
Allo stesso modo, in Tabella Il è riportato l'elenco delle specie identificate riferite
alle colarne atipiche (rosse-rosa) cresciute sul substrato m-Endo. La percentuale calcolata
per ciascuna specie è riportata in Tabella 12. In questo caso si evidenzia che il 50% dei
generi identificati appartengono alla famiglia delle Enterobacteriaceae, l'altro 50% fa
parte della famiglia delle Vibrionaceae e delle Pseudomonadaceae.

TI 70% delle colarne rosse-rosa isolate dal substrato m-Endo non sono quindi
microrgarùsmi del gruppo dei classici enterobatteri, bensi sono batteri ambientali, spesso
autoctOIÙ dell'ambiente marino (es. Vibrio).

Per quanto riguarda le colarne selezionate sul substrato C-EC relativamente a quelle
tipiche verdi-blu, i risultati ottenuti dall'identificazione sono riportati in Tabella 13. La
percentuale calcolata per ciascuna specie identificata è riportata nella Tabella 14.

Tra le specie isolate, appartenenti alla famiglia delle Enterobacteriaceae, prevale
con una percentuale del 24,6%, Klebsiella pneumoniae, seguita da Citrobacter freundii
(19,7%) ed Enterobacter cloacae (18,0%), microrgarùsmi inclusi nel gruppo dei
coliformi.

Nella Tabella 15 sono riportati i risultati delle prove di identificazione biochimica
effettuate sulle colarne verdi-blu fluorescenti selezionate ed isolate sul substrato C-ECo I
valori percentuali ottenuti per ciascuna specie identificata sono riassunti nella Tabella 16.
La specie identificata in percentuale più elevata è Escherichia coli con il 77,0% degli
isolati; tuttavia tra le colarne identificate sono stati anche messi in evidenza microrgarnsmi
appartenenti al genere Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter.

Nella Tabella 17 sono riportati i valori numerici e le percentuali calcolate
relativamente a tutte le colarne identificate sui due terrern colturali utilizzati. La distinzione
tra le colarne identificate è presentata in base alla diversa appartenenza al gruppo delle
Enterobacteriaceae, che comprende i coliformi, ovvero al gruppo delle non
Enterobacteriaceae che comprende le Vibrionaceae (Vibrio ed Aeromonas) e le
Pseudomonadaceae (Pseudomonas).

In base ai risultati ottenuti il substrato C-EC si è dimosU'ato altamente specifico per
la ricerca delle Enterobacteriaceae, a differenza del substrato m-Endo su cui, le colarne
atipiche (rosse-rosa) sono in alta percentuale (82%) rappresentate da microrgaIÙsmi
diversi da quelli del gruppo delle Enterobacteriaceae; anche quelle tipiche (rosse con
riflesso verde-metallico) sono costituite, per 1'1,5%, da microrgaIÙsmi diversi da quelli
ricercati.

l confronti dei risultati delle prove di identificazione di tutte le colarne selezionate,
calcolati con il test del x2 con la correzione di Yates, considerando come riferimento i
microrganismi appartenenti alla famiglia delle Enterobacteriaceae hanno messo in
evidenza che:
a) Sul terreno C-EC i microrg.1rnsmi che hanno formato colarne verdi-blu fluorescenti
appartenevano per il 100% alle Enterobacteriaceae, rispetto al numero dei microrganismi
cresciuti come colarne rosse con riflesso verde-metallico sul terreno m-Endo (98%
Enterobacleriaceae); tuttavia la differenza tra i risultati ottenuti non è statisticamente
significativa;
b) Sul terreno C-EC, i microrgarùsmi che hanno formato colarne verdi-blu appartengono
per il 100% alle Enterobacleriaceae, rispetto al numero dei microrgarùsmi cresciuti come
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Tabella t l. - Risultati delle prove di identificazione biochimica delle colonie rosse-rosa iso/ate dal
terreno m-Endo Agar.

Nwnero prelievo Nwnero colonie Specie
identificale

l Hafnia alvei
1 Aeromonas hydrophi/a

2 1 Aeromonas hydrophila
3 I Aeromonas hydrophila

1 Pseudomonas putida
1 Enterobac/er aerogenes
1 Pseudomonas eepacea

4 2 Aeromonas hydrophila
1 Escherichia hennanii
l .4eromonas sa/monicida

5 I Escherichia coli
l Enterohacter aerogenes
1 Pseudomonas putida
l Aeromonas hydrophila
l A·forganel1a morganii

6 1 Pseudomonas aeruginosa
l Vibrio damse/a

7 l Escherichia coli
1 klebsiella oxyloca
2 Aeromonas h.vdrophila
1 Vibriofluvialis
1 Pseudomonas eepacea

8 l Aeromonas hydrophila
9 I Aeromonas salmonicida

I Vibrio algynoliticus
1 Citrobacter freundii
l K/ebsiella pneumoniae

lO 2 Aeromonas hydrophi/a
11 Vibrio fiuvialis

Pseudomonas versicu/aris
Hajilia alvei

12 Aeromonas hydrophila

(Continua)



Tabella 11. - (Segue).

Numero prelievo Numero colonie Specie
identificate

i3 l Aeromonas hydrophifa
l Vibrio f1.uvialis
l Proteus vu/garis
1 Pseudomonas putida
1 Serratio spp.

14 I Escherichia coli
1 KJebsie/la pneumoniae
2 Aeromonas hydrophila
l Vibrio parahaemo/yticus
l Pseudomonascepacea

15 2 Aeromonas sabnonicida
l Vibrio 'olgynoliticus
l Cifrobacler freundii

16 l Vibrio fluvialis
i Pseudomonas spp.
1 Proteus mirabi/is

17 l Aeromonas sabnonicida
i8 2 Aeromonas hydrophila
i9 I Escherichia coli

1 Morgane//a morgan/i

2 Aeromonas hydrophi/a
l Vibrio damsela
l Pseudomonas aeruginosa

20 1 Aeromonas hydrophila
l Vibrio melschnikovii
l Pseudomonas pulida
1 Enterobacrer agg/omerans

--



Tabella 12. -Percentuali sul totale delle specie identificate relative alle colonie rosse-rosa isolate dal
terreno m-Endo Agar.

Specie

Hafnia alvei
Aeromonas hydrophi/a
Aeromonas sabnonicida
Pseudomonas putida
Pseudomonas cepacea
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas versicularis
Pseudomonas spp.
Enterobacter aerogenes
Enterobacter agglomerans
Escherichia hermanii
Escherichia coli
,Uorganel1a morganii
Vibrio damsela
Vibriofluvialis
Vibrio a/gynoliticus
Vibrio parahaemolyticus
Vibrio metschnikovii
KlebsieJJa oxytoca
Klebsiel/a pneumoniae
Citrobacterfreundii
Proteus vulgaris
Proteus mirabilis
Serratia spp.
Totale

Nurnero colonie
identificale

2
20
5
4
3
2
l
l
2
l
l
4
2
2
4
2

2
2
l
l
l

66

% sul totale delle
colonie identificate

3,03%
30,30 %
7,57%
6,06%
4,54%
3,03%
l,51 %
l,51 %
3,03%
l,51 %
l,51 %

6,06%
3,03%
3,03%
6,06%
3,03%
l,51 %
l,51 0,fo

l,51 %
3,03%
3,03%
l,51 °/0
l,51 %

l,51 %
100%



Tabella 13. -Risultati de/leprove di identificazione biochimica del/e colonie verdi-blu isolale dai
terreno C-EC Agar.

Nurneto ptelievo Nurneto colonie Specie
identificale

l l Enlerobacler aggJomerans
2 l Klebsiel/a pneumoniae

l Cilrobacter diversus
3 2 KJebsiella pneumoniae

I Erllerobacter eloacae
l Cilrobac/er freundii

4 2 Klebsiella oxytoca
l KJebsie/la pneumoniae
l Hafnia alvei

5 l Hafnia alvei
l Enlerobacler eloacae
l Proteus vu/garis
l K/ebsiella pneumoniae

6 2 Cilrobacler freundii
7 I Serralia marcescens

2 Enlerobacter eloacae
l K/ebsiella pneumoniae

8 l Citrobacter freundii
l Enterobacter agglomerans

9 2 K/ebsiella pneumoniae
2 Citrobacter freundii

lO O
Il l Escherichia coli

2 Enterobacter cJoacae
2 Klebsie/la pneumoniae

12 l Enterobacter eloacae
13 l Aforgane//a morganii

2 Cilrobacter diversus
14 2 K/ehsieJJa pneumoniae

2 Ci/robacler freundii
15 2 Klebsiella pneumoniae

2 Enterobacrer aerogenes
l Cilrobacter freundii

,Continua)
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Tabella 13. - (Segue).

Numero prelievo

16
17

18

19

20

Nwnero colonie
identificale

2
l
l
l
l
I
2
l
l
2
I
l
2

Specie

Enterobacter aerogenes
Enterobacter cloacae
Citrobacter freundii
Proteus vu/garis
Enterohacter cloacae
Enterohacter saJcazaldj
KJebsiel1a oxytoca
Enterobacter c10acae
Citrobacter freundij
Serralia marCf3cens

Enterobac/er cloacae
Enierobac/er saJcazakii
Klebsie/la oxyloca

Tabella 14. - Percentuale sul totale de/le specie identificate relatille al/e colonie verdi-blu isolate dal
terreno C-EC Agar.

Specie

Enterobacter agg/omerans
Enterobacter c/oacae
Enterobac/er aerogenes
Enterohacter sakazakii
Klebsiella pneumoflioe
KlebsieOa oxytoca
Ci/roboc/er diversus
Citrobacter freundii
Haftzia alvei
Pro/eus vu/garis
Serra/ia marcescens
Escherichia coli
A,forganella morganii

Totale

NlUllero colonie
identificale

2
li
4
l

15
4
3
12
2
2
3
l
l

61

% sullotale delle
colonie identificate

3,28%
18,03 %
6,55 %
1,64%

24,60 %

6,55%
4,92%
19,67%
3,28 %

3,28%
4,92%
1,64%
1,64%
100%
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Tabella 15. - Risultati delle prove di identificazione biochimica delle colonie verdi-blu fluo"'?~:.~,=

isolate dal tefTeno C-EC Agar.

Numero prelievo Numero colonie Specie
identificate

l Escherichia coli
2 2 Escherichia coli
3 3 Escherichia coli

l Escherichia hennanii
4 4 Escherichia coli
5 3 Escherichia coli

l Klebsiella pneumoniae
6 2 Escherichia coli
7 2 Escherichia coli

2 Klebsiella pneumoniae
8 2 Escherichia coli
9 4 Escherichia coli

l Escherichia hennanij
lO O
11 2 Escherichia coli

1 Enterobacter c!oacae
1 Citrobacterfreundii

12 l Escherichia coli
13 3 Escherichia coli
14 3 Escherichia coli

l Escherichia hermanii
15 4 Escherichia coli

l Klebsiella pneumoniae
16 2 Escherichia coli
17 3 Escherichia coli
18 l Escherichia coli
19 3 Escherichia coli

l Klebsiella pneumoniae
20 2 Escherichia coli

l Klebsiella pneumoniae
l Enterobacter cloacae



31

TabeUa 16. -Percentuali sul totale delle specie identificate relative alle colonie verdi-blujluoresceflti
isolate dal terreno C-EC Agar.

Specie

Escherichia coli
Escherichia hermanii
K/ebsiella pneumoniae
Enterobacter cloacae
Citrobacter freundii
Non identificate
Totale

Numero colonie
identificate

47
3
6
2
l
2

61

% sul totale delle
colonie identificate

77,05 %

4,92 %
9,84%
3,20%
1,64%
3,28 %
100%

TabeUa 17. - Valori riassuntivi deile prove di identificazione ottenute per le diverse tipoJogie di
colonie isolate dai due terreni utilizzati.

Morfologia Enterobatt. 'lo non Enterobatt. % Totale
colonie colonie

Terreno C-EC Agar

V-8-Fluo 61 100% O 61
V-8 61 100% O 61

Terreno m-Endo Agar

Rosso-me!. 64 98,50% l 1,50% 65
Rosso-rosa 12 18,20% 54 82% 66

Enterobatt. ~ Enterobatteriacee
non Enterobatt. = Organismi non appartenenti alle Enterobatteriacee
V-8-Fluo ~ Colonie verdi-blu fluorescenti
V-8 = Colonie verdi-blu
Rosso-met. = Colonie rosse con riflessi verde-metallico



colonie:, rosse-metalliche sul terreno m-Endo (9il'J,o Emerobacleriacea<-); l", diffL.-renzr In i
risultati ottenuti non è statisticameme significalivll;
c) Sul terreno C-EC, i microrganismi ch" hanno fonnatlJ colonie verdi-blu fluorcscenf
appartenevano per il 100% alle Enterobact('riaccac, rispetto al numero dci microrganismi
cresciuti come colonie rosse-ros~ su! ten'eno m-Endo (18% Enterobaclcriaccae); I"'
differenza tra i risultati otlenuti è statisticamente significativa;
d) Sul terreno C-EC, i microrganismi che hanno fonnato colonie verdi-blu appartengono
per il 100% alle Enterobacteriaceae, rispetto al numero dci miCTOrganismi cresciuti come
colonie rosse-rosa (18% Entcrobacteriaccae), la differenza tra i risultati ottenuti è
statisticamente significativa

Vengono riportati anche i valori numerici e percentuali calcolati sui risultati delle
identificazioni, ottenuti rispetto alla sola individuazione della specie di Escherichia cab
(Tabella 18). La specie ricercata è stata identificata, come d'altronde era atteso, in
percentuale più elevata, nel 77% dei cas~ tra le colonie selezionate sul subslrato C-EC
con la caratteristica fluorescenza. Tuttavia, circa nel 20% dei casi, le stesse colonie hanno
fornito dati falsi positivi (FP), dovuti probabilmente ad una diffusione della fluorescenza
nella piastra di isolamento, che ha interessato anche colonie non fluorescenti, ovvero alla
sovrapposizione di colonie di specie diverse.

In Tabella 19 sono stati riportati i risultati delle identificazioni delle colonie verdi-blu
fluorescenti isolate dal substrato C-EC utilizzato per l'analisi di 11 campioni di acqua di
mare prelevati hmgo le coste tirreniche. Per la selezione delle colonie è stalo seguito lo
stesso schema riferito per le colonie isolate dai campionamenti effettuati lungo le coste
adriatiche.

n substrato utilizzato in qm:sto caso è stato il C-EC Agar, sul quale sono state
individuate ed isolate 30 colonie verdi-blu fluorescenti. I risultati riportati in Tabella 19
evidenziano che su di un totale di 29 colonie identificate (una è risultata non identificata).
il 95% appartiene alla specie Escherichia coli e il 3,4% (una colonia) è prodotta da
Citrobacterfreundii.
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Tabella 18. -Risultati delle prove di identificazione, relativamente alla ricerca di Escherichia co/i,
considerando le qual/ra tipo/agie di colonie isolate dai due terreni utilizzati.

Morfologia
colonie

Escherichia coli % Non
Escherichia coli

%

V-B-Fluo
V-B

Rosse-rnet.

Rosse-rosa

Terreno C-EC Agar

47 (P) 77,05% 12 (FP) 19,60%
l (FN) 1,64% 60 (N) 98,36%

Terreno m-Endo Agar

28 (P) 43,08% 37 CFP) 56,92%
4 (FN) 6,06% 62 (N) 93,94%

V-B-Fluo ~ colonie verdi-blu fluorescenti
V-B = colonie verdi blu
Rosse-me!. = Colonie rosse con riflessi verde-metallico
p ~ Positivi
N = Negativi
FP = Falsi positivi
FN = Falsi negativi



TabeU~ l ~. - Risulrari dellr prollf di ldrmtijica;;iont ddlc colonie ,,'crdi-b/u flu.orescenti isolate da!
terreno C-EC Aror. L'analisi e stata ~ttuatasui campioni di acqua di mare prrlel'ati
/ungo le coste tirreniche.

Numero prelievo

l

2
3
4
5
6
7

8
9
lO
Il

Tal

Numero colonie
identificate

8
1
l
3
2
2
4
l
2
3
2
I

30

Specie

Escherichia coli
Non identificato
Citrobacter freundii
Escherichia coli
Escherichia colt
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
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DISCUSSIONE

Gli organismi àppartenenti al gruppo dei coliformi totali sono ancora considerati,
nell'ambito della legislazione europea e di conseguenza in quella italiana, come un punto
di riferimento per la valutazione della qualità delle acque. Tuttavia, in relazione alla
modifica attua1mente in corso della Direttiva europea sulla determinazione della qualità
delle acque di balneazione, che comporterà anche un aggiornamento delle metodologie di
analis~ è risultato opportuno procedere ad una valutazione qualitativa e quantitativa di due
substrati colturali per la ricerca dei coliformi totali e di Escherichia coli, quest'ultimo
come parametro che si intende introdurre con la nuova direttiva.

Recentemente il Ministero della Sanità, in collaborazione con l'Istituto Superiore di
Sanità, ha inviato agli operatori degli organi periferici (pPMMPP, UUSSLL) un
questionario relativo ai metodi analitici per la ricerca dei coliformi totali nelle acque di
balneazione.

Dall'elaborazione delle risposte è emerso un quadro piuttosto uniforme da cui risulta
che 1'85% dei laboratori utilizza il metodo della filtrazione su membrana, contro il 15%
che impiega quello dei tubi multipli. Tuttavia solo il 5% degli operatori adibiti ai controlli
considera questa tecnica applicabile, di routine, all'analisi microbiologica delle acque per
la ricerca dei coliformi totali.

Per quanto riguarda il metodo della filtrazione su membrana, risultano evidenti i
limiti del terreno m-Endo, substrato indicato nelle norme tecniche della legislazione. In
quasi tutti i laboratori interpellati la lettura dei risultati viene effettuata considerando sia le
colonie rosse, sia quelle con riflesso verde-metallico. La scarsa selettività del substrato e le
difficoltà di interpretazione dei risultati costringe il 76% dei laboratori ad effettuare prove
biochimiche di conferma sulle colonie dubbie, generalmente quelle rosse senza riflesso
verde-metallico. Nel 30% dei casi si giunge anche alla identificazione a livello di specie,
dei microrganismi isolati, utilizzando microkit di prove biochimiche.

Dalle esperienze maturate e da quelle di coloro che hanno risposto al questionario
appare chiaro che il terreno m-Endo non è un substrato idoneo per il rilevamento dei
coliformi totali, sia per quanto riguarda l'isolamento dei microrganismi ricercati, sia per le
difficoltà che si manifestano nella lettura dei risultati.

I risultati ottenuti dall'analisi dei campioni di acque marine, prelevati lungo le coste
del mare Adriatico, hanno e"idenziato che dal punto di vista quantitativo, i due substrati
utilizzati nella presente ricerca, ad una prima valutazione sono comparabili. Infa~

sebbene il substrato C-EC abbia fornito conte più alte (33% in più) rispetto all'm-Endo, la
correlazione tra i risultati ottenuti dalla conta delle colonie tipiche su ciascuno dei due
terreni si appresta all'unità (coefficiente di Pearson = 0,97; vedi Tabella 6).

Difficoltà nella identificazione delle colonie tipiche e quindi nell'interpretazione dei
risultati delle analisi effettuate per la ricerca dei coliformi totali sul substrato m-Endo sono
state più volte e ripetutamente segnalate.

Oltretutto ulteriori problemi nascono proprio dalle norme tecniche indicate nella
normativa italiana. Infatti, mentre la normativa relativa al controllo della qualità delle
acque di balneazione (D.P.R. n. 470/82) stabilisce che sull'm-Endo i coliformi totali
devono apparire come "colonie rosse con riflesso verde-metallico", la normativa relativa al
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controllo della qualità delle acque destinate al consumo umano (D,P,R. n, 236/88)
stabilisce che gli stessi microrganismi siano individuati, sullo stesso terreno colturale,
come "colonie rosse",

Gli Standard Methods (APHA,1992) riportano che i coliformi totali cresciuti sul
terreno m-Endo formano colonie tipiche rosse con riflesso verde-metal1ico "typical, pink
to dark red with a green metal1ic surface sheen",

Dai risultati ottenuti dalla nostra ricerca è stato verificato che, nei campioni di acqua
di mare analiznlti, le colonie rosse-rosa (atipiche) erano fonnate per il 70% da
microrganismi diversi dai coliformi (Tabella 11 e Tabella 12), Infatti solo il 30% degli
organismi isolati apparteneva alla famiglia delle Enterobacteriaceae, mentre il restante
70010 era costituito da microrganismi inclusi nei generi Vibrio, Aeromonas e
Pseudomonas,

Risultati analoglù sono stati riportati da diversi Autori (Bonadonna & Villa, 1993;
Bonadonna, 1994; Di Girolamo, 1992; Manupella et al" 1992),

Difficile resta, comunque, l'individuazione della morfologia tipica delle colonie di
coliformi, Infatti, anche nel corso della presente ricerca, in alcuni casi è risultato
indaginoso il riconoscimento della tipica lucentezza metal1ica; colonie selezionate ed
isolate, ma che erano classificate come "dubbie" a causa della poco chiara tipologia,
spesso si sono rivelate appartenenti al genere Enterobacter, Tuttavia, proprio per la
difficoltà nel riconoscimento della morfologia, è possibile che colonie fonnate da questo
microrganismo possano sfuggire all'individuazione e non essere quindi comprese nel
conteggio totale dei coliformi,

Nel tentativo di ridurre gli inconvenienti legati all'uso del terreno m-Endo per la
ricerca dei coliformi totali nelle acque, si potrebbero usare alcuni accorgimenti tecnici che
potrebbero facilitare, almeno in parte, la lettura dei risultati, TI terreno m-Endo andrebbe
preparato al momento dell'uso riscaldandolo a bagnomaria per pochi minuti. ma
verificando con attenzione che tutti gli ingredienti si siano disciolti, Inoltre, dovrebbe
essere mantenuto al riparo dalla luce, sia dopo la preparazione, sia fino al momento della
lettura dei risultati.

TI confronto effettuato tra i risultati delle identificazioni delle colonie tipiche isolate
su ciascuno dei due terreni utilizzati ha messo in evidenza che il substrato cromogeno (C
EC) è in grado di selezionare esclusivamente, come colonie tipiche verdi-blu, i
microrganismi appartenenti alla famiglia delle Enterobacteriaceae (100% delle colonie
isolate ed identificate), Analogamente, anche il terreno di più vecchia fonnulazione (m
Endo) permette la crescita, relativamente alle colonie tipiche, degli organismi appartenenti
alla famiglia delle Enterobacteriaceae (98% delle colonie isolate ed identificate),

Diversi sono, invece, i risultati se si considerano anche le colonie rosse-rosa sull'm
Endo che sono rappresentate da coliforrni solo nel 18% dei casi,

Per quanto riguarda la ricerca di Escherichia coli, risultati diversi sono stati ottenuti
dal confronto effettuato utilizzando il substrato cromogeno C-EC per l'analisi dei
campioni di acqua di mare prelevati lungo l'Adriatico e lungo il Tirreno,

Dai risultati delle identificazioni delle colonie tipiche (verdi-blu fluorescenti), nel
caso dei campioni prelevati in Adriatico, solo il 77% delle colonie è risultato appartenere
alla specie Escherichia coli, con alcuni falsi positivi (20%), Nel caso dell'analisi dei
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campioni prelevati nel Tirreno, solo una colonia su 29 identificate è risultata non essere
formata da Escherichia coli.

E' probabile che ,i sia verificato il caso che la fluorescenza, caratteristica che
contraddistingue Esc~erichia coli dai coliforrni sul substrato cromogeno, si sia diffusa sul
terreno colturale contribuendo a confondere il risultato della lettura. Per ovviare a questi
inconveIÙenti, a differenza di quanto indicato dai produttori del terreno colturale, è
consigliabile effettuare la letrura dei risultati delle analisi dopo 18-20 ore di incubazione
dei campioni. Si evita cosi che, con il passare del tempo, la fluorescenza diffonda alle
colonie contigue dalle colonie con questa caratteristica.
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CONCLUSIONI

In fase di recepimento della Direttiva Europea, la legislazione italiana, anche sulla
base di valutazioni tecniche, dovrà fornire le metodologie analitiche per il controllo delle
acque di balneazione, nel pieno rispetto delle indicazioni presenti nella direttiva stessa.

La scelta di un metodo di aruilisi comporta una serie di considerazioni che
comprendono, oltre ad una valutazione strettamente tecnico-scientifica, anche una
valutazione dei costi relativi al suo utilizzo.

Onnai da una decina di anni, si stanno affermando, per il rilevamento dei colifonni,
metodi di analisi più rapidi e specifici (Bonadonna & Volterra, 1992; Covert et al., 1989).
Si tratta di metodiche che utilizzano substrati diversi da quelli tradizionali, modificati con
l'aggiunta di composti cromogeni e fluorogeni e che si basano sullo sfruttamento di attività
enzimatiche specifiche. I dati riportati in letteratura sembrano confermare, da parte di
questi substrati alternativi, una maggiore efficienza, selettività e specificità rispetto a quelli
tradizionali (Augoustinos et al., 1993).

Confronti tra il terreno classico (m-Endo) e quello a base di cromogeno, effcttuati
su acque a diverso grado di contaminazione (Bonadonna & Villa, 1993), permettono di
considerare la possibilità che i substrati di più recente formulazione possano costituire una
alternativa interessante per la ricerca dei colifonni totali nelle acque. In questo ambito si
può anche osservare che l'uso di questi substrati potrebbe risultare vantaggioso nel limitare
i costi aggiuntivi necessari ad effettuare prove di conferma o di identificazionc delle
colonie sospette, nonché nel ridurre i tempi di esecuzione e risposta delle analisi.

I risultati ottenuti nella presente ricerca confermano l'alta specificità del substrato
cromogeno che produce colonie tipiche (verdi-blu) ben distinguibili per i colifonni totali.

E' probabile, d'altra parte, che anche rispetto agli indicatori "colifonni t"cali" questo
substrato possa essere utilizzato con vantaggio.

Una certa difficoltà nella lettura dei risultati è stata invece riscontrata per la ricerca
di Escherichia coli su questo terreno; tuttavia la soluzione a questo inconveniente può
essere fornita riducendo i tempi di incubazione dei campioni analizzati.

n substrato m-Endo, ancora utilizzato per legge nei controili delle acque, si è
rivelato sì specifico, ma limitatamente alle colonie tipiche (rosse con riflesso verde
metallico). n conteggio delle colonie rosse-rosa (atipiche) comporta errori di valutazione
per l'alta frequenza di colonie non appartenenti al gruppo dei colifonni. L'eventuale
selezione delle colonie dubbie, d'altra parte, implica lo svolgimento di prove di conferma e
di identificazione con aggravio dei costi delle analisi e l'allungamento dei tempi di risposta.

L'uso di procedure più rapide e precise, che permettano invece di ottenere risultati
più attendibili e in minor tempo, costituisce un fattore fondamentale quando da un
controllo dipende una decisione di intervento ambientale, soprattutto se di intercsse
sanitario.
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