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pano fabrication facility

i
SEM MAG: 17.94 kx
HV: 30.00 kv

VAC: Hivac Device: VG3010674
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Ricerca e monitoraggio di agenti
biologici enterici in liquami di
iImpianti di depurazione



Il trattamento delle acque reflue



Principali microorganismi indicatori per inquinamento di tipo
microbiologico in acque superficiali

Nella realta analitica per accertare la qualita microbiologica si fa ricorso alla ricerca di
organismi in grado di indicare una situazione potenzialmente pericolosa: microrganismi
indicatori . Essi non sono dannosi in sé, ma sono in grado di dare informazioni sulle condizioni
microbiologiche generali del campione esaminato



Principali tecniche di analisi per I'identificazione e la
caratterizzazione dei microorganismi

Con la tecnica delle membrane filtranti sono determinati:
Coliformi totali APAT CNR IRSA Met 7010 C Man 29 2003
Coliformi fecali APAT CNR IRSA Met 7020 B Man 29 2003
Escherichia coli APAT CNR IRSA Met 7030 F Man 29 2003
Streptococchi fecali APAT CNR IRSA Met 7040 C Man 29 2003




Esempio di analisi batteriologica di controllo
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Si riporta un esempio di monitoraggio di parametri batteriologici in ingresso ed uscita impianto

Escherichia coli e il parametro previsto dalla norm ativa vigente come
indicatore di inquinamento fecale. Non e pero previsto un limite
restrittivo nel refluo finale.  Normalmente il processo comporta una riduzione
di circa 3 unita log.

Un impianto € stato dotato sperimentalmente di lampade U.V. per garantire un abbattimento
ulteriore, Tutti gli impianti sono dotati di bacino di clorazione nel caso la disinfezione si
rendesse necessaria



Il Progetto

% 4 6

Provincia Autonoma di Trento — Agenzia per la depurazione

2 3 4 #5 5

Universita degli Studi di Pisa
Laboratorio di Igiene e
Virologia Ambientale

CIVEN-NanoFab

Obiettivo generale del progetto € lo studio della contaminazione biologica dei liquami ed
aerosol di impianti di depurazione utilizzando metodologie molecolari classiche e standardizzate,
quali PCR e Real Time PCR, accanto ad un altro metodo altamente innovativo rappresentato dai
microarray a DNA, che consentano di analizzare contemporaneamente una serie di generi,
specie, ceppi microbici, in termini sia qualitativi che quantitativi




Scelta degli organismi ENTERICI di maggiore interesse: 5 virus e 2 batteri



La disponibilita di un sistema di rilevazione efficace e sufficientemente
rapido, per il rilevamento della presenza/assenza dei patogeni €
un'esigenza sempre piu forte in ambito ambientale, e per le risorse
destinate al consumo umano.

La realizzazione e messa a punto un dispositivo di DNA microarray € una

risposta ai limiti delle tecniche tradizionali utilizzate-fire-a-guesto-amento

per il riconoscimento degli agenti patogeni.




Faclility per la costruzione di microarray



La tecnologia del DNA microarray

Un DNA-chip o DNA microarray e definito come un supporto solido sul quale sono

immobilizzati migliaia di sequenze di geni differenti formando una matrice di

sequenze in due dimensioni.

Supporto solido: superficie in vetro funzionalizzato
Dim. Vetrino: 25 x 75 mm

Spots: fino a 80000

Dimametro spot: 100 micron

Ogni spot rappresenta un gene-organismo-proteina

Grazie alla facilities del laboratorio:
Possibilita di creare microarrays custom

Possibilita di testare fino a 12 diversi
campioni sullo stesso vetrino




La tecnologia del DNA microarray

II Chip viene esposto alla soluzione contenente un ipotetico campione di
Interesse.

*Se nel campione e presente un DNA complementare alla sonda depositata
sul chip avra luogo I’ ibridazione.

* Il campione in eccesso non legato viene lavato via.



Incremento della sensibilita” mediante
'uso di naasnomeatited kel lunmmessesriticd
silice come marcatori per DNA

mirgatray
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& OFt (APTES)

Aggiunta di diverse { - Alexa Fluor® 555, 647
specie luminescenti - Eu(NO,),, Eu(acac) ,

Produzione di diversi grammi di particelle di silice
luminescenti a basso costo in tempi rapidi
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Fluorescence (arb. units)
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Fluorescence (arb. units)
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Conclusioni e prospettive

La sintesi e flunzonsdiizzzzzonee sopediticike di naaoopdidele |Uommesseatiti di sikdee
contenenti flilooobdoiri € sktda atiimizzaiz. Si tradda di wn poessso seenpbiies, enomMoINITD €
veloce [par ottenere diixerssi gyeammmi dii ppoddittio inm pocicde ore.

Un prototipo di DRENA microarray blagsabo sulll'utiizzzo dii neaoppertetde di sisdece cmorteerestiti
fluorofori cooree Mencationi € stédto nesrlizzatto aitteredio wn litmide di riveéabitita di 20 pdivi, wm
ordine dii grandezza inferiore alla tecnica tradizionale basata sui fluorofori liberi .
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particelle comézreatiti téeree nane (Misure a teanpm nittndiEtm, WTOoIVeESSIoT))
applicazione dedide mamoparticele |Uonmasseatiti ad alaltri canmpi come illbio-inagigog
aggiunta di pprppaeta nmultififunzeoowdili alédle nanoparticelle (fraggegssmp, ddogg ks lxemy)
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