espresso come presenza/assenza in un determinato volume di campione analiz-
zato.

6.3 Procedura dell’analisi quantitativa
In un tubo sterile mescolare:
- 2,5 mL di agar molle (0,5% di agar) mantenuto a 45°C (2.10);
- 0,5 mL della coltura del batterio rivelatore in fase esponenziale di crescita
(D.0.=0,3 a 620 nm);
- 100 mL del campione da analizzare precedentemente decontaminato per fil-
trazione.
Mescolare e versare su un primo strato di terreno di crescita fatto solidificare in una capsula
Petri (1,5% agar) (2.9). Dopo solidificazione incubare a 36+1°C. Le placche sono gid visibi-
li dopo 6-8 ore di permanenza a 36+1°C.
6.4  Espressione dei risultati
Contare le placche di lisi dopo 18-20 ore di incubazione. E5|orimere il risultato in UFP (Unita
Formanti Placca) in un determinato volume di campione analizzato.

7. Colifagi f- specifici (f-plus)

Il batterio rivelatore, raccomandato per ciuesto determinazione, deriva da E. coli K 12 (Hfr)
che presenta i plasmidi di resistenza per la streptomicina e I'ampicillina.
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Il terreno di crescita consigliato & identico a quello descritto per i colifagi somatici. E neces-
sario aggiungere all’agar molle (2.10) i due antibiotici prima detti alla concentrazione di
0,015 g/L per entrambi (2.14.2-2.14.3).

Le fasi operative (analisi qualitativa e quantitativa) sono uguali a quelle descritte per i colifa-
gi somatici (6.1-6.4)

8. B40-8, Fago del Bacteroides fragilis

Il batterio rivelatore consigliato & il Bacteroides fragilis HSP 40.

Per evitare le contaminazioni & consigliabile aggiungere al terreno 100 mg per mL di solfato
di Kanamicina (2.14.5) e 7,5 mg per mL di Vancomicina (2.14.4). Il batterio raccomandato
& resistente ad entrambi gli antibiotici.

E necessario lavorare in condizioni di assoluta anaerobiosi date le caratteristiche anaerobi-
che del batterio. Per I'isolamento del fago su terreno agarizzato si utilizzano per I'incubazio-
ne delle giare per anaerobiosi; per le colture in terreno liquido invece si possono utilizzare
provette con tappo a vite completamente riempite di terreno liquido.

8.1  Procedura dell’andlisi qualitativa
In un recipiente sterile mescolare:

- un volume di campione da andlizzare (a);

- un egual volume di terreno liquido doppio concentrato (b) (2.15);

- un volume pari al 12% a+b della coltura del batterio rivelatore in fase espo-
nenziale di crescita (D.0.=0,3 a 620 nm). Incubare a 36+1°C in condizioni di
anaerobiosi per 18 ore circa.

Dopo l'incubazione una piccola quantita della coltura, preventivamente decontaminata con
cloroformio, viene sottoposta al “test” di conferma come di seguito descritto.

In una capsula Petri, contenente un primo strato di terreno agarizzato (terreno di crescita
all'1,5% cIi)ogor) (2.21), versare 3 mL di agar molle (terreno di crescita allo 0,5% di agar)
(2.22) mantenuto a 45°C mescolato con 0,2 mL di una brodocoltura in fase esponenziale di
crescita del batterio rivelatore. Lasciare solidificare e deporre una goccia della coltura in esa-
me, precedentemente decontaminata, sulla superficie dell’agar; incubare per almeno 8 ore a
36+1°C in condizioni di anaerobiosi. In presenza di fago si osservera un’area di lisi intorno
alla goccia depositata.

8.2  Espressione dei risultati

Esprimere il risultato come presenza/assenza di batteriofagi in un deferminato volume di
campione.

8.3  Procedura dell’'andlisi quantitativa

La procedura & uguale a quella gia descritta per i colifagi e gli F-specifici (F-plus) (6.3) ec-
cetto che per I'incubazione che & effettuata in giare per anaerobiosi.

8.4  Espressione dei risultati

Contare le placche di lisi dopo 18-20 ore di incubazione. E5|orimere il risultato in UFP (Unita
Formanti Placca) in un determinato volume di campione analizzato.
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7120. Enterovirus

1. Introduzione
1.1 Generalita

Il termine enterovirus, che comprende Poliovirus, Echovirus, Coxsackievirus e il virus dell’epa-
tite A, non deve essere confuso con il termine virus enterici che, diversamente, comprende la
totalita dei virus reperibili nell'ambiente. | virus enterici sono eliminati dall'vomo per via fe-
cale e possono, mediante acque ed alimenti contaminati, infettare soggetti recettivi. | virus en-
terici, appartengono a 6-8 famiglie differenti mentre nel complesso sono oltre 100 i sierotipi
responsabili di malattia nell'uvomo; sono tutti parassiti endocellulari ovvero necessitano di una
linea cellulare su cui moltiplicarsi. Dal punto di vista analitico al momento non esiste una li-
nea cellulare in grado di favorire la moltiplicazione di tutti i virus enterici e mentre alcuni so-
no capaci di moltiplicarsi su diverse linee cellulari (Poliovirus, Echovirus, Coxsackievirus), al-
tri si moltiplicano con notevole difficolta (virus dell’epatite A, Rotavirus). Esiste un terzo grup-
o di virus che non & in grado di moltiplicarsi sulle linee cellulari attualmente in uso nei la-
Eorotori (Astrovirus, virus dell’epatite E, Adenovirus 40-41).
L'analisi virologica pone una serie di problemi, diversi rispetto a quelli che si incontrano per
I'analisi batteriologica, che si identificano in: a) volumi da analizzare, b) procedure da odpot-
tare per la concentrazione dei campioni, c) isolamento su sistemi cellulari ed identificazione
dei virus isolati.
| volumi che vengono utilizzati nell’analisi virologica delle acque sono nettamente superiori a
quelli utilizzati nell’analisi batteriologica: pochi litri per le acque reflue, decine-centinaia di li-
tri per le acque superficiali, sino a mille ecrohre litri per le acque potabili. E evidente che cam-
pioni di tali dimensioni non possono essere trasportati in laboratorio ma necessariamente si
deve procedere ad una concentrazione su campo (concentrazione primaria) e successiva elui-
zione della membrana e/o cartuccia in laboratorio (concentrazione secondaria). Le stesse
metodiche da adottare (filirazione su membrane piane a carica superficiale elettropositiva o
eleftronegativa, ultrafiltrazione, ecc.) dipendono strettamente, oltre che dal tipo di acque da
analizzare, anche dalle personali esperienze. Lisolamento su sistemi cellulari, per quei virus
di cui & nota una linea cellulare suscettibile, presenta problemi legati alla necessita di diluire
il campione al fine di ridurre la tossicitd, alla necessitd di usare piv linee cellulari a seconda
dei virus che si intendono ricercare, ecc. In ultimo, merita particolare attenzione il problema
legato all'isolamento ed identificazione dei virus eventualmente presenti. Le metodiche classi-
che di sieroneutralizzazione con antisieri specifici, “test” immunoenzimatici per la ricerca di
antigeni virali (“enzyme-linked immunosorbent assay”, ELISA) o “test” di immunofluorescen-
za sia diretta che indiretta sono stati in parte superati dai piv rapidi e moderni fest di biolo-
gia molecolare, quali il “test” di ibridazione mo||2co|are e il “test” di reazione a catena della
polimerasi (“Polymerase Chain Reaction”, PCR).
Al momento lo svolgimento dell’analisi virologica delle acque & richiesto per il controllo delle
acque di balneazione (assenza di enterovirus in 10 litri), jegli escavi di E)ndoli marini desti-
nati al ripascimento di litorali e delle acque potabili tra i parametri occasionali C4 del DPR

236/88.
1.2 Obiettivo

| metodi di seguito descritti consentono di valutare la presenza di enterovirus in un volume no-
to di acqua.
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1.3 Principio del metodo

Le procedure descritte permettono di determinare la presenza di virus enterici in un volume
noto di acqua con tecniche quantitative (Unitd Formanti Placche per volume o UFP/volume) e
qualitative (presenza/assenza) tramite fasi di concentrazione, eluizione e identificazione.

1.4  Campo di applicazione

La procedura andlitica viene utilizzata per acque superficiali sorgive, di fiume, di lago e per
acque reflue anche sottoposte a trattamento.

2. Reattivi e terreni di coltura

2.1 Sodio tiosolfato

Composizione:
Na,S,0;-5H,0 0,5 9
Acqua distillata 100 mL

Sciogliere con barretta magnetica e sterilizzare per filtrazione. La soluzione di sodio tiosolfa-
to va aggiunto alla concentrazione finale di 50 mg/L.

2.2 Estratto di carne al 3% pH 7,2 (2.2a) e pH 9,5 (2.2b)

Composizione:
Estratto di carne g g
Acqua distillata 100 mL

Agitare vigorosamente con barretta magnetica. Portare il pH al valore desiderato con ag-
giunta di idrossido di sodio o acido cloridrico, sterilizzare in autoclave (121+3°C per 1541
minuti).

La Eo|uzione se conservata sterilmente pud essere mantenuta per diversi mesi a temperatura
ambiente.

2.3  Soluzione di idrossido di sodio (NaOH) 0, 1M

Composizione:
NGOH 014 9
Acqua distillata 100 mlL

Sciogliere I'idrossido di sodio in acqua su agitatore magnetico.

2.4  Soluzione di acido cloridrico (HCl) 0,1 M

Composizione:
Formaldeide 13,5 mL
Acqua distillata 500 mL

Miscelare I'acido cloridrico con acqua.
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2.5  Soluzione di Formaldeide allo 0,1%

Composizione:
Formaldeide 13,5 mL
Acqua distillata 500 mL

Preparare al momento dell'uso con le dovute precauzioni e sotto cappa chimica e scartare
dopo I'utilizzo.

2.6 Soluzione salina fosfatata con o senza Calcio e Magnesio (PBS)

In commercio esistono polveri premiscelate, con o senza calcio e magnesio, a basso costo.
Sciogliere la polvere in acqua ultrapura secondo quanto riportato 30”0 casa produttrice e
portare il pH a 7,2 +0,2 con NaOH 0,1 M o HCl 0,1 M. Sterilizzare in autoclave per 15+1
minuti a 121£3°C. Prima dell’'uso diluire 1:10 con acqua distillata sterile.

2.7  Soluzione fosfato di sodio bibasico anidro (Na,HPO,) allo 0,15 M pH 7,2

Composizione:
Fosfato di sodio bibasico anidro 2,4 g
Acqua ultrapura 100 mL

Sciogliere la soluzione utilizzando una barretta magnetica e sterilizzare in autoclave
(121£3°C per 151 minuti). La soluzione, se conservata sterilmente in condizioni ottimali,
pud essere mantenuta per diversi mesi a temperatura ambiente.

2.8  Soluzione di polietilenglicol 6000 (PEG) al 50% (p/v)

Composizione:
Soluzione salina fosfatata
senza calcio e magnesio (2.6) 90 mL
Cloruro di sodio (NaCl) 12 g
PEG 6000 80 g

Portare a 160 mL di volume totale con PBS senza calcio e magnesio.

Aggiungere un magnete alla soluzione di PEG al 50%. Sterilizzare in autoclave (15+1 minu-
ti a 121£3°C). Una volta prelevata la soluzione dall’autoclave, mettere ad agitare per diver-
se ore (od anche per tutta la notte) finché la soluzione non diviene limpida. La soluzione, se
conservata sterilmente in condizioni oftimali, pud essere mantenuta per diversi mesi a tempe-
ratura ambiente.

2.9  Agaralll,8%

Composizione:
Agar per colture cellulari 1,8 g
Acqua ultrapura 100 mL

Sterilizzare in autoclave (121+3°C per 15+1 minuti). Pud essere conservato a circa +4°C per
non oltre 6 mesi in condizioni ottimali. Se I'agar & troppo vecchio si pud notare una certa dif-
ficoltar a solidificare.
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2.10  Soluzione di Rosso neutro all’1%

Composizione:

Rosso neutro 1 g
Cloruro di sodio 8,5 g
Acqua ultrapura 100 ml

Sciogliere la soluzione utilizzando una barretta magnetica e sterilizzare in autoclave
(121£3°C per 15+1 minuti). Distribuire sterilmente in aliquote. Pud essere conservato a tem-
peratura ambiente per non pit di 6 mesi. Non agitare mai prima dell’uso al fine di evitare la
risospensione di eventuali cristalli di colore che potrebbero interferire con la leftura.

2.11 “Pool” di antibiotici

Composizione:

Kanamicina 0,5 g
Streptomicina 6 g
Penicillina 5 milioni di Unita
Micostatin 160.000 di Unita
Acqua ultrapura 50 ml

La composizione che viene indicata & una miscela ricca che pus essere variata secondo le ne-
cessita, ad esempio aggiungendo antimicoplasmi in caso di presunta o accertata contamina-
zione delle linee cellulari.

Agitare la miscela con barretta magnetica per diverse ore e sterilizzare per filtrazione a pres-
sione positiva. Distribuire la miscela in aliquote di 3-5 mL, congelare a circa -20°C ed utiliz-
zare non oltre i é mesi.

2.12  Terreni per colture cellulari

| terreni per colture cellulari variano notevolmente per qualits, composizione di base ed ag-
giunta di fattori nutritivi per determinate linee celluﬁ)ori, ad esempio amminoacidi non essen-
ziali. Si rimanda pertanto agli appositi manuali. Lallestimento, la preparazione ed il mante-
nimento delle linee cellulari & un processo complesso che richiede un necessario periodo di
addestramento in laboratori specializzati.

3. Strumentazione e vetreria di base

Oltre alla normale attrezzatura di base di laboratorio sono necessari:

apparecchi per la produzione di acqua ultrapura;

apparecchio per la produzione di acqua ultrapura per colture cellulari;
bagnomaria;

cappe a flusso laminare tipo “bichazard”;

centrifughe refrigerate a 6.000 rpm e 20.000 rpm;

congelatori —20°C e -80°C;

contenitori per azoto liquido;

microscopio rovesciato;

sistema di filtrazione per membrane piane di diverso diametro e relativa pom-
pa da vuoto;

sistema di ultrafiltrazione;

- termostati.
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4, Procedura di campionamento

Nel caso di volumi limitati (pochi litri), il campione pué essere raccolto in taniche sterili, tra-
sportato in laboratorio nel piv breve tempo possibile e in condizioni refrigerate. Il campione
cfave essere concentrato al suo arrivo in laboratorio o conservato a circa +4°C sino al mo-
mento dell’esame (massimo 24 ore). Nel caso di volumi troppo grandi, non adatti al traspor-
to in laboratorio, si pud provvedere ad una concentrazione preliminare direftamente su cam-
po e trasportare in laboratorio, in condizioni refrigerate, la membrana o cartuccia utilizzata.
La presenza di cloro nelle acque non costituisce un problema nell’analisi virologica per la
maggiore resistenza dei virus all'inattivazione sia nei confronti dei disinfettanti naturali sia ar-
tificiali. In considerazione dei volumi, spesso elevati, da analizzare, & necessario, eventual-
mente, per neutralizzare il cloro, utilizzare sistemi ad iniezione estremamente complessi e co-
stosi. Nei casi in cui i volumi siano maneggiabili, e dove la presenza di cloro & accertata o
sospetta, si pud aggiungere sodio tiosolfato alla concentrazione di 50 mg/L di campione
(2.1).

Nel caso di acque reflue o troppo torbide che potrebbero causare I'immediato intasamento
o|¢|a||e membrane o cartucce & bene prefiltrare il campione attraverso alcuni strati di garza ste-
rile.

5. Procedura di filtrazione del campione

In letteratura sono riportate numerose metodiche di concentrazione-eluizione del campione.
Alcune sono state abbandonate nel corso degli anni perché troppo laboriose e di scarso re-
cupero.

Nel complesso i metodi pit comunemente usati sono:

- filtrazione su membrane piane o cartuccia a carica superficiale elettronegativa
od elettropositiva;

- ultrafiltrazione con membrane o cartucce a porositd nota. In commercio esisto-
no diversi tipi e modelli con porositd nominale da 1.000 a 1.000.000 daltons.

| metodi riportati di seguito sono frutto delle informazioni presenti in lefteratura e sperimen-
tati sia su campo sia in laboratorio. | metodi possono essere modificati ed adattati oﬁe speci-
fiche esigenze, ma nel caso devono essere adeguatamente valutati in prove sperimentali di
laboratorio utilizzando virus a titolo noto. Lo stesso eluente utilizzato per favorire il distacco
del virus dal supporto solido pud essere variato secondo le proprie necessita (ad esempio,
eluenti con pH troppo elevato possono inattivare i virus eventualmente presenti; soluzioni pro-
teiche sono preferibili in caso di precipitazione acida o con PEG 6000).

6. Procedura di concentrazione primaria

Per questa fase possono essere utilizzati diversi sistemi ma le membrane elettronegative, cosi
come le cartucce, che prevedono aggiunta di sali e acidificazione del campione mediante si-
stemi ad iniezione, non sono facilmente applicabili su campo. Tali membrane prevedevano
I'acidificazione del campione a pH 3,5+4,0 e I'aggiunta di cloruro di alluminio o cloruro di
magnesio a differenti concentrazioni, determincmgo recuperi estremamente variabili a causa
della obbligata manipolazione del campione stesso. Recentemente sono state prodotte mem-
brane piane e cartucce a carica superficiale elettropositiva che operano in un campo di pH
estremamente ampio, non necessitano di preacidificazione ed aggiunta di sali, e possono es-
sere collegate ad una pompa per la filtrazione del campione direttamente su campo.
Montare la cartuccia /o membrana a carica superficiale elettropositiva nell’apposito sup-
porto e collegare direttamente il contenitore al rubinetto di prelievo o alla pompa.

Regolare il flusso d’acqua in uscita, in base alle indicazioni della casa produttrice le mem-
brane e/o cartucce, applicando un regolatore del flusso idrico in entrata. In uscita & consi-
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gliabile applicare un contalitri. Dopo il prelievo, mettere la cartuccia e/o membrana in una
busta di plastica ed etichettarla indicando luogo, data del prelievo e il volume filtrato. Porre
la cartuccia in una borsa termica o in frigorifero portatile sino al ritorno in laboratorio.

In laboratorio & preferibile eluire la cartuccia e/o membrana immediatamente o comunque
entro le 24 h conservandola a circa +4°C.

6.1 Fase in laboratorio

Al fine di ridurre il volume da seminare su colture cellulari, che deve essere estremamente ri-
dotto, & necessario procedere ad una seconda fase di concentrazione che puo differenziarsi
secondo i virus che si intendono ricercare o dell’eluente utilizzato per eluire la cartuccia e/o
membrana.

6.2 Eluizione del virus adsorbito alla cartuccia e/o membrana

Per eluire correttamente una cartuccia da 10 pollici sono necessari 1,2-1,5 L di eluente (2.2b)
in ricircolo continuo con l"ausilio di una pompa da laboratorio.

In breve: collegare I'uscita della pompa all’entrata del contenitore per cartucce. Il tubo di en-
trata della pompa deve pescare nella beuta contenente I'eluente. A sua volta 'uscita del con-
tenitore deve ritornare, mediante un tubo flessibile, alla beuta.

Far fluire I'eluente per almeno 15 minuti e alla fine raccoglierlo svuotando completamente la
cartuccia.

Nel caso di membrane piane da 142 mm utilizzare 90 mL di eluente facendolo passare len-
tamente goccia a goccia.

Neutralizzare I'eluato con acido cloridrico (HCI) (2.4) prestando attenzione che il pH sia in-
torno a 7,0+0,2. L'acidificazione eccessiva dell’eluato, specie nel caso contenga estratto di
carne, determinerebbe una precipitazione delle proteine ed un’inattivazione dei virus even-
tualmente presenti.

7. Procedura di concentrazione secondaria

La stessa metodica descritta nella prima fase di concentrazione (cartuccia o membrana elet-
tropositiva) pud essere anche utilizzata nella seconda fase, utilizzando membrane o cartucce
di superficie inferiore. Altri sistemi prevedono una precipitazione degli enterovirus eventual-
mente presenti: la flocculazione organica (nel caso di soluzioni di natura proteica), I'ultra-
centrifugazione, o la precipitazione con diversi agenti chimici quali il solfato di alluminio, il
cloruro di alluminio o di ferro, I'idrossido di magnesio e il Po|ietﬂeng|ico| 6000. Verranno de-
scritte le tre metodiche piv comunemente utilizzate: I'ultrafiltrazione, la flocculazione organi-
ca e la precipitazione con Polietilenglicol 6000.

7.1 Ultrafiltrazione a flusso tangenziale

L'ultrafiltrazione & un processo di separazione delle particelle in funzione del solo peso mole-
colare. Esistono diverse membrane con tagli molecolari (“nominal molecular weight limit”) da
1.000 dalton sino a 1.000.000 di dalton. La funzione delle membrane & quella di porre una
barriera tra le sostanze che riescono ad attraversare le membrane e le altre, a peso moleco-
lare piv elevato rispetto al taglio molecolare (“cut-off”), che sono trattenute, ad esempio i vi-
rus. Nel caso specifico gli enterovirus vengono concentrati non per adsorbimento su mem-
brane ma per riduzione progressiva del voﬁjme del campione dovuto a perdita di acqua, sa-
li e soluti in base al “cut-off” scelto. Le membrane attualmente in commercio sono di jue tipi:
cellulosa rigenerata e polisulfone, e possono essere a cartuccia (membrana avvolta a spirale)
o a membrana piana.

Si consiglia I'uso di membrane con taglio molecolare pari a 100.000 dalton. Nel caso di ac-
que torbide & assolutamente indispensabile prefiltrare il campione attraverso diversi strati di
garza sterile al fine di eliminare irporticohto piv grossolano, o utilizzando appositi prefiltri
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a basso adsorbimento proteico. L'ultrafiltrazione pud essere utilizzata sia come metodo di
concentrazione primaria che secondaria.

7.1.1  Preparazione del campione

Il campione non necessita di pretrattamenti sebbene, per migliorare il rendimento della mem-
brana e/o cartuccia (recupero), & c!oreferiloﬂe pretrattarla con estratto di carne al 3%, pH
7,2+0,2 (2.2a) prevenendo cosi |'adsorbimento aspecifico dei virus.

7.1.2 Concentrazione

- montare la membrana e/o cartuccia secondo le istruzioni della casa produttrice;

- lavare la membrana e/o cartuccia con 5-10 L di acqua distillata al fine di al-
lontanare il liquido conservante, in genere formaldeide allo 0,1% (2.5);

- pretrattare il sistema con estratto di carne a pH 7,2+0,2 (2.2a) facendolo ri-
circolare per 5 minuti;

- far circolare il campione alle seguenti condizioni operative: 10-12 psi in en-
trata; rapporto ritenuto/filtrato (ultraconcentrato/scarto) 1:5+7;

- fermare |'apparecchio quando il recipiente del campione & quasi vuoto. In que-
sto caso il volume del campione & rappresentato dal solo volume di riempi-
mento dei tubi e di imbibizione della membrana e/o cartuccia. Svuotare il si-
stema completamente e raccogliere il campione;

- lavare la membrana e/o cartuccia con una soluzione di estratto di carne al 3%
pH 9,5+0,2 (2.2b), utilizzando un volume pari a 3/4 dell’ultraconcentrato;

- Riunire I'ultraconcentrato con la soluzione di lavaggio;

- neutralizzare il pH del campione-concentrato finale;

Il campione pud essere ulteriormente concentrato se necessario, utilizzando sistemi di ultrafil-
trazione in grado di trattare volumi minori di acqua, oppure mediante flocculazione organi-
ca o mediante precipitazione con Polietilenglicol 6000.

A fine campionamento:

- lavare la membrana con 1-2 L di acqua distillata;

- far circolare in continuo per almeno 15 minuti una soluzione di NaOH allo 0,1
M (2.3);

- lavare la membrana con 2-3 L di acqua distillata.

A questo punto la membrana pud essere utilizzata per un nuovo campione o conservata per
successive analisi, facendo circolare in continuo una soluzione di formaldeide allo 0,1% (2.5)
per almeno 5-10 minuti.

Spegnere la pompa ed estrarre la membrana cercando di conservare quanta piv formaldei-
de possibile all'interno della membrana, al fine di evitare I'essiccamento della stessa. Riporre
in idoneo contenitore aggiungendo formaldeide come liquido conservante.

7.2 Flocculazione organica

Questa tecnica si basa sulle capacita delle proteine di precipitare a pH acidi e comunque in-
feriori al loro punto isoelettrico. | virus presenti nel campione sono imprigionati nei flocculati
e raccolti per semplice centrifugazione.

Questa metodica & applicabile solo a soluzioni proteiche o comunque rese tali per semplice
aggiunta di estratto di carne. La flocculazione organica va attentamente controﬁato per im-
pedire una caduta eccessiva del pH che potrebbe inattivare i virus presenti (esempio Rotavi-
rus). Esistono in commercio estratti di carne purificati che migliorano il rendimento della floc-
culazione organica.
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7.2.1 Concentrazione

La soluzione proteica & portata lentamente a pH 3,5+0,2 e mantenuta costantemente in agi-
tazione lenta per 30 minuti. Il flocculato & recuperato per semplice centrifugazione a 3500 g
per 30 minuti a circa +4°C. Il “pellet” & risospeso in una soluzione sterile di Na,HPO,0,15 M
pH 7,2 (2.7). Dopo dissoluzione del “pellet”, il pH & riportato a 7,2+0,2 con I'aggiunta di
idrossido di sodio (2.3).

7.3 Precipitazione con Polietilenglicol 6000 (PEG)

Il PEG & un polimero sintetico solubile in ccguc ed atossico su colture cellulari. Il PEG deter-
mina una polimerizzazione delle molecole di acqua intorno dlle proteine, e cLuindi ai virus,
causandone una precipitazione. Pud essere utilizzato sia con soluzioni proteiche che saline.

7.3.1 Concentrazione

Il campione, addizionato con PEG (2.8) in rapporto di 1:4 (v/v) (concentrazione finale 10%),
é posto a circa +4°C, in agitazione lenta per una notte.

Il precipitato, spesso invisibile, raccolto per centrifugazione a 10.000 g per 45 minuti a cir-
ca +4°C, & risospeso nel minor volume possibile (2-3 mL) di fosfato disocﬁco (2.7) sterile, pH
7,2+0,2.

| tempi di centrifugazione sono proporzionali ai volumi da centrifugare, in genere per volumi
da 50 a 100 mL sono necessari 45-60 minuti. Per volumi superiori (200-250 ml) si puo ar-
rivare anche alle 2 h di centrifugazione.

La precipitazione con PEG, che richiede Iutilizzo di una centrifuga ad alta velocitd, & un pro-
cesso meno drastico rispetto alla flocculazione organica.

8. Isolamento ed identificazione di enterovirus

| virus umani sono parassiti strettamente endocellulari. Necessitano quindi di cellule in cui
moltiplicarsi. Alcuni virus, come i Poliovirus, possono moltiplicarsi su diverse linee cellulari,
mentre altri virus presentano una specificita cellulare piv stretta. Un terzo gruppo di enterovi-
rus comprende virus che non sono in grado di moltiplicarsi in alcuna delle linee cellulari at-
tualmente utilizzate. Essi sono evidenziabili con sistemi diversi. Alcuni virus, capaci di molti-
plicarsi su sistemi cellulari, sono in grado di indurre un tipico effetto citopatico (Poliovirus,
Echovirus, Coxsackievirus), altri (Epatite A, Rotavirus) possono moltiplicarsi senza indurre al-
cuna dlterazione evidente. In quest'ultimo caso la loro presenza pud essere svelata solo con
tecniche immunologiche (immunofluorescenza diretta o indiretta, “test” immunoenzimatici,
“test” radioimmuno?ogici) o di biologia molecolare (ibridazione, reazione a catena della po-
limerasi). Molti di questi “test” sono gid commercializzati ma, in alcuni casi, richiedono una
certa esperienza da parte dell’operatore. Tutti i test immunologici si basano sull’utilizzo di un
anticorpo marcato con radioattivo, fluoresceina o con un enzima. Altri “test” immunoenzi-
matici, come ad esempio, il test di immunomicroscopia elettronica, difficilmente possono es-
sere applicabili a||'omEiente in quanto la bassa sensibilita del “test” richiede un’elevata con-
centrazione virale, necessaria per una risposta positiva, difficilmente raggiungibile in cam-
pioni ambientali.

9. Colture cellulari

E buona norma, che tutti i laboratori di virologia ambientale, abbiano a disposizione piv di
una linea cellulare secondo il virus che si intende ricercare. Le linee cellulari sono classifica-
bili in tre gruppi: cellule di primo espianto, linee cellulari continue (le piv utilizzate) e cellule
diploidi. Le modalita di coltivazione, di subcoltivazione, di congelamento in azoto liquido per
il mantenimento a lungo termine delle linee cellulari & estremamente complesso. Pertanto, pri-
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ma di adottare tecniche di coltivazione e mantenimento di cellule per I'isolamento di virus da
campioni ambientali, & consigliabile svolgere un periodo di addestramento in laboratori spe-
cializzati.

Le cellule vengono fatte crescere su supporti solidi (fiasche) in plastica speciale per colture cel-
lulari di dimensioni variabili da 12,5 cm? sino a 175 cm?, o in “roller” (fiasche tonde in rota-
zione continua) da 500 cm?. Le cellule possono essere anche coltivate in tubi, in piastre da 2
a 96 pozzetti od in capsule di Petri in genere da 45 a 90 mm di diametro.

| monostrati cellulari ad intervalli regolari e variabili, secondo le diverse linee cellulari, devo-
no essere separati nelle loro singole cellule da utilizzare per la preparazione di altri mono-
strati cellulari.

| campioni comunque concentrati presentano una notevole quantita di batteri che debbono es-
sere eliminati prima dell’inoculo su cellule. Inoculare 0,5 mL di campione per fiasche da 25 cm?
ed aggiungere uguale volume di terreno di mantenimento (diluizione finale1:2). La quantita di
campione che pud essere inoculato su monostrati cellulari dipende streftamente dalla tossicita
del campione ed in alcuni casi & consigliabile ricorrere a diluizioni superiori (1:7-1:10).
L'isolamento su monostrato cellulare puo essere effettuato, dopo inocu\oo del campione sul mo-
nostrato cellulare e successivo odsorEimento del virus, aggiungendo terreno per colture cellu-
lari in soluzione liquida o addizionato ad agar.

9.1 Decontaminazione per filtrazione

Esistono in commercio filtri gia pre-assemblati ed a basso adsorbimento proteico. Il diametro
del filtro pud variare in base alla torbidita ed al volume del campione:

- Pretrattare il filtro, utilizzando una siringa sterile, da 0,22 pm e di 12 mm di dia-
metro con 4-5 mL di estratto di carne (2.2a) a pH 7,2 0,2 o con terreno per
colture cellulari (2.12) al fine di prevenire I'adsorbimento aspecifico dei virus.

- Filtrare il campione e roccog|ierfo in un contenitore sterile.

- Aggiungere antibiotici (2.11) in rapporto 1:50 ed incubare per 2 h a 36+1°C.

9.2 Decontaminazione con cloroformio

- Aggiungere al campione cloroformio a concentrazione finale pari al 30%.

- Agitare vigorosamente per 15-20 minuti.

- Centrifugare a 3500 rpm per 15 minuti a temperatura ambiente.

- Prelevare accuratamente e sterilmente la fase acquosa.

- Aggiungere alla fase acquosa un “pool” di antibiotici (2.11), in rapporto 1:50.
- Mettere il campione per 2 h a 36+1°C.

9.3 Inoculo su monostrati con terreno liquido

- Preparare monostrati cellulari in fiaschette da 25 cm? o superiori.

- Eliminare il terreno di crescita. Inoculare il campione precedentemente trattato.
Lasciare a contatto il campione (adsorbimento) per 1-2 h a 36+1°C in agita-
zione lenta ma continua utilizzando un agitatore basculante. Osservare al mi-
croscopio invertito |'eventuale effetto tossico del campione (distruzione del mo-
nostrato non imputabile a virus). In caso di elevata tossicitd, ripetere I'inoculo
del campione su nuovo monostrato cellulare a diluizione maggiore.

In caso di assenza di tossicitd, eliminare l'inoculo e lavare il monostrato cellulare con terreno
per colture cellulari (2.12) o soluzione salina sterile completa di calcio e magnesio (2.6).
Aggiungere 6-7 mL di terreno per colture cellulari (2.12) per fiasche da 25 cm? Incubare a
36+1°C ed osservare le cellule giornalmente al fine di evidenziare un effetto citopatico da virus.
Dopo una notte di incubazione si pud presentare un effetto tossico ritardato, seppur minimo.
E necessario affiancare alle andlisi in corso, almeno 2 fiaschette di cellule non infettate e trat-
tate allo stesso modo delle cellule infette (controllo).
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Le colture debbono essere osservate per almeno 2 settimane. Leffetto citopatico da virus de-
ve essere confermato con un secondo passaggio inoculando un’aliquota del lisato cellulare
del primo passaggio (previo congelamento e scongelamento per almeno tre volte) su un nuo-
vo monostrato cellulare.

9.4 Inoculo su monostrati mantenuti in terreni agarizzati

Questa tecnica pud essere applicata solo per la ricerca di virus che provocano placche di li-
si ben visibili.

9.4.1  Metodo delle placche in presenza di colorante vitale

Preparare monostrati cellulari su capsule di Petri da 100 mm di diametro. Trattare il campio-
ne ed inoculare come sopra descritto (9.3) incubando le capsule di Petri in atmosfera di 5%
di CO,. Eliminare l'inoculo e lavare il tappeto di cellule con soluzione salina sterile completa
di calcio e magnesio (2.6). Aggiungere 10 mL di terreno per colture cellulari doppio concen-
trato (2.12) oc?dizionato con agar (2.9) (50%-50%). Dopo solidificazione aggiungere un se-
condo strato di terreno per colture cellulari doppio concentrato agarizzato contenente rosso
neutro allo 0,1% (2.10).

Dopo solidificazione del secondo strato, incubare le piastre a 36+1°C in atmosfera di 5% di
CO,.

Il colorante vitale determina una colorazione rosso pallido del monostrato integro, mentre le
placche di lisi sono visibile come foci rotondi non colorati. La giusta concentrazione di rosso
neutro presente nel secondo strato deve essere determinata e valutata a seconda delle perso-
nali esigenze.

10.  Isolamento di virus che non provocano effetto citopatico: sistemi immunologici

Alcuni virus possono moltiplicarsi senza indurre un’alterazione visibile del tappeto cellulare
(Rotavirus), altri virus crescono con estrema difficolta e con tempi di incubazione lunghi an-
che diverse settimane (Epatite A). Questi virus possono essere messi in evidenza con tecniche
immunologiche di immunofluorescenza diretta o indiretta, “radio-immuno focus assay” (RIFA)
(richiede la marcatura radioattiva dell’anticorpo) e tecniche immunoenzimatiche (ELISA) do-
ve I'anticorpo specifico verso un determinato antigene & adeso alla fase solida (piastre per
“test” ELISA a 96 pozzetti).

Ogni “test” deve sempre comprendere controlli negativi (cellule non infettate) e controlli posi-
tivi (cellule infettate con ceppi virali noti di laboratorio).

11.  Tecniche di biologia molecolare

Possono essere applicate sia al campione concentrato (senza passaggio su monostrati cellu-
lari) sia dopo passaggio su cellule.

Negli anni piv recenti accanto ai tradizionali “test” si sono sviluppati metodi di analisi biolo-
gico-molecolare. Tali sistemi comprendono le sonde molecolari o “probes” sia a DNA sia a
RNA (“test” di ibridazione) e piu recentemente la reazione a catena della polimerasi (“Poly-
merase Chain Reaction”, PCR). Tali tecniche hanno ricevuto un notevole sviluppo, sebbene en-
trambe non siano in grado di discriminare tra particelle virali infettive e no.

Le sonde molecolari sono costituite da RNA o DNA complementare ad una sequenza specifi-
ca ed unica del genoma virale. Tali sonde, come nel caso degli anticorpi, sono marcate con
enzimi o con isotopi radioattivi. L'uso delle sonde molecolari per la ricerca degli enterovirus
ha avuto il merito di avere introdotto tecniche di biologia molecolare nel campo ambientale,
ma presenta un unico limite legato alla loro sensibilita che le rende applicabili solo ad acque
con alto titolo virale (limite di sensibilita: 10° particelle virali infettive).

Il “test” di reazione a catena della polimerasi (PCR) consiste in un’amplificazione selettiva di
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una porzione unica e specifica del genoma secondo una relazione del tipo 27, con n uguale
al numero di cicli di amplificazione. Alla fine del “test” la sequenza & stata copiata da ap-
positi enzimi fino ad un massimo di 10¢ copie. Lamplificato pud essere successivamente ri-
solto ed identificato sia su gel di agarosio, in quanto essendo nota la sequenza se ne cono-
sce anche dimensione e peso molecolare, sia mediante “test” di ibridazione molecolare su
supporto solido utilizzando apposite sonde marcate (“test” di ibridazione). Il limite di sensi-
bi|Fi)td del test & compreso tra 3-30 particelle virali infettive, sebbene, in teoria, anche una sin-
gola particella virale pus essere rivelata con il “test” di reazione a catena della polimerasi.
Sebbene tale “test” & oramai largamente accettato esistono, anche in questo caso, diversi pro-
blemi legati soprattutto alla presenza di inibitori aspecifici e non delle reazioni enzimatiche.
Diverse procecfl)Jre sono state adottate al fine di eliminare tali inibitori da campioni ambien-
tali; & bene comunque considerare che ogni tecnica deve essere sempre attentamente valuta-
ta in laboratorio ed adattata alle personali esigenze.
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7130. Oocisti di Cryptosporidium e cisti di Giardia

1. Introduzione
1.1 Generalita

Il protozoo coccide Cryptosporidium parvum ed il protozoo flagellato Giardia lamblia sono
agenti eziologici di forme acute di gastroenterite nell'vomo. Entrambe le infezioni sono tra-
smesse per via fecale-orale attraverso I'ingestione di oocisti di Cryptosporidium e di cisti di
Giardia. Infezioni da Cryptosporidium e da Giardia sono ampiamente segnalate con una
prevalenza nei paesi industrioﬁzzoti dell'1-3% per il primo e del 2-5% perﬁ secondo e, nei
paesi in via di sviluppo, del 5-10% per Cryptosporidium e del 20-30% per Giardia. | dati piv
recenti hanno dimostrato che le oocisti e le cisti possono essere ritrovate in acque superficia-
li e profonde, in acque potabili marine e reflue. L'acqua & stata pertanto riconosciuta tra i
principali veicoli di infezione. La scarsa specificita d’ospite favorisce la diffusione dei paras-
siti nell’ambiente, come anche I'elevato numero di cisti ed oocisti emesse dagli animali infetti
e la loro straordinaria resistenza alla disinfezione ed alle condizioni ambientali. Le acque su-
erficiali possono essere contaminate sia direttamente dall’apporto di feci emesse da anima-
ﬁ infetti, sia attraverso acque di dilavamento di suoli adibiti al pascolo di animali infetti, ac-
que di scarico e percolati. Nelle acque superficiali il valore di concentrazione di oocisti di
Cryptosporidium e di cisti di Giardia pué variare da 0 a 10%/L.
In considerazione della potenziale digfjusione nell'ambiente dei due parassiti e del ruolo che
essi possono assumere in relazione alla salute umana, si pone la necessita di definire metodi
idonei alla loro ricerca nelle acque anche in funzione della loro capacita di resistenza ai trat-
tamenti di disinfezione.

1.2 Obiettivo

| metodi consentono di valutare la concentrazione di oocisti di Cryptosporidium e di cisti di
Giardia in un volume noto di acqua.

2. Metodo 1

2.1 Principio del metodo

Volumi noti del campione da analizzare sono filtrati attraverso un filtro a capsula; si procede
quindi all’elvizione delle cisti ed oocisti dal filtro e alla concentrazione e purificazione dell’e-
luato tramite centrifugazione e flottazione. Infine, mediante immunofluorescenza diretta, si
procede alla determinazione e al conteggio al microscopio.

2.2 Campo di applicazione

La procedura andlitica viene utilizzata per acque superficiali, di fiume, di lago e per acque

reflue anche softoposte a trattamento. Non consente la determinazione dei parassiti a livello
di specie né permette di valutarne |'infettivita e la vitalita.
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2.3 Possibili interferenze

Valori elevati di torbidita possono diminuire I'efficienza di recupero del metodo (20-35% per
le oocisti di Cryptosporidium e 45-95% per le cisti di Giardia, prima della flottazione). Cam-
pioni particolarmente torbidi e con presenza di solidi sospesi possono intasare i pori del fil-
tro e rendere piv difficile la fase di filtrazione. Inoltre, durante la fase di identificazione al mi-
croscopio particelle di detriti eventualmente non eliminate durante i lavaggi possono nascon-
dere la presenza di cisti ed oocisti.

3. Reattivi

3.1  Soluzione tamponata di Formaldeide al 10%

Composizione:

Na,HPO, 0,76 g
NaH,PO, 0,02 g
Acqua distillata 800 mL

Sciogliere i composti adottando le dovute precauzioni ed operando sotto cappa chimica ag-
giungendo 100 mL di Formaldeide e portando ad 1L con acqua distillata.

3.2 Soluzione di PBS (Phosphatase Buffer Saline) 10x

Composizione:

NaCl 80 5
KH,PO, 2 :
Na,HPO, - 12H,0 29 .
KCl 2 g

Acqua distillata

Portare a volume finale di 1 L con acqua distillata. Aggiustare il pH a 7,2+0,2 con NaOH
0,1 M o HCl 0,1 M. Sterilizzare in autoclave per 15+1 minuti a 121£3°C.
La soluzione & anche disponibile in commercio pronta per I'uso.

3.3 Soluzione di Percoll-Saccarosio

Composizione:

Percoll (densits=1,13) 45 ml
Saccarosio 2,5 M 10 mL
Acqua distillata 45 mL

Mescolare i componenti e controllare che la densita sia tra 1,09-1,1 con un idrometro.
Nel corso della procedura mantenere i reattivi a circa +4°C.

3.4  Soluzione di Saccarosio 2,5 M

Composizione:
Saccarosio 855,8 g
Acqua distillata 400 mL

Preparare la soluzione sciogliendo il saccarosio in acqua distillata preriscaldata. Attendere
che la soluzione si raffreddi, quindi portare a volume finale di 1 L con acqua distillata.
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3.5  Tampone per eluizione

Composizione:
Laureth-12 1 g
Acqua distillata 100 mL

Preparare la soluzione sciogliendo il componente in acqua distillata in un beaker di vetro pi-
rex. Scaldare su una piastra o in un forno a microonde per consentire al Laureth-12 di scio-
gliersi. La soluzione viene quindi trasferita in un matraccio da 1 L, il beaker sciacquato nu-
merose volte con acqua distillata e i liquidi di risciacquo raccolti nel matraccio stesso. Ag-
giungere quindi i seguenti reattivi:

Tris TM, pH 7,4 10 mL
EDTA, 2Na 0,5 M, pH 8 2 mL
Antischiuma A 150 L

Portare ad 1 L con acqua distillata.

3.6 Tris I M, pH 7,4

Composizione:
Tris 121,1 g
Acqua distillata 700 mL

Preparare la soluzione sciogliendo il componente in acqua distillata. Portare a pH 7,40,2
con HCl o NaOH 1 M. Portare a 1 L con acqua distillata. Sterilizzare con un filtro a mem-
brana da 0,22 pim; conservare in un contenitore di plastica a temperatura ambiente.

3.7  EDTA, 2Na-2H,0, 0,5 M, pH 8,0

Composizione:
acido Etilendiaminotetracetico disodico, diidrato
(EDTA, 2Na-2H,0) 186,1 g
Acqua distillata

Sciogliere 'EDTA nell’acqua e portare a pH 820,2 con HCl o NaOH 0,1 M. Portare a 1 L con
acqua distillata.

3.8  Soluzione di lavaggio A

Composizione:
Sodio Dodecil Solfato (SDS) 1 g
Acqua distillata 300 mL

Preparare la soluzione sciogliendo I'SDS in acqua distillata.
Aggiungere poi i seguenti componenti:

PBS 10x 100 mL
Tween-80 1 mL
Antischiuma A 500 L

Portare a volume finale di 1 L con acqua distillata.
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3.9  Soluzione di lavaggio B

Composizione:
Tween 20 0,5 mL
PBS 10 x 100 mL

Preparare la soluzione portando a volume finale di 1 L con acqua distillata.
3.10  “Kit" per la determinazione di oocisti e di cisti mediante immunofluorescenza diretta
| kit presenti in commercio sono composti da:

- anticorpi monoclonali diretti contro le oocisti di Cryptosporidium e le cisti di
Giardia coniugati con Isotiocianato di Fluoresceina (FITC);

- controllo positivo;

- controllo negativo;

- tampone di ?avoggio;

- soluzione di montaggio (“Mounting Medium”).

4. Strumentazione e vetreria
Per lo svolgimento dell’analisi & necessario disporre di:

- agitatore con braccetti;

apparato di filtrazione per filtri @ membrana da 25 mm di diametro;

- camera umida;

- centrifuga refrigerata (intorno a +4°C) a rotore basculante per contenitori da
50-250 mL;

- contalitri;

contenitori da centrifuga da 250 mL con fondo conico o tipo bottiglia;

contenitori da centrifuga monouso da 50 e 15 mL con fondo conico;

filtro a capsula in polietersulfone, (1 pum di porositd, 6 cm di diametro, 12 cm

di lunghezza, 1300 cm’ di superficie);

incubatore settabile a 36+1 °C;

membrane di policarbonato, 1,2 pm, 25 mm di diametro;

microscopio ad epifluorescenza con filtri di eccitazione 450-490 nm, filtro bar-

riera 515-520, obiettivi 20, 40 e 100x ed oculare con micrometro lineare. E

necessario disporre del contrasto di fase e qualora possibile del contrasto ad

interferenza differenziale (DIC) per I'obiettivo 100x;

pipette da 1 mL, 10 mL e 25 mL;

pipettatrice automatica;

pompa peristaltica;

regolatore di flusso;

- tubi semirigidi di connessione con relativi raccordi e fascette;

- vetrini a pozzetto ( compresi nel “kit” per I'immunofluorescenza);

- “vortex”.
5. Procedura
5.1 Campionamento e filtrazione

Questo metodo consente di campionare volumi variabili d’acqua (10-700 L) in relazione al-
la sua torbidita, usando eventualmente piv cartucce per filtrare il volume appropriato.
La filtrazione deve avvenire con un flusso non superiore a 2 L/min.
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5.2 Elvizione della capsula

Per |'eluizione di una capsula si utilizzano 240 mL di tampone per eluizione (3.5).

Con un cilindro graduato aggiungere 120 mL di tampone per eﬁJizione attraverso |'estremita
di entrata della capsula. La capsula viene quindi posta neﬁ)o “shaker” in modo che la valvo-
la di sfiato posta sulla sua estremita di ingresso sia posizionata a ore 12. Si procede all’agi-
tazione per 5 minuti a 600 rpm. Leluato viene raccolto in un tubo da centrifuga.
Aggiungere gli altri 120 mL di tampone per eluizione nella capsula e procedere ad una se-
conda agitazione per 5 minuti a 600 rpm, posizionando il lato di ingresso della capsula in
modo tale che la valvola di sfiato sia ad ore 9. Aggiungere I'eluato ottenuto al precedlznte nel
tubo da centrifuga. Centrifugare a 1100 x g per 10 minuti e decelerare lentamente senza uso-
re il freno. Eliminare il supernatante con |'accortezza di non disturbare il “pellet”. Misurare il
volume del campione concentrato (1-10 mL).

La procedura pud essere interrotta in questa fase aggiungendo al campione un uguale volu-
me di soluzione tamponata di formaldeide al 10% (3.1).

Si pud procedere direttamente all’analisi del campione per immunofluorescenza o, nel caso
'eccessiva torbidita del campione non lo consentisse, chiarificare il campione per flottazione.

5.3 Chiarificazione per flottazione

A 19,5 mL di soluzione di lavaggio A (3.8) si aggiungono 0,5 mL di campione concentrato,
utilizzando una provetta da 50 mL. Miscelare eg iniettare, con una siringa prowvista di can-
nula, 30 mL di soluzione di Percoll-Saccarosio (3.3) al di sotto della sospensione, con I'ac-
cortezza di non arrecare danno all’interfaccia tra le due soluzioni. Centrifugare a 1050 x g
per 10 minuti a circa +4°C accelerando lentamente e senza usare il freno alla fine della cen-
trifugazione.

Prelevare il supernatante, |'interfaccia e circa 5 mL di Percoll-Saccarosio e raccoglierlo in una
provetta da 50 mL. Portare a 50 mL con la soluzione di lavaggio B (3.9) mesco?ore con vor-
Iex %centrifugore a 1050 x g per 15 minuti. Scartare il supernatante fino ad oftenere un “pel-
et” di 1-5 mL.

54 Determinazione mediante immunofluorescenza diretta

Si usano anticorpi monoclonali anti-cisti di Giardia e anti-oocisti di Cryptosporidium coniu-
gati con FITC (3.10) che si legano ad antigeni presenti sulle pareti.

Se |'andlisi viene effettuata su vetrino a pozzetto, si trasferiscono 10-30 pL di campione in un
pozzetto, 10 UL di controllo positivo in un altro pozzetto e 10 pL di controllo negativo in un
altro ancora; si lascia asciugare a temperatura ambiente o piv rapidamente in stufa a circa
36°C. Fissare ciascun campione secondo le modalita indicate dalla ditta produttrice del “kit”.
Mettere 20-50 L del reagente contenente anticorpi fluoresceinati su ciascun pozzetto ed in-
cubare il vetrino in camera umida, al buio, a temperatura ambiente per 30 minuti. Lavare de-
licatamente il vetrino con PBS 1x o con tampone di lavaggio e far asciugare all’aria. Porre
una goccia di soluzione di montaggio su ciascun pozzetto e farvi aderire un vetrino copriog-
getto, facendo attenzione a non formare bolle.

Se |'immunofluorescenza viene condotta su filtro, porre la membrana (porosita 1,2 pm, in po-
licarbonato, di diametro 25 mm), sul supporto di filtrazione, bagnarla con PBS 1x e filtrare 1
mL di campione. Aggiungere una goccia del reagente contenente anticorpi fluoresceinati. In-
cubare per 30 minuti a temperatura ambiente al buio. Filtrare, quindi lavare per tre volte la
membrana aggiungendo 3 mL di PBS 1 x o di tampone di lavaggio e filtrando di volta in vol-
ta. Eliminare ogni traccia di liquido mediante filtrazione. Porre una goccia di liquido di mon-
taggio su un vetrino, farvi aderire la membrana, e montare su questa il vetrino coprioggetto
con il liquido di montaggio.

5.5 Esame microscopico

Osservare I'intera superficie di ogni pozzetto a 200 o 400 ingrandimenti con il microscopio
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ad epifluorescenza ed individuare le strutture fluorescenti verde mela con forma e dimensio-
ni caratteristiche delle cisti di Giardia (lunghezza 8-12 pm e larghezza 7-10 pm) e oocisti di
Cryptosporidium (3,5-6,5 im). Segnare le coordinate del vetrino dove sono state rinvenute le
cisti e le oocisti ed effettuare 'osservazione delle stesse strutture in epifluorescenza a 1000 in-
grandimenti in immersione, quindi passare sull'obiettivo con il contrasto di fase o con il con-
trasto ad interferenza differenziale (DIC). L'osservazione a contrasto di fase consente di di-
stinguere le cisti ed oocisti piene da quelle vuote fornendo in tal modo indicazioni sulla pre-
sunta vitalita delle cisti ed oocisti piene. L' osservazione a contrasto interferenziale permette in-
vece di valutare la presenza di strutture interne (nuclei, corpi mediani, spazio peritrofico nel-
la Giardia; sporozoiti e granuli residui nel Cryptosporidium), fornendo sia una ulteriore con-
ferma alla determinazione, sia I'opportunita di distinguere tra cisti ed oocisti vuote, conte-
nenti strutture amorfe oppure contenenti strutture caratteristiche ben conservate.

Annotare il numero totale di cisti di Giardia e di oocisti di Cryptosporidium ed eventualmen-
te quelle che si presentano piene o vuote e con o senza strutture interne.

5.6 Interpretazione dei risultati

La presenza di strutture conformi per fluorescenza, forma e dimensioni a cisti di Giardia e oo-
cisti di Cryptosporidium permette di considerare il campione presuntivamente positivo.
Alcuni organismi (alghe e lieviti) e detriti autofluorescenti alla stessa lunghezza d’onda del
FITC possono essere registrati come falsi positivi ed interferire nei risultati dell’analisi.
L'impiego di disinfettanti pud dar luogo ad interferenze nella individuazione delle strutture in-
terne oﬁe cisti ed oocisti perché pud causarne la parziale distruzione o trasformazione in strut-
ture amorfe difficilmente riconoscibili.

6. Espressione dei risultati

Il numero di cisti ed oocisti contate sull'intera superficie di ciascun pozzetto si riferisce al vo-
lume di campione ivi deposto; tale numero viene quindi rapportato al volume di “pellet” chia-
rificato (0,5 mL) e moltiplicato per il volume de||’¢=juoto (1-10 mL). Il risultato viene infine rap-
portato al numero di litri di campione filtrati.

7. Resoconto di prova
Il resoconto di prova deve indicare il metodo utilizzato ed esprimere i risultati come numero
di microrganismi per volume di campione.

Deve dltresi indicare tutti i deftagli operativi, nonché qualsiasi inconveniente in grado di ave-
re influenzato i risultati.

8. Metodo 2

8.1  Principio del metodo

Prevede la filtrazione di campioni di acqua su membrana di porositd nominale di 0,12 um,
la dissoluzione della membrana, la concentrazione dell’'emulsione mediante centrifugazione,
il lavaggio del “pellet” con solventi, la determinazione e la conta al microscopio delle cisti ed
oocisti mediante immunofluorescenza diretta.

8.2  Campo di applicazione

La procedura andlitica viene utilizzata per acque superficiali, di fiume, di lago e per acque

reflue anche softoposte a trattamento. Non consente la determinazione dei parassiti a livello
di specie né permette di valutarne l'infettivita e la vitalita.
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8.3 Possibili interferenze

Valori elevati di torbidita possono diminuire I'efficienza di recupero del metodo (25-40% per
le oocisti di Cryptosporidium e 50-60% per le cisti di Giardia, prima della flottazione). Cam-
pioni particolarmente torbidi e con presenza di solidi sospesi possono intasare i pori del fil-
tro e rendere piv difficile la fase di filtrazione. Inoltre, durante la fase di identificazione al mi-
croscopio particelle di detriti eventualmente non eliminate durante i lavaggi possono nascon-
dere la presenza di cisti ed oocisti.

9. Reattivi

9.1 Acetone

9.2 Etanolo

9.3  Etanolo ol 70%

Aggiungere a 700 mL di Etanolo 300 mL di acqua distillata e mescolare i due componenti.

9.4  Soluzione tamponata di Formaldeide al 10%

Composizione:
Na,HPO, 0,76 g
NaH,PO, 0,02 g
Acqua distillata 800 mL

Sciogliere i composti adottando le dovute precauzioni ed operando sotto cappa chimica ag-
giungendo 100 mL di Formaldeide e portando ad 1L con acqua distillata.

9.5  Soluzione di PBS (Phosphatase Buffer Saline) 10x

Composizione:
NaCl 80 g
KH,PO, 2 g
Na,HPO,-12H,0 29 g
KCl 2 g

Acqua distillata

Portare a volume finale di 1 L con acqua distillata. Aggiustare il pH a 7,2+0,2 con NaOH
0,1 M o HCl 0,1 M. Sterilizzare in autoclave per 15£1 minuti a 121£3°C.
La soluzione & anche disponibile in commercio pronta per I'uso.

9.6  Soluzione di Percoll-Saccarosio

Composizione:
Percoll (densita=1,13) 45 mL
Saccarosio 2,5 M 10 mL
Acqua distillata 45 mL

Mescolare i componenti e controllare che la densita sia tra 1,09-1,1 con un idrometro.
Nel corso della procedura mantenere i reattivi a circa +4°C.
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9.7  Soluzione di Saccarosio 2,5 M

Composizione:
Saccarosio 855,8 g
Acqua distillata 400 mlL

Preparare la soluzione sciogliendo il saccarosio in acqua distillata preriscaldata. Attendere
che la soluzione si raffreddi, quindi portare a volume finale di 1 L con acqua distillata.

9.8  Soluzione di lavaggio A

Composizione:
Sodio Dodecil Solfato (SDS) 1 g
Acqua distillata 300 mL

Preparare la soluzione sciogliendo I'SDS in acqua distillata.
Aggiungere poi i seguenti componenti:

PBS 10x 100 mL
Tween-80 T mL
Antischiuma A 500 L

Portare a volume finale di 1 L con acqua distillata.
9.9  Soluzione di lavaggio B

Composizione:
Tween 20 0,5 mL
PBS 10 x 100 mL

Preparare la soluzione portando a volume finale di 1 L con acqua distillata.
9.10  Kit per la determinazione di oocisti e di cisti mediante immunofluorescenza diretta
| kit presenti in commercio sono composti da:

- anticorpi monoclonali diretti contro le oocisti di Cryptosporidium e le cisti di
Giardia coniugati con Isotiocianato di Fluoresceina (FITC);

- controllo positivo;

- controllo negativo;

- tampone di ?avoggio;

- soluzione di montaggio (“Mounting Medium”).

10.  Strumentazione e vetreria
Per lo svolgimento dell’analisi & necessario disporre di:

- apparato di filtrazione per filtri a membrana da 25 mm di diametro;

- camera umida;

- centrifuga refrigerata (intorno a +4°C) a rotore basculante per contenitori da
50-500 mL;

- contalitri;

- contenitori da centrifuga in polipropilene (PP) o in etilene propilene fluorato (te-
flon-FEP), da 50 mL con fondo conico;
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- filtro a membrana in acetato di cellulosa con porositd nominale 1,2 pm, dia-
metro 142 mm;

- membrane in policarbonato, di porosita 1,2 um e di diametro 25 mm;

microscopio a epifluorescenza con filtri di eccitazione 450-490 nm, filtro bar-

riera 515-520, obiettivi 20, 40 e 100x ed oculare con micrometro lineare. E

necessario disporre del contrasto di fase o, meglio, del contrasto ad interferen-

za differenziale (DIC) per |'obiettivo 100x;

regolatore di flusso;

supporto per filtro a membrana da 142 mm;

tubi semirigidi di connessione con relativi raccordi e fascette.

11.  Procedura
11.1  Campionamento e filtrazione

Il metodo consente di analizzare volumi variabili d’acqua (5-400 L) in relazione alla sua tor-
bidita, usando eventualmente pit membrane per filtrare il volume appropriato.

La pompa aspirante & connessa al supporto per il filtro a membrana mediante tubo semirigi-
do e un prefirt)ro (porositd 100-300 pm) & interposto tra la pompa ed il supporto stesso. Nel-
la filtrazione si consiglia di non superare la pressione di circa 2 bar.

Rimuovere la membrana dal supporto mediante pinzette e porla in una provetta da centrifu-
ga da 50 mL. Durante il trasporto mantenere le provette alla temperatura di circa +4°C. Con-
servare alla stessa temperatura se non si procedz subito alla dissoluzione. Si consiglia di trat-
tare il campione entro 24-48 ore dal prelievo.

11.2  Dissoluzione della membrana

Riempire la provetta con acetone (9.1) fino a portarlo a 50 mL. Agitare mediante vortex per
2-3 minuti, Eno alla completa dissoluzione deﬁa membrana.

Centrifugare a 7000 x g per 15 minuti e attendere che il rotore si fermi senza usare il freno.
Scartare il supernatante facendo attenzione a non disturbare il “pellet” (arrestandosi a 2 cm
dal fondo). Riempire nuovamente la provetta con acetone e risospendere il “pellet” agitando
mediante vortex o eventualmente con I'aiuto di una pipetta. Centrifugare a 7000 x g per 15
minuti. Eliminare il supernatante come sopra indicato.

11.3  Lavaggi del “pellet”

Portare il “pellet” a 50 mL con etanolo (9.2) e risospenderlo mediante vortex. Centrifugare a
7000 x g per 15 minuti, aspirare il supernatante sospendere nuovamente il “pellet” portan-
dolo a 50 mL con etanolo al 70% (9.3) ed agitando. Centrifugare a 7000 x g per 15 minu-
i, scartare il supernatante e risospendere il “pellet” con la soluzione di lavaggio A (9.8), sem-
pre portandolo a 50 mL. Agitare mediante vortex. Centrifugare a 7000 x g per 15 minuti,
scartare il supernatante e risospendere il “pellet” in PBS 1x (volume finale del campione cir-
ca 1-5 mL). Misurare il volume. Il trattamento pud essere sospeso in questa fase aggiungen-
do al campione un uguale volume di soluzione tamponata di formaldeide al 10% (9.4).
Qualora il procedimento di concentrazione porti ad un campione finale con eccessiva torbi-
dita, per un’analisi diretta al microscopio a fluorescenza si procede alla chiarificazione del
campione.

11.4  Chiarificazione per flottazione

Procedere come al Paragrafo (5.3).
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11.5  Determinazione mediante immunofluorescenza diretta
Procedere come al Paragrafo (5.4).

11.6  Esame microscopico

Procedere come al Paragrafo (5.5).

11.7  Interpretazione dei risultati

Procedere come al Paragrafo (5.4).

12.  Espressione dei risultati

Procedere come al Capitolo (6).

13.  Resoconto di prova

Il resoconto di prova deve indicare il metodo utilizzato ed esprimere i risultati come numero
di microrganismi per volume di campione. Deve dltresi indicare tutti i dettagli operativi, non-
ché qualsiasi inconveniente in grado di avere influenzato i risultati.
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