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NOTIZIARIQ DEI METODI ANALITICI

EDITORIALE

in anni recenti | notevole sviluppo dei metodi di
indagine ha determinato una svolta decisiva nello
studic della microbiclogia acquatica e ha condotta
alla rivalutazione del ruolo del batterioplancton nel
cicle del carbonio.

La sostanza organica, presente in forma disciolta
negh ambienti acquatici, costituisce la maggiore
riserva o carbonioc organico del pianeta e if
batterioplancion ne rappresenta pressoché ['unico
ulifizzatore. DI conseguenza latiivita dei batter
nellecosisterna acquatico costifuisce un importante
anello di congiunzione tra la fase disciolfa e
particolata della materia organica e un passaggio
critico nel trasferimento di energia ai livelli trofici
superior, in grado di influenzare la produzione di tutta
il sistema. Nel seguito vengono descritti due metodi
relativi alla determinazione delfabbondanza cellulare
e alla misura della produzione batterica. Altraverso la
determinazione delllabbondanza batlerica & possibile,
applicando coefficienti di conversione, risalire alla
biomassa del batteriopiancton. La determinazione
della produzione batierica consente invece di stimare
la quantitd di sostanza organica, espressa in termini
di C, metabolizzata dai batteri per la produzione di
nuove cellule. L'acquisizione di tali informazioni
consente di valutare il flusso di C nel comparto
microbico per effetto dellattivita batterica. Poiche si
stima che i batteri siano in grado di utilizzare fino al
50% della sostanza organica prodotta dallattivita
fotosintetica, | processi suddetti rivestono un ruolo
determinante nei cicli biogeochimici che non pud
essere trascurato.

In guesto numerc viene inolfre presentato un
aggiornamento  del  metodi analfici  per la
determinazione di enterococchifstreptococchi fecali
alla luce dellinserimento, secondo quanto stabilito dal
D.Lgs. 152/38, degli enterococchi tra i parametri da
ricercare per la definizione della qualita delle acque
marino-costiere & un metodo tentative per la
determinazione del clora residuo totale nelle acgue.
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CONTA DIRETTA DELL'ABBONDANZA MICRO
BICA (DAPI)

a cura di A. Zoppini, B. Di Rado e A. Barra Caracciolo,
IASA - CNR, Roma

Riassunto

I metodo qui proposto permette la misura diretta
delle abbondanze cellulari dei batteri acquatici. La
conta  diretta  delle  cellule, colorate con un
flugrocrome specifico degl acidi nucleici, il 4'6G-
diamidino-2-fenilindolo  (DAP1), & diventata uno
strumento essenziale per guantificare le popolazion
di batterioplancton..| batteri acquatici oltre a costituire
una importante frazione di carbonio, che spesso
supera quello dovuto alla biomassa di altri gruppi di
microrganismi, sone in grado di rendere la sostanza
organica disciolta disponibile agli altri organismi della
catena trofica. Attualmente | batteri sono riconosciuti
come importanti costituenti degli ambianti acquatici e
inseriti in indagini o madelli sul flusso del carbonio e
dei nutrienti.

Summary

The method described here is designed to be used
for the enumeration of aguatic bactena. Direct
microscopic counts of bacterial cells, stained with
nucleic acid fluorocromes such as 4'6-diamidino-2-
phenylindele (DAPI), are essential for studying and
enumerating populations of bacterioplankton, Aguatic
bacteria represent an important carbon pool often
achieving more biomass than other group of
organisms and make dissclved organic matter
available to the rest of the food web.




Bacteria are now recognised as a large part of the
aquatic ecosystem and are an important componant
of investigations or models of aguatic carbon and
nutrients flow.

Introduzione

Alla fine degli anni '70 i metodi disponibili per lo studio
dell'ecclogia microbica fornivane informazioni parziali
sulla biomassa e I'attivita microhica degli ecosistemi
acquatici. Monostante fosse stata gid riconosciuta
l'importanza della componente microbica nel ciclo dai
nutrienti e del carbonio, non si era in grado d
guantificare con precisione le abbondanze cellulari. |
metadi disponibili erano  affetti da error tali da
produrre stime di abbondanze cellulan pari solo al
10% di quelle effettuate con | metoedi odierni. | metodi
di stima eranc indiretti (conta su piasira e MPN) e
soffrivano di guei fenomeni legati alla vitalita cellulare,
tra cui la seleftivith del mezzo di coltura, le diverse
velocitd di crescita degli organismi e l'aggregazione.
L'utilizzo di fluocrocromi ad elevata  specificita,
unitamente alla tecnica di microscopia ad
epiflucrescenza e alla disponibilita di membrane
filtranti a superficie piatta e porosita di elevata
precisione, ha permesso un notevole avanzamento
delle conoscenze. Contemporaneamente lo sviluppo
di metodi affidabili e sensibili per lo studio dell'attivita
batterica, e degli aspetti riguardanti la
caratterizzazione delle specie e del diverso
metabolismo, ha stimolato negli ultimi 15 anni la
ricerca  nel  campo  della  trofodinamica del
batterioplancton nell'ambiente acquatico.

La componente eterotrofa & rntenuta essere la
maggiore utilizzatrice del carbonio organico disciclto
(DOC) che in ambiente acquatico costituisce la
maggiore riserva di carbonio organico del pianeta. La
biomassa legata al battericplancton spesso supera
quella dovuta al fitoplancton pearsing nelle zone
eufotiche di ecosistemi cligotrofici (Fuhrman et al,
1988; Herndl, 1991), cosi come di freguente
costituisce pio del 50% del carbonio organico
particolato presente nel sistema (Cho and Azam,
1990).

Mei sistemi aperti il DOC ocrigina dall'attivita
planctonica e i batteri, attraverso la trasformazione
del DOC in biomassa, mediano il processo di
trasferimento di energia dalla fase disciolta a quella
particolata rendendola cosi disponibile ai predatori e
ai livelli trofici superiori della catena trofica. Diversi
fattori ambientali possong limitare I'utilizzo di DOC da
parte dei batteri rendende questc passaggio crifico
per la produzione di tutto il sistema fino ad influenzare
negativamente la produzione ittica.

In aree di mare aperto, in cui gli apporti esterni di
sostanza organica sono assenti, ['abbondanza
batterica & strettamente correlata alla produttivita
primaria di cui, & stato stimato, i batteri utilizzano tra il
10 ed il 50 % del carbonio totale fissato (Fuhrman
and Azam, 1982). Un altro importante aspetto
riguarda il ruolo svolto dai batteri nel ciclo dei nutrienti

inorganici. Per utilizzare il DOC disponibile 1 batteri
hanno necessitd di assimilare nutrienti inorganici ed
in paricolare il fostoro il cui fabbisogno & circa due
volte superiore a quello conosciuto per il fitoplancton.
Questo aspetto rende | batteri particolarmente
importanti in ambienti oligotrofici perché parte attiva
nei processi di remineralizzazione,

In generale il batterioplancton risponde alla trofia del
sistema quanto il fitoplancton. Elaborazioni su larga
scala di risultati ottenuti da diversi ambienti acquatici
hanno dimostrato che le abbondanze batteriche sono
positivamente correlate alla biomassa fitoplanctonica,
espessa come clorofilla, senza presentare differenze
sostanziali tra sistemi marini o di acqua dolce (Cole af
al, 1988). Ducklow and Shiah {1993} hanno ad
esempic osservato che su 1100 campioni provenanti
da aree di mare apero soltanto il 5% delle
abbondanze batteriche superava la soglia delle 2x10°
cell mL', mentre su 2000 campioni provenienti da
sistemni a pil elevata trofia, come qgli estuar, il 91%
dei campioni superava quella soglia .

In Tab.1 sono riportati intervalli di valor tipici di
abbondanze cellulari batteriche per diversi ambienti
acquatici.

Tab. 1 -Intervalli di abbondanze batteriche riportati in
letteratura per diversi ambienti acguatici

| Abbondanza batterica Rifenimento
| 10 cell mL ™ biblicgrafico
|MARE
|Doeano 02-20 Ducklow and Shiah,
1993
Mediterraneo crientale 016 -0.4 Zohary and Robarts
| 1498
|AREE COSTIERE B -
|Adriatico centrale 03-30 Krstulowvic and Sobot,
1982
Adriatico settentrionale 03-1.7
[Mar Baltico - 2.8-4,36 Heinanen, 1991
ACQUE DOLCI -
Laghi Canadesi 22-101 Currie, 1990
Rio delle Amazzoni 09-14 Benner et al, 1995

La tecnica di epifluorescenza per la stima delle
abbondanze batteriche & attualmente la pid diffusa
nel campo della microbiologia acquatica in quanto
permetie stime affidabili & veloci,

| flugrocromi pid utilizzati sono l'arancio di acridina
(AD; Hobbie et al, 1977) e il 4'6-diamidino-2-
fenilindolo (DAPI; Porter and Feig, 1980) che si
legano specificamente agli acidi nucleici, Entrambi
questi coloranti sono ad ogai utilizzati in indagini di
microbiclogia acquatica con rese simili, nonostante il
DAPl sia preferito allAQ in quanto nduce la
fluorescenza di  fondo e [linterferenza dei
fotopigmenti.

Dallabbondanza cellulare cosi ottenuta & possibile
stimare la biomassa, esprassa in termini di carbonio,
utiizzande fattori di conversione tra cui il pil utilizzate
attribuisce 20 fg C per cellula (Lee and Fuhrman,
1987). Questa elaborazione, pur fornendo in prima
approssimazione una stima di biomassa, non tiene



conto del volume delle singole cellule che pud variare
significativamente in diverse condizioni ambientali.
Quindi stime pil accurate sono ottenibili dalla misura
del biovolume cellulare determinato attraverso il
metodo fotografico associato all'uso di un modello di
conversione (Norland et al.,, 1993; Sherr et al., 2001).

1 - Principio del metodo

Le cellule colorate con un fluorocroma specifico e
raccolte su un filtro a porosita 0.2 pm sono
successivamente contate attraverso l'osservazione
diretta al microseopioc ad epifluorescenza. |
fluorocromo, legato al DNA  cellulare, produce
fluorescenza in seguito all'eccitazione con luce di
appropriate  lunghezze donda. Le cellule di
dimensioni inferiori al limite di riscluzione del
microscopio ottico (generalmente <1 um) possono
essere cosl visualizzate. L'operatore potrd  quindi
agevolmente distinguere, dal fondo scuro del filtro, le
cellule colorate in blu e il materiale di origine detritica
colorato in giallo,

Il campione colorato e raccolto su filtro comprende
tutti gl organismi di dimensioni superiori a 0,2 pm,
includendo sia crganismi a metabolisme autotrofo
che eterotrofo. Quindi, sebbene | procarioti acquatici
morfologicamente  siano riconducibili a poche e
semplici forme (bastoncelli, sfere e filamenti}, il loro
metabolismo si differenzia in maniera significativa. La
stima delle abbondanze cellulari tramite conta diretta
su filtro si intende totale, in quanto non permette il
riconoscimento delle cellule su base tassonomica o
metabolica ne fornisce indicazioni sulla vitalita delle
cellule, :

2 - Campo di applicazione

Il metodo & applicabile a tutte le acque naturali
(superficiali o sotterranee).

L'intervallc di abbondanze batteriche misurabile
dipende dal volume di acqua filtrata. Il volume varia a
seconda delle caratteristiche trofiche delle acgue o
della profondita di prelieve (v. par. 4 e 7.2).

3 - Interferenze e cause di errore

Diminuzioni significative di cellule nei campioni sono
causate da una cattiva conservazione del campione o
da fenomeni di aggregazione o adesione delle cellule
al materiale in scspensione di diversa origine (neve
marina, presenza di materiale particolato di origine
fecale o detritica). Questi fenomeni sono causa sia di
una irregolare deposizione delle cellule sul filtro che
di una stratificazione delle stesse che rendono
inadeguato il metodo di conteggio esposto.

Foiché questi casi non sono frequenti, si rimanda alla
letteratura specializzata per coftenere informazioni
sulla corretta procedura da seguire per oftenare un
buon preparato (Velji and Albright, 1993).

FParticolari cure devono essere riservate alla
manipolazione del campione al fine di evitare
contaminazioni.

La specificita del fluorocromo per il DMA, impedisce
la discriminazione all'interno del campione tra cellule
autotrofe ed eterotrofe. Nonostante questo limite, la
conta delle cellule colorate con il DAPI &
generalmente riferibile a cellule eterotrofe, in grade
cioe di ossidare i substrati organici, poichg il loro
contribute  numerico  generalmente  domina  nel
batterioplancton. E' possibile perd  identificare le
cellule a metabolismo autotrofo, sfruttando  la
proprieta  di  autofluocrescenza  dei  pigmenti
fotosintetici, e sottrarre la loro abbondanza dal totale
(Davis and Sieburth, 1982). Tramite la tecnica
innovativa della citometria di flusso & possibile
distinguere e contare con molta efficacia nello stesso
campione sia le cellule autctrofiche che guelle
eterotrofiche (Olson et al, 1993; Sherr ef al, 2001).
Inoltre in letteratura sono  disponibili metodi per
misurare |'attivitd metabolica delle cellule batteriche al
fine di distinguere le cellule viventi da quelle morte
(Sherr et al., 2001).

4- Campionamentc e conservazione del
campione

Il campionamento pud essere effettuato con le
normali procedure, utilizzando bottiglie a chiusura
comandata del tipo Niskin,

Il volume di campione necessario per l'analisi varia
tra 0,5 mL, sufficienti per acque ad elevata trofia, a
pit di 20 mL per acque cligotrofiche o di profondita. |l
volume prescelto deve infatti garantire in fase di
osservazione al microscopio un'adeguata densita
cellulare {da 20 a 50 cellule per campo). In fase di
prelieva & necessario prevedere un volume di
campiona sufficiente per consentire almeno una
replica del preparato,

Entro 3 ore dal prelieve il campione deve assere
fissato con formalina (concentrazione finale 2%)
precedentemente filtrata su filtri a porosita 0,2 pm.
Dopo laggiunta il campione va agitato energicamente
e conservato al buic e in frigoriferc. | campioni
devono essere filtrati entro 24 ore dal prelieve e
montati su vetrini da microscopio. | preparati possono
cosi essere conservati a —20°C, senza subire
alterazioni, fino ad un massimo di 70 giorni.

5 - Apparecchiature

5.1 -Normale attrezzatura ga laboratorio - Tutta la
vetreria che entra in contatto con il campione deve
essere accuratamente lavata e sterile.

5.2 -Provette sterili da 20 mL e da 2 mlL a tenuta

53 -Apparato i fitrazione complete di pompa
aspirante con manometro, beuta da vuoto, portafiltro
e imbuto da filtrazione (diametro 25 mm), pinze a
molla per fissare I'imbuto alla base e pinzetta per filtri.



5.4 =Siringa completa di supporto per filtr e filtrd sterili
& porasia 0.2 gm.

5.5 —Fiitri a membrana: filtri di supporto (porosita 0,45
um, diametro 25 mm), filtri neri in policarbonato
(porosita 0,2 pym, diametro 25 mm). | filtri in
policarbonato si trovano in commercio gia colorati e
con un basso livello di fluorescenza. In alternativa
possono essere utilizzati filtri bianchi da colorare
successivamente con lrgalan black (ad 1 litro di
acqgua distillata filtrata su 0,2 pm aggiungere 2 g di
Irgalan black, 20 mL di acido acetico, 5,7 mL di
formalina al 37%).

5.6 =Micropipette e puntali sterili
5.7 =Velrini da microscopio completi di coprioggetti.

58-0lic da immersione per microscopia . non
fluorescente

5.8 -Freezer e frigonfero per la conservazione dei
campioni e delle soluzioni

5.10 -Autociave
511 =Guanti monouso

5.12 -Microscopio  ad epifiucrescenza, dotato  di
lampada a vapori di mercurio (100 W), combinazione
di filtri (eccitazione 340-380 nm, lamina dicromatica
400 nm, filtro di sbarramento 425 nm), oculari 10x, di
cui uno dotato di reticole guadrettato, micrometro
oggetto, obiettivo ad immersione 100 x.

6 - Reattivi

6.1- Formaldeide al 37% filtrata attraverso fitri da
0.2 um - Per campioni di acqua dolce &
necessario utilizzare formaldeide tamponata a
pH = 7.5, ottenuta aggiungendo con pipetta
Pasteur alcune gocce di NaOH 2 N alla
soluziona 6.1,

8.2 - Soluzione di 4'6-diamidino-2-fanilindalo (DAPY,
0,5 mg mL"): tutte le operazioni devono essere
condotte al npare dalla luce per evitare il
decadimento della fluorescenza del prodotto.
Sciogliere 10 mg di sale in 20 mL di acqua
distillata. Porre la soluzione in una provetta e
agitare fino alla completa solubilizzazione del
sale. Utilizzando wuna siringa e relativo
portafiltro sterile filtrare la soluzione su un filtro
a porosita 0,2 pm. Distribuire il filtrato in
provette sterili da 2 mL con tappo a tenuta, La
soluzione conservata a -20°C mantiene
inalterate a lungo le proprie caratteristiche.
Ogni preparazione va osservata al micrascopio
prima della conservazione per verificarne
I'effettiva sterilita.

Nota: il DAP| & un composte mutageno per l'elevata
specificita di lagame nei confronti del DMNA, Si
consiglia pertanto di evitare accuratamente il contatto
diretto e l'inalazione.

7 - Procedimento
7.1 = Colorazione e filtrazione

Predisporre 'apparato di filtrazione ponendo con le
apposite pinze il filtro nero da 0,2 pm sovrapposto a
quello di supporto da 0,45 pm. |l filtro di supporto pud
essere ulilizzato per numercse preparazioni. BEwvitare
accuratamente il contatto delle dita con i filtri. Fissare
Iimbuto da filtrazione alla base con le pinze a molla.
Agitare energicamente il campione, introdurre
un'aliguota nell'imbuto da filtrazione e aggiungere 2
pL di scluzione DAPI per ogni mL di campione da
filtrare. Attendere 4 minuti, mantenendo il campione
al buio. Il campione cosi colorato & stabile per ore.
FProcedere alla filtrazione esercitando una pressione
di vuoto non superiore a 80 mm Hg. Una eccessiva
essiccazione del filtro produrrebbe una sottostima
del'abbondanza cellulare. Mon lasciare essiccare
completamente il filtro per evitare la compromissione
delle cellule.

7.2 — Preparazione del vetring
Poggiare il filtro al centro del vetrino portaoggetto su

cui & stata precedentemente posta una piccola
goccia di olio (5.8). Porre un'altra goccia di olio sulla

syperficie del filiro & montare il coprioggett
esercitando una leggera pressione fino a che l'clio
abbia ricoperto il filtro. L'uso di una guantita

eccessiva di olio determina la fuoriuscita delle cellule
dal vetrino & la distribuzione del campione su piu
piani focali, Nel caso in cui il preparato debba essere
conservato si consiglia di verificare al microscopio la
gualita dell'immagine, controllando in particolare che
immagine giaccia su un solo piano focale e che le
cellule siano uniformemente distribuite sul filtro.

7.3 — Osservazione al microscopio

Osservare da 20 a 40 campi distribuiti con criterio di
casualita su tutta 'area del filtro & contare un minimo
di 600 cellule per filtro. Una appropriata densita
cellulare sul filtro & data da un numero di cellule
approssimativamente compraeso tra 20 e 50 per
campo. Se le cellule sono troppo numerose &
necessario ridurre il volume da filtrare. E' utile tensre
presente che la fluorescenza delle cellule decade con
il tempo durante 'osservazione,

8 - Calcoli

I numero di cellule batteriche nel campione pub
essere cosi calcolato:



dove:

n = numero totale di cellule/numero dei campi
esplorati (ai fini del calcolo un campo senza cellule va
considerato come un campo esplorato)

a; = grea del filtro su cui sono state raccolte le cellule
(mm’)

a, = area del reticolo quadrettato, oftenuta dalla
misurazione con il micrometro oggetto (mm’)

v = mL del campione filtrato/1,06 (fattore di
correzione per la presenza nel campione del fissativo,
alle condizioni sopraesposte)

9 - Precisione

Seguendo le indicazioni date la precisione della
misura & di £10% al 95% di intervallo di confidenza.
Per una migliore precisione & raccomandabile la
lettura di due preparati per ogni campicne, Se non &
richiesta una precisione elevata & sufficiente contare
un totale di 200 cellule per filtro.
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METODO PER LA DETERMIMAZIONE DELLA
PRODUZIONE BATTERICA PLANCTONICA
MEDIANTE CENTRIFUGAZIONE

acura di A, Puddu, I1ASA-CNR. Boma
Riassunto

La produzione batterica permetle di stimare la
valocita di crescita del popolamento batterico e la
quantita di sostanza organica disciolta utilizzata,
consentendo di stimare processi determinanti nella
circolazione della biomassa, e in particolare del C,
nell'ecosistema. La tecnica illustrata & basata sulla
misura della wvelocita di  incorporazione dioun
precursore radioattive, in alternativa tra *H-timidina e
"H-leucina, che viene incorporato nel DMNA, il primo,
nelle proteine, il secondo. Song inoltre discussi ed
illustrati | coefficienti di conversione necessari per
trasformare la wvelocita di  incorporazione  del
precursore  radioattive  in produzione  batterica
espressa in termini di C,

Summary

The determination of bactenal production allows
estimating the rates of bacterial growth and utilisation
of dissolved organic matter, both processes very
important in the biomass and C cycling through the
ecosystem, The described technigue is based on the
measurement of rates of either "H-thymidine or “H-
leucine incorporation in the DMA or in the protein
fraction, respectively. Moreover, the coefficients
applied 10 convert rates of radicactive incorporation
into C production are presented,

Introduzione

Caratteristica fondamentale di tutti gli organismi in
natura & la welocita con cui producono nuova
biomassa; questo parametro diventa paricolarmente
importante nel caso degli organismi microscopici. La
stima della produzione microbica pud infatti essere
utilizzata come indicatore di attivita e di velocita di
crescita. Siccome molti processi nellecosistema
sono correlati con 'attivita microbica, la produzione di
biomassa pud essere usata per ottenere una stima di
primaria importanza della wvelocita con cui si
verificane  molti processi nei quali il comparto
microbico & coinvolio. Per esempio, nel caso dei
batteri eterotrofi, gli organismi procaricti cui & rivolto il
metodo descritto nel seguito, la misura della
produzione & utile alla stima della quantita di
sostanza organica disciolta metabolizzata. Poiche |
batteri sono gli utilizzatori pressoche esclusivi della
sostanza organica disciclta, quantificarne il ruocle
significa descrivere uno dei processi fondamentali per
la circolazione della biomassa, e in particolare del C.
La produzione di biomassa equivale allaumento di
biomassa per unita di tempo e di volume (o area) ed
e funzione sia della biomassa (B), normalmente

espressa in termini di C per unitd di volume (ad
esempio ugC L"), che della velocita di crescita
specifica (u) per unitd di tempo (ad esempio h')
(Ducklow, 2000}. In assenza di mortalita, da parte di
predatori o di virus, la biomassa batterica aumenta in
modo esponenziale secondo 'equazione

ove 1 & il tempa e, la velocita di crescita specifica, &
uguale alla pendenza della regressione lineare di
In(B) verso t. Conoscendo p @ possibile calcolare altri
due importanti parametri che descrivono la crescita
del popolamento batterico, rappresentati dal tempo di
generazione (g=In{2)/u) e dal numero di duplicazioni
per giorno (1/g). Mella maggior parte degl ecosistemi
naturali perd la produzione e la mortalita del batteri si
equivalgono, per cui (dB/dt)=0 (Kirchman, 2001).

Per le sue caratteristiche specifiche il metodo che
verrd descrittc misura comundgue la produzions che si
realizzerebbe in una situazione di moralita uguale
zero. Infatti & basato su incubazioni di durata molto
inferiore (1h) rispetto alla scala tempeorale con cui si
verifica sia la crescita che la more delle cellule
batteriche (uno o piu giorni).

Dal punto di wvista metodologico la produzione
batterica pud essere stimata misurando la velocita di
incorporazicne  di vari precursori che  vengono
utilizzati per la sintesi delle macromolecole. Le due
molecole piu comunemente utilizzate a tale scopo
sono le forme radicattive della tmidina ("H-timidina),
precursore del DMA, e della leucina ("H-leucina),
precursore delle proteine. Le due molecole, nelle
condizioni sperimentali descritte, vengono utilizzate
unicamente dai procarioti,

Le due tecniche, entrambe ampiamente diffuse,
differiscono oltreche per lo specifico meccanismo
fisiclogico coinvolto, per la presenza di interferenze e
per laffidabilita dei coefficienti di trasformazione
necessari per convertire la velocita di incorporazione
del precursore marcato in numero di cellule prodotte
o in biomassa, espressa in termini di carbonio (Bell,
1983; Kirchman, 1893). In estrema sintesi si pud dire
che la tecnica che utilizza la timidina & pit adatta per
stimare la velocita di crescita batterica, intesa come
produzione di-nuove ceallule, mentre l'incorporazione
di leucina fornisce una stima diretta della velocita di
produzione di nuova biomassa. In realta, nelle
comunita complesse naturali, in condizioni di crescita
bilanciata, le due attivita sono accoppiate e le cellule
non possone aumentare la loro biomassa senza
dividersi, considerando intervalli temporali superiori al
tempo di generazione (qualche giorno). Percio,
lutilizzo contemporanec delle due tecniche in
osservazioni di campo non & normalmente di grande
utilita a meno che non si ipotizzi una situazione in cui
la crescita batterica sia shilanciata. In tal caso la
differenza tra le due misure potrebbe fornire
un'informazione supplementare. Ma una diversa
risposta tra | due metodi pud anche derivare
dall'applicazione di coefficienti di conversione non



appropriati o da alterazioni nelle condizioni che
influenzano la validita dei coefficienti stessi. Questo
argomento @ ampiamente trattato in Ducklow (2000).
Da un punto di vista ng:eratjm la tecnica basata
sullincorporazione della "H-leucina offre comungue
maggiori vantaggi, per una serie di motivii a)
l'estrazione viene efietiuata a temperatura ambiente;
by il rapporto tra la quantita di leucina e di timidina
sintetizzate, a parita di biomassa prodotta, & circa 10
volte maggiore nel casc della leucina, pertantc la
tecnica che utilizza questo precursore & pil sensibile;
c) il coefficiente tecrico di trasformazione di leucina in
carbonio & piu affidabile. Per questi motivi negli ultimi
anni la tecnica basata sullincorporaziong di leucina &
stata utilizzata con maggior freguenza (Kirchman,
2001).

La concentrazione ed estrazione delle
macromolecole marcate pud essere effettuata con
due procedure diverse, mediante filtrazione o©
centrifugazione. Entrambe le procedure sono
attualmente utilizzate, anche se la seconda, pil
recente, sta acquisendo una diffusione sempre
maggiore. Questa procedura infatti, a fronte della
necessita di  disporre  di una  centrifuga,
eventualmente refrigerata, ha caratteristiche superiori
di praticita, nonche ridotto impatto. ambientale e
conseguenie eccnomicita per la minor quantita di
prodotti chimici richiesti e di rifiuti radioattivi prodotti.
In aggiunta, la filtrazione produce frequentemente
valori meolto elevati di bianco, per adesione del
radioattivo alla membrana filtrante, difficili da evitare.
Pertanto, si & scelto di presentare unicamente
guest'ultima procedura, ampiamente sperimentata in
diversi ecosistemi, tra cuile acque costiere italiane.
Le procedura mediante filtrazione & ampiamente
illustrata in Bell (1993) e Kirchman (2001).

Mel seguito verranno illustrate entrambe le tecniche,
par incorporazione di tmidina o  leucina,
evidenziandaone le differenze sclo gquando necessario.

1 - Principio del metodo

I metodo deriva dal lavoro di Furhman e Azam
(1982}, che prevede la filtrazione del campione, con
le modifiche successivamente proposte da Smith e
Azam  (1992) per adattarlo alla procedura di
centrifugazione. Con leggere modifiche, e con
particolare riferimento all'incorporazione della leucina,
& riportato anche in Kirchman (2001).

Incorporazione di timidina

La 3H-tirnidina viene incorporata nel DNA cellulare
per azione dellenzima timidino-kinasi, in guantita
proporzionale alla velocita di riproduzione delle cellule
batteriche. MNella modalitd illustrata, che prevede
basse concentrazioni di fimidina aggiunta e brevi
tempi di incubazione, il metodo & specifico per i
procarioti che sono gli unici a disporre dei
meccanismi egnzimatici che permettono
lincorporazione diretta della timidina - nel materiale

genetico. Con coefficienti presi dalla letteratura o
determinati sperimentalmente & poi  possibile
convertire la guantita di "H-timidina incorporata in
numero di cellule batteriche prodofte e gueste in
biomassa espressa come quantita di carbonio.

Incorporazione di leucing

Incubando i batteri in presenza di leucina marcata
(*H-leucina) é possibile determinare
sperimentalmente la velocita di incorporazione della
moleccla nel materiale proteico cellulare e stimare
quindi la velocita di sintesi proteica. Quest'ultima, in
base al rapporto relativamente costante tra proteine e
biomassa, pari al 60% del peso secco (Simon and
Azam, 1989), potra essere convertita in produzione di
biomassa totale, espressa anche in termini di
carbonio.

2 - Campo di applicazione

Il metodo descritto & applicabile ad acque marine o
estuarine, ma una salinita ridotta pud avere influenza
sulla precipitazione delle macromolecole.
Recentemente perd, Kirschner and Velimirov (1999)
hanno dimostrato come, nella tecnica basata
sull'incorporazione della leucina, l'aggiunta di NaCl
durante la precipitazione delle proteine possa ovviare
a tale inconveniente. Con tale modifica il metedo &
pertanto applicabile anche ad acque dolci. | tempi di
incubazione e le concentrazioni aggiunte di
precursore radioattivo sono adatti alla maggior parte
degli ecosistemi, ma potrebbero essere modificati in
situazioni di produttivita particolarmente  ridotte,
allungando i tempi di incubazione e riducendo la
concentrazione di substrate radicattive, facende perd
attenzione alle osservazioni riportate in nota.

3 - Interferenze

Le interferenze in entrambe le tecniche sono
numersse € non ancora del tutto conosciute.
Riguardanc la diluizione isotopica, la fissazione su
molecole diverse, la precipitazione, etc (v. nota). Nel
tentativo di risolverle sono numerose le medificazioni
apportate ai metodi originali. Le tecniche proposte
non hanno la presunzione di aver risolto tale
problema, ma si presentano come un soddisfacente
COMpromessao.

4 — Campionamento
Il campicnamente pud essere effettuaic con le
normali procedure, utilizzando eventualmente bottiglie
a chiusura comandata (tipo "Miskin"} nel caso di
prelievi in profondita.

5 — Apparecchiature

¥ termostato, se lincubazione non & effettuata in
situ



Al

scintillatore liguido

pompa da vuoto con trappeola per l'acqua e tubo di
raccardo per puntali in plastica

centrifuga, refrigerata per la tecnica con timidina
vortex

pipette & puntali

ghiaccio, per la tecnica con timidina

fiale da 2 mL, tipo Eppendor, con tappe a tenuta
portaprovette per fiale da 2 mL

Y

TY VY Y

6 — Reattivi

- Acido tricloro acetico (TCA): preparare una
soluzione al 100% Wiv (1kg TCA in 452 mL H.O)
g da questa la soluzione al 5%.

- H-timidina: il prodotto commerciale, con attivita
specifica compresa tra 70 e 90 Ci mmol”', deve
essere diluito in condizioni asettiche con acqua
distillata sterile in modo da ottenere una
soluzione di lavoro che, con l'aggiunta di 20 pL a
1,7 mL di campione produca una concentrazione
finale di “H-timidina pari a 20nM che & in genere
saturante, cicé sufficiente per rendere massima
la wvelocitd di incorporazione (vedi nota), Tale
soluzione di lavoro, mantenuta sterile, pud essere
conservata per qualche tempo in piccole aliguote
in frigorifero. Per il calcolo della diluizione vedi
gota.

- H-leucina, il prodotto commerciale, con attivita
specifica compresa tra 40 e 85 Ci mmol”, deve
essere dilute in condizieni asettiche con acqua
distilata sterile in modo da ottenere una
soluzione di lavoro che. con l'aggiunta di 20 uL a
1,7 mL di campione produca una concentrazione
finale di "H-timidina pari a 20nM {vedi sopra).
Tale soluzione di lavoro, mantenuta sterile, pud
essere conservata per qualche tempo in piccole
aliquote in frigoriferc. Per il calcole della diluizione
vedi nota.

- Etanolo 80%, diluire v/v a parire dal prodotio
assoluto o dal prodotto al 95%.

- Liguido di scintillazione, il prodotto “Ultima-Gald”
della Packard Instruments ha dato ottimi risultati.

7 - Procedura
7.1 - Preparazione ed incubazione dei campioni

Fredisporre un numers necessario di fiale da 2 mL,
con chiusura a tenuta, ed introdurvi 20 pL di *H-
timidina o *H-leucina (concentrazione finale 20nM).
Immediatamente dopo il prelievo 1,7 mL di campione
vengono introdetti in ogni fiala ed incubati per 60' alla
temperatura di origine e al buio, E' opportuno
effettuare almeno 3 repliche per ogni campione. Per
controllare lincorporazione che avviene in assenza di
attivith  batterica, una o pid repliche (“bianchi"
vengono addizionate con 80 pL di TCA 100%
{concentrazione finale 5%) prima dell'aggiunta del
campione e poi messe ad incubare insieme agli altri
campioni.

7.2 - Estrazione delle macromolecole

Al termine dellincubazione le fiale, ad eccezione dei
bianchi, vengono addizionate con 90 pL di TCA 100%
{concentrazione finale 5%) che precipita e
macromaolecole senza idrolizzarle, permettendone la
separazione per centrifugazione., Dopo 20-30° di
estrazione si procede ad una prima centrifugazione a
circa 16000 rcf per 10 Al termine si aspira il
supernatante facendo attenzione a non disturbare il
precipitato che si & depositato sulla parete esterna
della fiala, rispetto alla posizione nella centrifuga, Si
aggiungono 2mL di TCA 5%, si agita con vortex e si
procede ad una seconda identica centrifugazione.
Dopo nuova aspirazione del supernatante s
aggiungono 1.7 mL di etanclo 80%, si agita con
vortex e si centrifuga nuovamente. Al termine della
terza centrifugazione, dopo  aspirazione  del
supernatante, il precipitato viene disciolta in 1 mL di
liquido di scintillazione.

Per laspirazione del supernatante pud essere
utilizzata una pompa da vuoto e un tubo in plastica
con innestate un puntale per micropipetta che verra
fatto scorrere lungo la parete interna della fiala senza
disturbare il precipitato.

La procedura esposta differisce nelle due tecniche
unicamente per la temperatura di esecuzione.
Utilizzando la leucina tutte le operazioni vengono
effettuate a temperatura ambiente. Con timidina le
operazioni devono essere effettuate a  freddo:
l'estrazione in bagno di ghiaccio (0°C), la
centrifugazione a +5°C e | reagenti aggiunti devono
essere anch'essi freddi (0°C).

Mel casc in cui non sia possibile procedere
immediatamente alla centrifugazicne, al termine
dell'estrazione | campioni possono essera conservati
in frigo (+4°C) per 1 o 2 giorni al massimo, mentre &
sconsigliato sia il congelamento. che l'aggiunta di
fissativi. Dopo l'aggiunta del liguido di scintillazione la
lettura & invece stabile anche per periodi pia lunghi,
nei campicni ben chiusi, senza panicolari condizioni
di conservazione.

7.3 - Lettura dei campion!

Dopo 20-24 h i campioni vengono letti mediante
scintillatore liguide utilizzando le stesse fiale in cui si
& proceduto all'estrazione. | colpi per minuti (CPM)
vengono trasformati in disintegrazioni per minuto
(DPM) tenendo conto dell'efficienza dello strumento
ed eventualmente del fattore di quenching.

8 - Calcoli

Velocita di incorporazione del precursore radioattivo:




dove:

4,5 10™ = numero di curie (Ci) per DPM

SA = attivita  specifica  della  soluzione
commerciale di radioattivo, specificata per
ogni lotto dal produttore in Ci mmole”’

t= tempo di incubazione, in ore, pari a 1 con
la procedura descritta
V= volume del campione incubato, in litr, pari

a 0,0017 con |la procedura descritta

Trasformazione della velocita o incorporazione in
produzione batterica di carbonio (BCF):

La trastormazione richiede |'applicazione di fatton di
conversione che  possono  essere  stimati
empiricamente, caso per ¢aso, OpPPuUre PoSsong
essere teorici. La stima empirica richiede esperimenti
con il popolamento naturale e deve essere ripetuta
per ogni specifico ambiente studiato (Kirchman and
Ducklow, 1593); & quindi di difficle applicazione
pratica. MNel seguito si suggeriscono pertanto |
coefficienti di trasformazione teorici pil ampiamente
utilizzati che consentono una stima della produzione
batterica confrontabile con gquella di molti Autori.

per l'incorporazione di *H-timidina (TdR):

La conversione si effettua attraverso due passaggi:

1) conversione delle moli-di timidina incorporata in
numero di cellule batteriche prodotte per unita di
tempo e di volume:

2} conversione delle cellule prodotte in produzione
di carbonio (BCP); & questa la trasformazione piu
critica in quanto & influenzata dal wvolume

cellulare:
dove:
TCF=  "thymidine conversion factor® il cui valore

pi diffuso, sia in ambiente marino
{Ducklow and Carlson, 1982) che di acqua
dolce (Smits and Riemann, 1988), & pari a
2:10° cell pmol”’

CCF=  ‘"carbon conversion factor”, il cui valore pil
diffuso & quello proposic da Lee and
Furhman (1987), pari a 2.10° ugC cell”’

utilizzando entrambi i fattori di conversione suggeriti,
la trasformazione diretta da timidina incorporata in
produzione di carbonio & pari a:

per l'incorporazione di *H-leucina (Leu):

1) conversione delle moli di leucina incorporate in
velocita di produzione di proteine (BPP):

2) conversione della produzione di proteine in
produzione di carbonio (BCP):

o
5]
=
@

131,2 = peso molecolare della leucina

e, secondo le stime di Simon and Azam (1989)
ampiamente utilizzate:

%leu = 0,073, frazibne di leucina nelle proteine
D= 2, diluizione intracellulare dellisotopo
C/PR = 0,86, rapporto tra C cellulare e proteine

utilizzando i coefficienti suggeriti, la trasformazione
diretta da leucina incorporata in produzione di
carbonio & pari a:
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NOTE
Concentrazione saturante

20nM sono la concentrazione sia di “H-timidina che di
“H-leucina raccomandate per la maggior parte degli
ambienti. In ambienti oligotrofici, dove I'aftivita &
particolarmente bassa, potrebbe essere sufficiente
anche una concentrazione minore. In presenza di
abbondante particolato la concentrazione
raccomandata  potrebbe  invece non  essere
sufficiente. E' pertanto consigliabile effettuare test
preliminan con concentrazioni di precursore tra 2 e
50nM  per walutare quale sia, nellscosistemna
specifico, la concentrazione al di sopra della guale
non si verifica ulteriore incorporazione di radicattivo
(concentrazione saturante). Tali test, effettuati
ripetutamente  dallAutore in  acgue costiere e
pelagiche dell'Adriatico settentrionale, hanno portato
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alla scelta delle 20nM che & la stessa concentrazione
suggerita in Kirchman (2001}, Con la leucina, per la
maggiore sensibilita, si pud anche utilizzare una
miscela di *H-leucina e leucina non radioattiva, che
rende la misura pid economica. In tal caso nei calcoli
deve essere considerate il rapporto tra leucina
radipattiva & leucina totale.

Tempo di incubazione

Il tempo proposte, 60° & quello pil ampiameante
utilizzate perche fornisce una sensibilita adeguata pur
evitande la sintesi dei precursori da parte di
orgamsmi diversi dai batteri. 5 trova all'interno di un
intervallo di tempi, generalmente compresi tra le
decine di minuti e le 2 ore, in cui la cinetica di
assimilazione si mantiene costante. In particolari
ecosisterni, malte o poco produttivi, il tempo  di
incubazione potrebbe essere diverso, per cui, in tali
situazioni, e consigliabile determinare
spenmentalmente la cinetica di incorporazione in
funzione del tempo di incubazione.

Diluizione del prodotto commerciale

Calcolo della diluizione da effettuare a partire dal
prodotto commerciale per ottenere una soluzione di
lavoro con concentrazione tale che aggiungendo al
campicne un volume definito di soluzione si ottenga
la concentrazione finale voluta:

1} determinazione della concentrazione della
molecola radicattiva nel prodotto commerciale
(Kinizige), @ partire dalla concentrazione di
radicattivo (K.4) e dall'attivita specifica (AS)
dichiarate dal produttore:

2) calcolo della diluizione, noti il wvolume del
campione (V.), la concentrazione finale che si
vuole ottenere (Kinpae) e il volume di soluzione di
lavaro che si vuole aggiungere (V,,):

Esempio:
Kr.ilJ = 5-
AS =89,
Kiinae 20,
Yi=LT
Uag =20,

II<inizi.glla = ?Er
Diluizione = 42,63



Interferenze

Diluizione isotopica. E' la principale causa di
interferenza in entrambe le tecniche. | batteri infatti
durante lincubazione potrebberc anche utilizzare
molecole non radicattive presenti in situ, oppure
sintetizzarle de novo da altn composti. L'aggiunta di
quantith elevate di radiocattivo, come quelle
raccomandate, wvolutamente superiori a gquelle
riscontrabili nei diversi ambienti, & voluta per ridurre
tali interferenze. Concentrazioni pil elevate sono
sconsigliate perché potrebbero  provocare  una
diffusione del radioattivo cltreché un utilizzo da parte
di organismi diversi dai batteri. Per la leucina si &
raccomandato in aggiunta l'utilizzo di un fattore di
correzione (ID = 2) che deriva dalla misurazione
diretta della diluizione intracellulare isolopica
effettuata da Simon e Azam (1989) in presenza di
10nM di "H-leucina.

Altre cause di interferenza sono dovute, per la
timidina, alla possibilita che il precursore radioattivo si
fissi anche su moleccle diverse dal DNA, ma
l'estrazione a freddo indicata garantisce la
preciptazione dell'intera frazione macromolecoclare,
DNA, BNA e proteine (Bell, 1993). Altra interferenza
potenziale, particolarmente rilevante nella
determinazione dellincorporazione di leucina, &
dovuta al turnover delle proteine. Infatti i batteri
durante lincubazione potrebbero degradare e
proteine e riutilizzare i materiali degradati, soprattutto
in condizioni di ridotte velocita di crescita e con tempi
di incubazione pil lunghi dei 60' consigliati, causando
una sovrastima della preduzione di biomassa.

Mon & necessario operare in condizioni di sterilita.
Deve essere invece evitata la contaminazione con
materiale organico che potrebbe stimolare l'attivita
batterica.

Morme di Sicurezza

L'impiego di sostanze marcate con trizio rappresenta
un rischio da radiazioni ionizzanti per il personale.
Pertanto al fine di minimizzare il rischio, la detenzione
e la manipolazione sono regolate per legge (D.L.vo
17 Marzo 1995, n.230 e successive modifiche e
integrazioni).

Al fine di evitare il contatto diretto e la dispersione
della radioattivita nellambiente & necessario 'utilizzo
di materiale a perdere (guanti, fiale, puntali), da
smaltire tramite ditta specializzata e autorizzata.

Lo smaltimento dei liquidi di scintillazione, anche
qualora non siano  contaminati da  materiale
radioattivo, va effettuato nel rispetio della normativa
che regolamenta gli scarichi delle sostanze tossiche
organiche,

1

ENTEROCOCCHI / STREPTOCOCCHI FECALI
NELLE ACQUE: SIGNIFICATO SANITARIO E
METODOLOGIE DI ANALISI

a cura di L. Bonadonna - Istitute Superiore di Sanita, Roma
Riassunto

Il pib recente ordinamento tassonomico del gruppo
degli streptococchi fecali, tradizionali indicatorni di
contaminazione fecale nelle acque, distingue, sulla
base di caratteristiche fisiologiche e di tecniche di
ibridizzazione del DMNA, tre generi diversi di cui due
(Enterococcus e Streptococcus) comprenderebbero
specie intestinali o di origine fecale. L'introduzione del
termine Enterococchi tra i parametri da ricercare per
la determinazione della qualita delle acgque, sia in
recenti Direttive Europee sia nel D.Lgs. n, 152/99,
richiede l'integrazione e l'aggiornamento dei metodi
analitici mediante l'introduzione di tecniche piu
specifiche e rapide.

Summary

Faecal streptococci have received widespread
acceptance as useful indicators of faecal pollution in
natural aquatic ecosystems. MNevertheless the
taxonomy of this group, comprising species of the
genera Enterococcus and Streptococcus has been
subject to extensive revision in recent years. New and
more rapid methods are now available.

INTRODUZIONE

La determinazione della qualita igienico-sanitaria
delle acque viene effettuata sulla base di una serie di
controlli che, dal punto di vista microbiologico, sono
basati tradizionalmente sul rilevamento di indicator -
coliformi e streptococchi fecali - di contaminazione
fecale che, pil che avere una loro specifica valenza,

consentono  di  acquisire dati atti a wvalutare
l'evoluzione dei fenomeni che inducona
linguinamente delle  acgue in  esame. Un
microrganismo per essere elevato al ruoclo  di

indicatore deve presentare una correlazione dotata di
significato statistico con agenti eziologici specifici di
malattie, i patogeni, la ricerca diretta dei quali non &
perd praticabile di routine per la mancanza di metodi
sufficienternente specifici, sensibili, economici e di
pronta e facile esecuzione. | microrganismi indicaton
oltre a segnalare la presenza dei patogeni,
dovrebberc esibire, rispettc a questi, un analogo
spettro di sensibilita ai disinfettanti ed una stessa
capacitda di risposta alle condizioni ambiental;
dovrebbero inoltre essere facilmente rilevabili con
metodi  sensibili, specifici ed economici e,
possibilmente, non essere dotati di vita autonoma
nellambiente, in mode da poter indicare
selettivamente il tipo di evento da cui derivano.

I gruppo . degli Streptococchi fecali & stato
considerato per lungo tempo efficace indicatore di



contaminazione fecale per gli ecosistemi acquatici.
Sebbene Bartram and Rees (2000) considerino i
termini streptococchi fecali, enterococchi,
enterococchi  intestinali e gruppo Enterococcus
sinonimi nel caso delle specie rilevabili nell'ambiente,
l'ordinamento tassonomico del gruppo, negli ultimi
anni, & stato soggetto ad ampia revisione. Con il
termine Streptococchi fecali viene indicato un gruppo
di microrganismi eterogeneoc sia dal punto di vista
tassonomico sia ecologico, raggruppati insieme sulla
base della morfologia microscopica, della reattivita
alla colorazione di Gram e della assenza dell'enzima
catalasi. Una prima classificazione del gruppo & stata
proposta su base sierologica da Lancefield {1933)
che individud antigeni gruppo-specifici che sono
distinti con lettere dell'alfabeto; Sherman (1337) ha
successivamente  fornito  una  classificazione
diffterenziando gli streptococchi in quattro gruppi:
viridans,  streptococchi  piogenici,  lattici  ed
enterococchi. Gli studi pio recenti (Leclerc et al,
1996) hanno distinto  invece, sulla base di
caratteristiche fisiologiche e di tecniche di
ibridizzazione del DNA, tre generi diversi di cui due
{Enterococcus e Strepfococcus) comprenderebbero
specie intestinali o di origine fecale.

Attualmente il genere Enterococcus comprende 17
specie determinate sulla base delle sequenze della
subunita 165 dell'rRNA che hanno permesso di
individuare |la presenza di specie di gruppo (Williams
et al, 1991). Le specie appartenenti al genere
Enterococcus soddisfano specifici requisiti: crescita a
10°C e 45°C, resistenza a G0°C per 30 minuti,
crescita a pH 9,6 e a 6,5% di NaCl, idrolisi del 4-
metilumbelliferil-3-D-glucoside (MUD) in presenza di
tallio acetato, acido nalidixico e 2,3,5- trifeniltetrazolio
cloruro (TTC). | gruppi individuati in questo genere
comprendono Ent faecium, Eni durans, Ent. hirae,
Ent. mundti (primo gruppo); Ent. awvium, Ent
pseudoawvium, Ent. raffinosus e Ent. malodoratus
(secondo gruppo); Ent.  casseliflavus e Entk
gallinarum (terzo gruppo); Ent faecalis, Ent.
cecorum, Ent. colombae e Ent. Saccharolyticus, che
hanno tra loro una bassa similarita genotipica, sono
stati inseriti in un quarto gruppo. L'appartenenza al
genere Enterococcus di specie diverse anche dal
punto di wvista molecolare comporta difficolta
nell'individuare test fenotipici capaci di identificare il
genere. Anche il test gid comunemente utilizzato per
una conferma dell'appartenenza al gruppo piu ampio
degli streptococchi fecali, lidrolisi dell’'esculina, se
ancora utile ad individuare anche le nuove specie del
genere Enterococcus, fornisce comungue reazione

positiva anche per Pediococcus, Lactococcus,
Aerococcus e Leuconosioc.
Secondo la nuova tassonomia, nel genere

Streptococcus si individuano gli streptococchi orali,
gran parte dei quali opportunisti patogeni e poco
adattabili alla sopravvivenza nellintestino e qgli
streptococchi di prevalente derivazione animale con
habitat intestinale (streptococchi intestinali). Le
specie che vengono comprese in quest'ultimo

12

sottogruppo (Strep. bovis, Strept. eguinus, Sirep.
alactolyticus, Strep. suis, Strep. intestinalis, Strep.
hyointestinalis) hanno caratteristiche diverse dal
puntc di wvista genotipico e differente significato
sanitario. La loro proporzione é diversa nelle feci delle
diverse specie animali e comungue sempre
prevalente rispetto alla loro concentrazione nelle feci
umane. Tuttavia, se queste differenze avevano
precedentemente consentito di avanzare lipotesi di
oftenere indicazioni sulla origine fecale
dell'inquinamento, anche sulla base del rapporto tra |
due indicatori, coliformi e streptococchi, & stato
verificato che la wvalutazione' del rapporto tra gl
indicatori, per stabilire I'origine della contaminazione,
pud portare a conclusioni ed interpretazioni errate
(APHA, 1998). Infatti, & stato calcolato che, a causa
della diversa capacita di sopravvivenza da parte dei
microrganismi  considerati e della maggiore
resistenza allazione dei disinfettanti da parte del
gruppo degl enterococchifstreptococchi, nelle acque,
la proporzione numerica tra i due gruppi di indicatori
alterata.

Il progressivo recepimento delle Direttive Eurcpes in
materia di gestione e qualita delle acgue e
lintroduzione del parametro Enterococchi, realizzata
nel DLlgs. n. 152/99 e nel successivo D.lgs. n.
258/00, richiede l'aggiornamento dei metodi analitici
mediante l'introduzione di tecniche piu specifiche &
rapide. Pertanto, allo scopo di fornire uno strumento
applicativo di riferimentc per la pianificazione e
l'unificazione delle procedure di analisi delle acque
vengono di seguito proposti alcuni metodi analitici,
alcuni di nuova formulazione, altri gia sperimentati e
inseriti in normative nazionali.

ENTEROCOCCHI / STREPTOCOCCHI FECALI:
PROCEDURA ANALITICA
Obiettivo

Il metodo consente di valutare, in un volume noto di

acqua, la concentrazione dei  microrganismi
appartenenti ai generi Enterococcus e
Streptococcus.

Principio dei metodi

La procedura analitica si basa sulla determinazione
guantitativa dei microrganismi presenti in un volume
noto del campione di acgua.
Possono essere utilizzate
analitiche:

le seguenti tecniche

Metodo a: metodo del numers pil probabile o dei tubi
multipli (MPN). Con questoc metodo, che consiste in
una prova presuntiva e in una prova di conferma,
viene calcolata la densitd dei microrganismi tramite
una stima statistica determinata sulla base della
combinazione di tubi positivi e negativi oftenuti
incculande aliguote diverse del campione di acqua in




terrenc  colturale liquide. 1l risultato pud essere
ricavato, in base alle diverse combinazioni, sulla base
della formula di Thomas e dall'apposita tabella gia
predisposta (IRSA, 1994).

Metodo b: metodo del numero pill probabile (Most

Probable Number, MPN) in micropiastre a 96
pozzett, basato sul rilevamento  dell'attivita
enzimatica della  B-glucosidasi, evidenziabile

dall'idrolisi di un R-glucoside, con rilascio di composti
colorati e fluorescenti. Il campione diluito & inoculato
in 96 pozzetti da 350 plL contenenti il terreno di
coltura disidratato. Dopo un periedo di incubazione di
36-72 ore a 44+1°C si procede alla lettura dei risultati
sotto lampada di Wood (366 nm). Lidrclisi del 4-
metilumbelliferil-f-D-glucoside  (MUD) produce
fluorescenza blu nei pozzetti. || metodo fa riferimento
alla norma 150 7899-1:1998.

Metodo ¢ metedo della filtrazione su membrana
(MF). Il metedo permette di contare il numero delle
colonie cresciute su una membrana posta su terreno
colturale agarizzate dopo filtrazione di un idoneo
volume dell'acqua da analizzare.

Metodo d: metodo della filtrazione su membrana
(MF). Il metodo fa riferimento alla norma 1SO 7839-
2:2000 e permette di contare il numaro delle colonie
cresciute su una membrana posta su  terreno
colturale agarizzato dope filtrazione di un idoneo
volume dell'acqua da analizzare.

Campo di applicazione

Le procedure analitiche possono essere utilizzate per
l'analisi di acque superficiali, di fiume, di lago e di
reflui anche sottoposti a trattamento.

METODO A: Metodo del numere pil probabile o
dei tubi multipli (MPN)

Con questo metodo viene calcclata la densita dei
microrganismi in campioni di acgue tramite la formula
probabilistica che definisce il numero pil probabile di
batteri necessario a produrre combinazioni di tubi
positivi e negativi in repliche di diluizioni decimali.

Il metode & paricolarmente adatto per 'esame di
acque che presentano un’elevata torbidita.

Volume da analizzare

Per l'analisi & necessario determinare il volume in
base alla tipologia e alla qualitd dellacqua da
esaminare. Fer acque reflue o comunque di bassa
qualita generalmente & necessario analizzare
diluizioni scalari del campione, mentre per acque gia
sottoposte a trattamente possono essere analizzate
diluizioni minori e comungue aliquote diverse.

Strumentazione e vetreria

Mormale attrezzatura di laboratorio.
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Heagenti e terreni di coltura

Brodi per lo svolgimento della prova presuntiva

Brodo all Azide Destrosio
Composizione:

Estratto di carne 450
Triptone 15 g
Glucasio 7599
Sodio cloruro 750
Sodio azide 0.2g
Acgua distillata 1000 mL
pH f24+02

Il terreno si trova anche in commercio in forma
disidratata e si prepara secondo le istruzioni della
ditta produttrice.  Adottare  idonee  precauzioni
(dispositivi di protezione individuale) durante la
preparazione del terrenc che & tossico per la
presenza di azide sodica. Dopo avere sciclto la
polvere e prima della sterilizzazione, distribuire il
terreno in tubi. Conservare il terreno sterilizzato,
pronto per ['uso, per non pil di 1 settimana a
temperatura ambiente in condizioni ottimali.

Brodo per lo svolgimento della prova di conferma

Brodo al Violetto-di etile con Azide e Destrosio
Composizione!

FPeptone 20 g
Destrosio 5¢g
Sodio cloruro 59

Dipotassio idrogeno fosfato 2,7 g

Potassio diidrogeno fosfate 2,7 g
Sodio azide 0449
Violetto di etile .83 mg
Acqua distillata 1000 mL
pH 7.0+£02

Il terreno si trova anche in commercio in forma
disidratata e si prepara secondo le istruzioni della
ditta produttrice.  Adottare  idonee  precauzioni
(dispositivi di protezione individuale) durante la
preparazione del terreno che & tossico per la
presenza di azide sodica. Dopo avere sciclto la
polvere e prima della sterilizzazione, distribuire |l
terreno in tubi. Conservare il terreno sterilizzato,
pronto per l'uso, per non pit di 1 settimana a
temperatura ambiente in condizioni ottimali.

Procedura
Frova presuntiva

FPrima di procedere allinoculo di aliquote scalari del
campione nei tubi del brodo per la prova presuntiva,
agitare vigorosamente il campione per assicurare una
distribuzione omogenea dei microrganismi sospesi
nell'acqua. Dopo linoculo agitare leggermente i tubi e



procedere allincubazione in termostato entro 30 min.
Incubare a 3621°C per 4843 ore. Dopo incubazione,
agitare ciascun tubo per verificare la presenza di
torbiditad (risultate positivo). Registrare | risultati in

base alla disposizione dei tubi

che presentano

intorbidimento del brodo e sottoporre i tubi positivi alla
prova di conferma,

Prova di conferma

Prelevare, sterilmente, 1 mL di brodocoltura dai tubi
positivi del brodo per la prova presuntiva (torbidita
entro le 48+3 ora) ed inocculare nei corrispondenti tubi
contenenti il Brodo al Violetto di etile con Azide e
Destrosio per la prova di conferma. Incubare i tubi a
36+1°C per 24+24 (+3) ore. Considerare positivi i
tubi che presentano intorbidimente accompagnato da
un deposito grigio-vicletto sul fondo del tubo.

Annotare i risultati ottenuti indicando il numero di tubi
positivi @ negativi e, sulla base delle combinazioni

ottenute,

consultando la apposita tabella (IRSA,

1994), calcolare il valore dell'indice MPN.

Espressione dei risultati

Riportare il risultato ottenuto come valore MPN/100
mL di campicne,

Resoconto di prova

Il resoconto di prova deve indicare il metodo utilizzato

ed esprimere | risultati come numero pid probabile di
microrganismi per volume di campione. Deve altres)
indicare tutti | dettagli operativi, nonché qualsiasi
incanveniente in grado di avere influenzato i risultati.

METODO B: Metodo del numero piu probabile
(liPN) in micropiastre a 96 pozzetti

Il metodo di seguito descritto corrisponde alla Norma
150 7899-1. E' applicabile all'analisi di tutti i tipi di
acque superficiali e reflue, ed & particolarmente
adatto allesame di quelle ricche di materiale in
sospensione. E' di facile e rapido impiego.
L'allestimento del substrato colturale completo a
partire dai singoli ingredienti e reagenti & sconsigliato
anche per la tossicita di alcuni componenti.

La tecnica analitica & stata verificata anche
nellambito di circuiti interlaboratoriali europei ed &
previsto il suo inserimento tra | metodi proposti nella
futura Direttiva Eurcpea relativa alle acque di
balneazicne.

Volume da analizzare

FPer l'analisi & necessario deterrinare le diluizioni da
inoculare in base alla tipologia e alla qualita
dell'acqua da esaminare. Di seguito, per l'analisi di
alcuni tipi di acqua vengono riportati alcuni esempi in
funzione del presunto livello di contaminazione delle
acque;

Tipo di acqua N® di diluizioni MN* di pozzetti'diluizione Valari limite di misura
o - M*" batteri100 mL
superficiale marina 2 d al2 15-3,5 =10°
] - N 32 a1:20
4 24 al2
| superficiale dolce 24 ai:20
24 a 1:200 40-3,2 x10°
[ i 24 a 1:2000
| reflua grezza e trattata 6§ 16 60-6,7 x10°
oitre 16 a 1:200000
Strumentazione e vetreria Reagenti e terreni di coltura
Per lo svolgimento dell'analisi, dalla preparazione del Soluzione diluente
terreno colturale alla lettura dei risultati, oltre alla
normale attrezzatura di laboratorio sono necessari: Composizione:
~ essiccatore, Acqua di mare sintetica 22549
~ lampada di Wood per l'osservazione a 366 nm: Soluzione di blu di bromofencle 10 mL
~ micropipetta a 8 canali per linoculo di 200 pl; Acqua distillata 1000 mL
~ nastro adesivo sterile;
» piastre Petri Miscelare gli ingredienti e sterilizzare in autoclave a
» piastre sterili a 96 pozzefti da 350 ul, non 121+£3°C per 15-20 min.
fluorescenti e a fondo piatto; Preparare la soluzione di blu di bromofencio
» puntali sterili per micropipetta; aggiungendo 0,04 g a 100 mL di etanolo al 50%.
# tubi per diluizioni. L'aggiunta di questa scluzione & facoltativa e utile
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solo per la colorazione della soluzione diluente.



Acqua distillata

Utilizzare acqua distillata priva di sostanze inibenti la
crescita nelle condizioni di prova. Sterilizzare I'acqua
distillata a 121£3°C per 15-20 min.

Soluzione A: MUD/SF medium

Composizione:

Triptosio 40 g
Potassio fosfato biidrato 1049
Di+)-palattosio 20
Policssietilenesorbitanc

moncoleato (Tween 80) 15 mL
Acqua distillata 900 mL

Il terreno completo si trova in commercio disidratato e
pronto per I'uso, gia distribuito in piastre a 96 pozzetti
corredate di nastro adesivo. Per la procedura di
analisi, seguire le istruzioni della ditta produttrice.
Qualora si proceda alla  sua  preparazione,
aggiungere, a 900 mbL di acqua distillata, triptosio,
potassio fosfato biidrate, galattosio e Tween 80 (il
Tween 80 & uno dei prodotti utilizzabili, dispenibili in
COMMErcio, possono comungue essere  ulilizzati
prodotti equivalenti purché sia dimostrato forniscano
gli stessi risultati), mantenende in agitazione fino ad
ebollizione e completa dissoluzicne degli ingredienti,
Fare raffreddara,

Soluzione B: all'acido nalidixico

Composizione:

Carbonato acido di sodio 4q
Acida nalidixico 250 mg
Acqua distillata 50 mL

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

Soluzione Cral TTC

Composizione:

Tallio acetato 29
TTC 01g
Acqua distillata 50 mL

Miscelare gli ingredienti a calde mantenenda in
agitazione. Fare raffreddare.

Soluzione D al MUD

Composizione:
MUD150mg 150 mg
M M-dimetilformamide 2 mL

Miscelare gli ingredienti.
La N,N-dimetilformamide & tossica. Il prodotto pud
causare il cancro ed & nocivo per inalazione, contatto
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~zn la pelle e per ingestione. |l suo utilizzo richiede,
da parte degli operatori, paricolari precauzion
durante la manipolazione: protezione respiratoria
{mascherina antipolvere e uso di cappa aspirante),
protezione delle mani (guanti protettivi), protezione
della pelle (indumenti protettivi).

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

Sterilizzare per filtrazione attraverse membrane con
porosita nominale di 0,2 pm. Distribuire in aliguote da
100 ul in ciascuno dei 96 pozzetti in piastra.
Disidratare immediatamente in un essiccatore o sotto
cappa a flusso laminare.

Procedura
Freparazione delle diluizioni

Acque con salinita = 30z

Aggiungere 9 mL di soluzione diluente in tutti i tubi
preparati in base al-numerc delle diluizioni prescelte.
Agitare il campione per ottenere una distribuzione
omogenea dei microrganismi e, usando una pipetta
sterile, trasferire 9 mL del carmpione nel prime tubo
contenente 9 mL di soluzione diluente (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
diluizioni successive.

Acque con salinita = 30

Aggiungere 9 mL di acqua distillata sterile nel tubo
della prima diluizione e 9 mL di scluzione diluente a
tutti i tubi successivi preparati in base al numere delle
dilwmzioni prescelte. Agitare il campione per ottenere
una distribuzione omogenea dei microrganismi e,
usando una pipetta sterile, trasferire 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
dilviziene al secondo tubo (diluizione 1:20) e
procedere allo stesso modo per le  diluizion
successive,

Semina delle diluizioni e incubazione

Con le adeqguate regole di asepsi, versare la
diluizione iniziale in una piastra Petri vuota sterile e,
usando una micropipetta a 8 canali, distribuire 200 pL
in ciascun pozzetto contenente il terreno disidratato,
corrispondente alla prima diluizione. Operare in modo
analogo per le diluizioni successive, cambiando la
piastra Petri @ i puntali ad ogni diversa diluizione,
Coprire la piastra di inoculo con nastro adesivo sterile
per prevenire contaminazioni esterne e disidratazione
dell'inoculo.





