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Linear Regression for Data1_B:
Y = A + B * X

Parameter Value Error
------------------------------------------------------------
A 6.56502E-8 5.39117E-7
B 8.87796E-7 2.12014E-8
------------------------------------------------------------

R SD N P
------------------------------------------------------------
0.99773 9.80689E-7 10 <0.0001
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4 3� 0 53 E�EH×43 0H 3�JJ: 3�/H

/ 3�0 /3 4�D: ×43 0: 3�JJ/ 3�35

1 3�0 /3 /�E: ×43 0H 3�JJD 3�/H

D 3�0 53 E�51 ×43 0H 3�JJH 3�1J

5 3�0 53 J�45 ×43 0H 3�JJ5 3�/5
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Ricerca e monitoraggio di agenti Ricerca e monitoraggio di agenti 
biologici enterici in liquami di biologici enterici in liquami di 

impianti di depurazioneimpianti di depurazione

���������	��
	
��
�

impianti di depurazioneimpianti di depurazione



Il trattamento delle acque reflueIl trattamento delle acque reflue
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Principali microorganismi indicatori per inquinamento di tipo Principali microorganismi indicatori per inquinamento di tipo 
microbiologico in acque superficialimicrobiologico in acque superficiali

Nella realtà analitica per accertare la qualità 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
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Principali tecniche di analisi per l’identificazione e la Principali tecniche di analisi per l’identificazione e la 
caratterizzazione dei microorganismicaratterizzazione dei microorganismi
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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
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Esempio di analisi batteriologica di controlloEsempio 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 è il parametro previsto dalla norm ativa vigente come 
indicatore di inquinamento fecale. Non è però previsto un limite 
restrittivo nel refluo finale. Normalmente il processo comporta una riduzione 
di circa 3 unità log. 

Un impianto è 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 
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Il ProgettoIl Progetto

Provincia Autonoma di Trento – Agenzia per la depurazione

Università degli Studi di Pisa
Laboratorio di Igiene e CIVEN-NanoFab
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Laboratorio di Igiene e 
Virologia Ambientale

Obiettivo generale del progetto è 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
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La disponibilità di un sistema di rilevazione efficace e sufficientemente
rapido, per il rilevamento della presenza/assenza dei patogeni è
un’esigenza sempre più forte in ambito ambientale, e per le risorse
destinate al consumo umano.

La realizzazione e messa a punto un dispositivo di DNA microarray è una
risposta ai limiti delle tecniche tradizionali utilizzate fino a questo momento
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risposta ai limiti delle tecniche tradizionali utilizzate fino a questo momento
per il riconoscimento degli agenti patogeni.
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FacilityFacility per la costruzione di per la costruzione di microarraymicroarray
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Un DNA-chip o DNA microarray è 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

La tecnologia del DNA La tecnologia del DNA microarraymicroarray

���������	��
	
��
�

� Spots: fino a 80000

� Dimametro spot: 100 micron

� Ogni spot rappresenta un gene-organismo-proteina

Grazie alla facilities del laboratorio:

� Possibilità di creare microarrays custom

� Possibilità di testare fino a 12 diversi
campioni sullo stesso vetrino
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La tecnologia del DNA microarrayLa tecnologia del DNA microarray
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� Il Chip viene  esposto  alla soluzione contenente  un ipotetico campione di 
interesse.

•Se nel campione è presente un DNA complementare alla sonda depositata  
sul chip avrà luogo l’ ibridazione.

• Il campione in eccesso non legato viene lavato via.



Incremento della sensibilita` mediante Incremento della sensibilita` mediante 
l’uso di l’uso di nanoparticelle luminescenti di nanoparticelle luminescenti di 

silice come marcatori per DNA silice come marcatori per DNA 
microarraymicroarray
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OEt Si SiOEtOH

Aggiunta di diverse 
specie luminescenti

O O O
O

Si Si

H2N
H2N

O

SiO2

(APTES)

Si
OEt

EtO

- Alexa Fluor® 555, 647

- Eu(NO3)3 , Eu(acac) 3

SiO2

Produzione di diversi grammi di particelle di silice 
luminescenti a basso costo in tempi rapidi
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�� LaLa sintesisintesi ee funzionalizzazionefunzionalizzazione superficialesuperficiale didi nanoparticellenanoparticelle luminescentiluminescenti didi silicesilice
contenenticontenenti fluoroforifluorofori èè statastata ottimizzataottimizzata.. SiSi trattatratta didi unun processoprocesso semplice,semplice, economicoeconomico ee
veloceveloce perper ottenereottenere diversidiversi grammigrammi didi prodottoprodotto inin pochepoche oreore..

�� UnUn prototipoprototipo didi DNADNA microarraymicroarray basatobasato sullsull’’utilizzoutilizzo didi nanoparticellenanoparticelle didi silicesilice contenenticontenenti
fluoroforifluorofori comecome marcatorimarcatori èè statostato realizzatorealizzato ottenendoottenendo unun limitelimite didi rivelabilitrivelabilitàà didi 2020 pM,pM, unun
ordineordine didi grandezzagrandezza inferioreinferiore allaalla tecnicatecnica tradizionaletradizionale basatabasata suisui fluoroforifluorofori liberiliberi ..

Conclusioni e prospettiveConclusioni e prospettive
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ordineordine didi grandezzagrandezza inferioreinferiore allaalla tecnicatecnica tradizionaletradizionale basatabasata suisui fluoroforifluorofori liberiliberi ..

�� AttivitAttivitàà futurefuture potrannopotranno essereessere sviluppatesviluppate sullesulle seguentiseguenti tematichetematiche::
�� riduzioneriduzione dimensionaledimensionale delledelle particelleparticelle
�� utilizzoutilizzo deidei nuovinuovi marcatorimarcatori inin campocampo clinicoclinico
�� ottimizzazioneottimizzazione delledelle strategiestrategie didi rilevazionerilevazione alternativealternative perper usareusare efficacementeefficacemente lele

particelleparticelle contenenticontenenti terreterre rarerare (misure(misure aa tempotempo ritardato,ritardato, upconversion)upconversion)
�� applicazioneapplicazione delledelle nanoparticellenanoparticelle luminescentiluminescenti adad altrialtri campicampi comecome ilil biobio--imagingimaging
�� aggiuntaaggiunta didi proprietproprietàà multifunzionalimultifunzionali allealle nanoparticellenanoparticelle (magnetismo,(magnetismo, drugdrug delivery)delivery)
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