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IL SIGNIFICATO DELLA RICERCA DEI VIRUS IN MATRICI AMBIENTALI 

L. VOLTERRA, Istituto Superiore di Sanità, Roma 

D programma per la ricerca degli enterovirus avviato sul territorio nazionale ed 
indirizzato prioritariamente alle acque di balneazione ha prodotto effetti positivi che si 
possono riassumere nella: 
l. semibilizzazione delle amministrazioni regionali; 
2. formazione cu\turale e professionale degli operatori periferici; 
3. migliore conosceoza delle realtà ambientale per quanto attiene questo specifico 
parametro recepito daDa nonnativa italiana con il DPR 470182 ed il DL n• 155 del 
14/5/1988. 

La proposizione di un protocollo operativo comprendente la fuse del 
prelievo/tratta del campione, nonchè della metodica ,analitica, ha gettato le basi 
per una comparabilità .dei risultati. Prove di laboratorio eseguite in condizioni 
controllate hanno validato le tecniche fissate. Controlli di campo fàtti direttamente 
dall'Istituto Superiore di Sanità o in collaborazione con altre unità sono stati vtilizzati 
per verificare l'applicabilità del metodo, per evidenziare eventuali dillicoltà, per 
conoscere la dimensione del problema ambientale relativo alla diflùsione degli 
enterovirua 

Le prime campagne di rilevamento hanno dimostrato spesso la mancan,.. di 
correlazione tra enterovirus, da un lato, e focalizzazione ed eutrofizzazione dall'alito. 
Vuus erano rinvenibili in aree giudicabili idonee alla balneazione con colimetrie e 
streptococcometrie tendenti o eguali a zero. Fonne viiali non erano spesso isolabili in 
tratti di mare a1fetti da fioriture alpli in atto. Accertamenti aJfettuati sul tipo di forme 
viiali sviluppate sui monostrati oellulari hanno dimostrato come sia più ricorrente 
l'isolamento di virus enterici piuttosto che quello di "enterovirus • come prescritto dalla 
normativa. Si poneva, cosi. l'mterrogativo di quale significato sanitario attribuire ai 
rittovamenti ed alle richieste di lego. . 

Poicbè gli enterovirus claasici: polio, ecbo e coxsackievirus, pur ritrovati in 
acque potabilizzate, non risulta abbiano indotto patologie manifeote nei consumatori, 
sia per le basse dosi MP•uribili con l'acqua da bere, sia per l'alto grado di copertura 
immunitaria delle popolazione esposta, si è concluso che la presenza di queste 
specilicbe patticelle viiali assolva il ruolo più di "indicatore• di qualità che quello di 
rischio reale. Tuttavia osiate la certezza che altri virus più genericamente "enterici" 
abbiano una ri1evanza fondamentale nella diflùsione di patologie più o meno gravi che 
vanno dall'epatite infettiva alle generiche gastroenteriti. Non si può, quindi, non 
attnbuire a queste ultime partieelle viiali un ruolo infettivo ed una virulenza spinta 
basata su un rapporto risposta/dose che prevede l'assunzione di piccoli muneri di virus. 

Del resto le attuali metodiche di analisi, se si limitassero al rilevamento 
dell'effetto citopatico sui monostrati cellulari non sarebbero in grado di discriminare le 
particelle coltivabili in enterovirus ed in virus enterici. 
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D p8SS8ggi'> biologico su cellule non è in snulo di esçludere nemmeno che altri 
virus di origine animale siano in grado di infettare e di crescere all'interno delle strutture 
citoplasmatiche. 

· Un campione ambientale può contenere una miscela di inquinanti vinùi, ciascuno 
con una vinùenza specifica nei confronti del substrato colturale fornito, vinùenza che 
potrebbe essere anche potenziata o attutita da fattori chimici, fisici e biologici . che 
ciascun virus ha, per caso, 'subitQ" spazio-tempondmente nell'ambiente in cui si è 
venu!Q a trovaJe. Ciò compot'la che nell' ambito dell'arricchimento su monostmo 
cellulare· tra le varie fomte preaenti qualcuna sopravanzi le altre nascondendo queste 
ultime ad un successivo rilevamento anche basato su tecniche di biologia molecolare. 
Allo stato attuale, infatti, tali metodologie volte ad accertare che tipo di virus è stato 
isolato o si è, successivamente, sviluppall> su un tappeto cellulare richiedono una 
quantità minima di virus pari a l oS TCIDSO. 

Quanto sopra serve a mitigare i risultati fino ad oggi ottenuti in queato settore 
della microbiologia_~e e a filr comprendere che ad essi non può ess«e attribuili> 
un valore "oggettivo' risolutivo dEi problemi che si pongono più propriamente gli 
igienisti. 

E' ipotizzabile che in futuro, grazie all'impiego di tecnolDgie sempre più sensibili 
e potenti non sia più necessario magnificare il ti!Qlo virale, ricom:odo al principio della 
infettività <'Allnlare, ma possa ess«e sufficiente operare direttaiÌiente sui concentrati 
grazie all'ampliticazione genomica. In linea teorica il futuro dovrebbe tendere a by­
passue il gradino della crescita su cellule e ad analizzare dnttameute gli .acidi nucleici 
eatraibili dalle unitt virali concentrate dal vo~.trattato. In quesll> futuro l'_analisi del 
rischio realelelfettivo potrà costituire la filosofia in base alla quale delinino criteri e 
atandanl di qualità. Questi potranno ess«e diatinti . in criteri e atandard di qualità 
igienica e criteri e stand•rd di qualità ambientale. I primi indicheianno il rischio di 
traamissione di patologie per l'uomo, i secoodi la preasione che tutte le forme viveoti 
esercitano su uno specifico ambieole natullle. 

Allo stato attuale il ritro.....-o di virua, aecondo le piocedure diaponibili, è 
espressione indiretta ddla possibile feca)jzzazionc umana o uimalc. 

Noo si può, infine, traacurare il oignificato che la presenza diffusa di virus anche 
non U111811i può avere in natura. Interrelazioni fino ad ora non atudiale tra queste 
parri<:elle ed altte forme di vita potrebbero rivelatsi importanti noo solo per 
comprendere fenomeni di collaasi improvvisi di popolazioni algali, di morie di specie 
animali, etc., ma anche per comprendere le potenzialità plaatiche di un ambiente in cui 
scambi di materiale genico potrebbero essere mutuati da prooessi di tJ:asfom)azione e di 
trasduzione. Lo studio della .componente virale che ba avuto inizialmente W. indirizzo 
sanitario potrebbe acquisire, cosi, un più genende significato ambientale. 
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SOPRAVVIVENZA DI VIRUS ENTERICI IN AMBIENTI DIVERSI 

A. M. PATI1 

Istituto di Igiene "G. Sanarelli" 
Università "La Sapienza" ROMA 

La reale estensione della contaminazione ambientale da virus 
enterici è fenomeno difficile da valutare: già nel 1971 Akin riteneva che 
potesse interessare approssimativamente il 36% di tutte le acque di 
superficie (1). Virus enterici si possono presumere oltre che in qualsiasi 
tipo di acqua possa essere contaminato da liquami umani, anche nei suoli 
ove i liquami sono dispersi per spandimento o utilizzati a scopo agricolo 
come tali o come fanghi di risulta. 

Il numero c i tipi di virus variano grandemente a seconda 
dell'incidenza delle infezioni virali enteriche nelle diverse popolazioni, 
dei livelli socio economici e sanitari della popolazione, dei criteri di 
smaltimento dei liquami, della stagione, delle piogge ecc. Il numero delle 
particelle virati isolate da acque di superficie da ricercatori di diversi 
paesi varia, anche a seconda delle tecniche utilizzate, da 0,1 a 620 
PFU/litro (2). Probabilmente si tratta sempre di sottostime dati i limiti 
che ancora esistono nella metodologia di recupero dei virus. 

Nell'ambiente idrico i virus sono comunque molto diluiti; d'altra 
parte bisogna tenere presente che, essendo esclusivamente dei patogeni, 
il loro numero non raggiunge mai, neppure nei liquami, quello degli 
indicatori batterici di contaminazione fecale. 

Si presuppone, infatti, una concentrazione media di particelle 
virali variabile da 10000 TCID 50/litro di liquame, secondo stime USA, a 
500000, secondo dati provenienti dal Sud Africa e da Israele (3); è logico 
quindi che nelle acque di superficie la concentrazione delle particelle 
virati sia di molto inferiore per effetto della diluizione. I virus, inoltre, 
non possono' moltiplicarsi nell'ambiente dato che sono parassiti 
endocellulari obbligati, dotati di specificità di ospite. 

Tuttavia la loro presenza in qualsiasi tipo di acqua destinato al 
consumo umano, ad attività ricreative, alla molluschicoltura o ancora nei 
terreni in prossimità di falde idriche o in quelli destinati alla coltivazione 
di ortaggi, costituisce un importante problema di sanità pubblica, in 
quanto i virus sono in grado di dare infezione a dosi infettanti minime: 
in teoria una sola particella virate è in grado di determinare infezione, 
anche se poi lo sviluppo della malattia clinica dipende da numerosi altri 
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fattori che includono lo stato immune e l'età dell'ospite, la virulenza del 
microrganismo, il tipo di virus ecc. 

Nell'ambiente i virus sono sottoposti all'azione di svariati fattori 
che possono avere un'influenza negativa sul mantenimento della loro 
infettività o viceversa possono addirittura esercitare un'azione 
protettiva. Va sottolineato subito che le particelle virali resistono 
nell'ambiente molto meglio e più a lungo dei batteri che vengono 
utilizzati come indicatori di contaminazione fecale. 

In letteratura vengono riportati tempi di sopravvivenza virale di 
2-168 giorni in acqua di rubinetto, 2-130 giorni in acqua di mare, 25-
125 giorni nel suolo e fino a 90 giorni nei mitili (4). Negli ultimi anni 
si è notato un risveglio di interesse sulle caratteristiche di sopravvivenza 
dei batteri indicatori e dei patogeni nell'ambiente, particolarmente in 
quello idrico, sia in relazione alla messa a punto di appropriati standards 
per le acque di balneazione e per le acque utilizzate per la coltivazione 
dci mitili, sia in relazione all'utilizzo di acque di superficie a scopo 
potabile. 

Diverse critiche sono state rivolte a quelle normative, quali la 
direttiva CEE e le leggi italiane attualmente in vigore, che basano sugli 
standard batteriologici il giudizio della qualità igienica delle acque. La 
critica pUs interessante concerne l'importanza attribuita alla colimetria in 
assenza di basi epidemiologiche. Gli studi EPA banno messo in evidenza 
che vi è Un misurabile rischio di contrarre infezioni gastrointestinali a 
probabile etiologia virale in presenza di acque con coliformi fecali e 
totali nei limiti di legge. Gli stessi studi hanno anche dimostrato che la 
concentrazione di enterococco potrebbe correlare meglio con la presenza 
di particelle virali ,data la minore sensibilità ad agenti inattivanti 
naturali o ai disinfettanti (5). 

I virus enterici possono quindi sopravvivere al di fuori delle 
cellule ospiti per giorni oppure per mesi. La sopravvivenza, se cosl si può 
dire parlando dei virus che si trovano al limite tra strutture chimiche 
complesse e microrganismi molto primitivi, dipende dal· tipo di virus e 
dalle condizioni ambientali. E' forse più corretto parla.U di inattivazione 
virate, intendendo con tale termine la perdita della capacitA dei virioni 
di infettare le cellule ospiti. Tale fenomeno si realizza in natura, ma 
anche sperimentalmente, con procedure che interferiscono con l'attacco 
dei virus ai recettori cellulari, alterando il rivestimento proteico in modo 
da renderlo irriconoscibile alle cellule target o distruggendo l'attività 
biologica dell'acido nucleico, in modo tale da rendere impossibile la 
replicazione. La semplice rimozione e/o l'alterazione del capside lascia il 
genoma intatto e quindi mantiene il potenziale infettivo del virus, 
sebbene in pratica in tal modo la particella virale può non essere 
infettiva. 



Temperatura, luce, pH, sostanze organiche, presenza di altri 
microrganismi, presenza di particellato solido sospeso possono 
compromettere la sopravvivenza virate o viceversa proteggere l'integrità 
delle particelle virali (6). 

L'influenza dei vari fattori ambientali sul mantenimento 
dell'infettività delle particelle vlrali è stata determinata in esperimenti 
di laboratorio in cui diversi ricercatori hanno tentato di ricostruire un 
ambiente simile a quello naturale o hanno viceversa tentato di 
esaminare un fattore per volta. 

L'esame dei dati bibliografici deve quindi tenere conto della 
diversità delle procedure adottate e del fatto che non è facile chiarire la 
cinetica di inattivazione. Certamente però questi studi hanno fornito 
numerose delucidazioni sul componamento ambientale dei virus. 

Occorre premettere, per una migliore comprensione del fenomeno. 
che in natura si ha un'azione concomitante dei diversi fattori inattivanti 
e protettivi; tuttavia per semplificare l'esposizione sarà opportuno 
esaminare i principali parametri separatamente, nOn dimenticando che i 
virus dimostrano un ampio spettro di sensibilità. 

In laboratprio il tasso di inattivazione viene misurato in base 
all'equazione K = (In CO-In Ct)(f, cio~ logaritmo naturale della 
concentrazione virate a tempo O meno logaritmo naturale della 
concentrazione virate residua a tempo t, diviso l'intervallo di tempo 
considerato. 

La temperatura è probabilmente il più importante fattore che 
condiziona la perdita dell'infettività dei virus ed è comunque il solo 
fattore che è stato- significativamente correlato con l'inattivazione virate. 

In numerosi lavori sperimentali è stato dimostrato che 
l'incremento di temperatura comporta la denaturazione dell'acido 
nucleico e distrugge sia le proteine di superficie che quelle interne. 
Nell'applicazione pratica di questo principio occorre però tenere presente 
che, sebbene la maggior parte dei virus siano suscettibili all'incremento 
della temperatura, alcuni virus possono resistere a temperature variabili 
da 60 a 98°C. Tale resistenza che è dovuta all~acido nucleico, che 
mantiene l'infettività nonostante la rottura del caPside, viene trasmessa 
alla progenie virale cosicchè si potrebbe addirittura ipotizzare una 
selezione di virus resistenti alle alte temperature (7 ,8). 

All'azione della temperatura si addiziona quella della luce solare. 
Esperimenti condotti su colture di batteriofagi MS2, Ox-174, T7 hanno 
mostrato una mortalità significativamente più elevata rispetto ai 
controlli tenuti al buio. Ovviamente le radiazioni solari agiscono sugli 
strati superiori delle acque di superficie. Il danno fotochimico procurato 
è simile a quello che si riscontra in colture esposte ai raggi ultravioletti. 
Tuttavia si riscontra anche una minore suscettibilità alla luce solare dei 
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batteriofagi ad RNA e a DNA rispetto per es. a Escheriçhia coli il danno 
fotochimico riguardi essenzialmente l'acido nucleico (9). 

In natura tuttavia l'azione della luce solare è contrastata dalla 
torbiditl dell'acqua che ostacola il passaggio delle radiazioni. 

Anche l'azione del pH è estremamente importante: Cords et al. 
sono riusciti ad ottenere l'inattivp.zione del coxsackievirus A13 
inoculandolo in una soluzione tampone ipotonica; la perdita 
dell'infettività era dovuta alla perdita di un piccolo polipeptide, il VP4, 
con conseguente incapacità delle panicelle virali di attaccarsi ai recettori 
delle cellule ospiti (IO). 

Risultati similari sono stati ottenuti anche con altri Picornavirus 
che sono stati inattivati mantenendoli in soluzioni con pH alcalini o 
viceversa acidi. Il Poliovirus, in soluzione di sali di ammonio a pH 9,5, 
viene inattivato a causa del cliVaggio dell'acido nucleico che tuttavia 
resta racchiuso dal capside. Si può presupporre che anche gli altri 
Picomavirus siano altrettanto sensibili ai pH alcalini. 

I reovirus, invece, sembrano decisamente più resistenti. 
L'azione inattivante dei fanghi digeriti anaerobicamente potrebbe 

per esempio essere spiegata- con la loro abbondanza di ammonio. Nei 
fanghi l'ammonio non esplica quasi nessuna azione virulicida a pH 
compresi tra 4,5 e 7,5; incrementando il pH invece si incrementa 
l'inattivazione. sicuramente del poliovirus e presumibilmente, anche 
degli altri enterovirus (11). 

L'utilizzo di alti pH nel trattamento dei fanghi potrebbe portare 
all'abbattimento della carica virate. In tal caso potrebbe essere più 
giusto utilizzare come indicatore dell'avvenuto processo di disinfezione 
non il Poliovirus ma i Reovirus. 

I fattori inattivanti fisico·chimici sin qui considerati non sono i soli 
a ledere l'integrità delle particelle virali e ad interferire con il 
mantenimento dell'infettività. 

All'inizio degli anni '60 è stata dimostrata l'esistenza nell'acqua di 
mare di fattori biologici dotati di azione antivirale (12). . 

L'attività virulicida del mare. denominata fattore MA V A (Marine 
Anti Virai Agent), venne accertata, in seguito, in esperimenti di 
laboratorio CQndotti da ricercatori di diversi Paesi: Matossian e 
Garabedian (1967) nel Mediterraneo lungo le coste di Israele, Shuval 
(1971) nel mar Rosso, Magnusson (1967) nel mar del Nord e nel Baltico, 
Akin (1975) nel Golfo del Messico, Lo (1976) nell'Atlantico, 
Fujioka(l980) nel Pacifico e altri autori ancora dimostrarono che tale 
attività antivirale era legata direttamente o indirettamente alla presenza 
e alle attività vitali di microrganismi marini (13,14,15,16,17,18). Infatti 
campioni di acqua di mare, sottoposti a diversi procedimenti di 
disinfezione, dalla sterilizzazione in autoclave o per filtrazione a quella 

-
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con cloro, perdevano la capacità di inattivare il poliovirus, in genere 
scelto por la conduzione degli esperimenti, data la facilità di coltivazione 
in vitto o la rapidità di crescita. 

L'effetto MA V A venne dapprima addebitato al Yibrio marinus, poi 
al Flayobacterium sp. e quindi genericamente a batteri nativi marini Il 
meccanismo dell'attività antivirale non è mai stato del tutto chiarito. 
Potrebbe essere dovuto ad una vera e propria predazione da parte di 
batteri che producono enzimi proteolitici in grado .. di digerire il capside, 
oppure essere dovuto a polimeri batterici esocellulari che causano 
flocculazione o adsorbimento dello particelle virali (19). Probabilmente 
sono attendibili entrambe le spiegazioni, essendo reperibili in letteratura 
studi comprovanti ora l'una ora l'altra ipotesi. 

Non sono soltanto le acque marine ad essere dotate di una 
naturale azione antivirale: fenomeni di inattivazione biologica sono stati 
descritti anche in altri tipi di acqua, con flora microbica diversa, sia 
ambientale sia dovuta allo scarico di Iiquami." ' 

In uno studio da noi condotto qualche anno fa sull'acqua di Rio 
Martino, un canale che raccoglie reflui di parte della provincia di Latina, 
è stato possibile dimostrare l'esistenza di un fenomeno biologico di 
inattivazione del Poliovirus l e del virus dell'epatite A, pur essendo la 
contaminazione microbica di origine fecale (20). Tuttavia mentre il 
Poliovirus non è più rilevabile dopo pochi giorni in acqua di mare e di 
estuario, rispettivamente 5 c 7 giorni dall'inoculo, il virus dell'epatite A 
è ancora titolabilo dopo 60 giorni in acqua di estuario e depo 30 giorni in 
acqua di mare (21). Esistono pertanto dello differenze nei 
meccanismi di inattivazione esercitati dai vari tipi di acqua, 
probabilmente dovuti. alla diversità dei batteri presenti e delle 
differenze di sensibilità ai diversi fattori biologici da parte dei vari virus. 

Gli studi sul fenomeno dell'inattivazione biologica non si sono 
limitati ai diversi tipi di acqua. Particolarmente interessanti e 
probabilmente anche suscettibili di applicazione pratica, sono quelli 
condotti sui fanghi ottenuti negli impianti di depurazione dei liquami. 

I risultati di esperimenti condotti con diversi virus enterici 
addizionati a fanghi attivati hanno dimostrato che le particelle virati 
subiscono un irreversibile processo di inattivazione che, sebbene si 

_incrementi con l'incremento della temperatura, può ancora verificarsi a 
temperature prossime allo zero. 

La causa dell'inattivazione appare legata alla frazione batterica 
presente nel liquame; infatti rimuovendo la frazione batterica si perde 
anche la capacità inattivante del liquame e, viceversa, del semplice 
brodo in cui i virus enterici mantegono per lungo tempo integra la loro 
infettività, acquista proprietà inattivanti se inoculato con il fango 
attivato· e incubato a .37°C per tre gioni prima dell'aggiunta dei virus. 
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Anzi, in questo caso, l,a capacità. virulicida. che si esplica in circa 16 ore, 
sembra molto più accentuata che nel fango, La frazione inattivante può 
essere eliminata dal fango per centrifugazione o per iùtrazione ed ~ 
sensibile al calore, Ciò starebbe ad indicare che si tratti in effetti di 
batteri. In verità non ~ stato determinato se· l'attività inattivante sia 
dovuta ai batteri come tali o a loro metaboliti, essendo questi 
inseparabili dalle cellule viventi; sembra comunque che l'azione 
virulicida sia di breve durata e che i metaboliti inattivanti debbano 
essere continuamente prodotti e comunque siano strettamente legati ai 
microrganismi stessi (22,23), 

Simili proprietà sono state riscontrate in acque dolci e alcuni 
autori ritengono che l'attività virulicida sia dovuta ad enzimi protcolitici. 
Dato che non sono state rilevate differenze significative nel fenomeno di 
inattivazione virale nelle acque o nei fanghi attivati, si pub presupporre 
che, anche in questi ultimi, la frazione attiva sia quella degli enzimi 
proteolitici prodotti dai batteri. Se questo fosse vero si potrebbe 
incrementare l'azion.e virulicida aumentando, per esempio, la 
concentrazione di questi enzimi addizionando appropriati microrganismi 
produttori. 

In questo modo, oltretutto non dispendioso, potrebbe essere 
ridotta la carica virale degli effluenti degli impianti di depurazione dei 
liquami çon conseguente diminuzione del rischio di infezioni virali. 

L'inattivazione virate non ~ tuttavia cosl semplice da raggiungere 
perch~, accanto ai fattori che ledono l'integrità delle particelle virali, 
esistono altri fattori che esercitano un'azione protettiva c concorrono a 
mantenere a lungo l'infettività dei virus enterici. Innanzitutto bisogna 
ricordare chO. le particelle virali difficilmente si trovano isolate. Esse 
tendono per :lo piil, per effetto delle cariche di superficie, a formare degli 
ammassi, i ... ··c:9siddetti clusters, che già di per s~ esercitano un effetto 
protettivo iD·. quanto i virioni che si trovano più all'interno non sono 
esposti all~·azione dei fattori inattivanti naturali o artificiali. 
Probabilmente i cluster non sono formati da un solo tipo di virus; 
sperimentalmente ~ stata dimostrata la possibilità di ·aggregazioni tra 
poliovirus e reovirus. 

Importante parametro condizionante il fenomeno 
dell'aggregazione virale ~ il pH: a pH 7, in soluzione tampone, i virus non 
si aggregano facilmente, in quanto viene raggiunto il punto isoelettrico. 
A pH S invece le particelle virali tendono a legarsi le une con le altre 
(24), 

Analogamente a causa delle cariche elettriche superficiali, i virus 
tendono anche a legarsi a tutto il particolato sospeso nei vari tipi di 
acqua. Si ritiene che circa tre quani dei virus che contaminano 
l'ambiente possano trovarsi adsorbiti ai solidi sospesi, risultando da 
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questa aggregazione un prolungamento della sopravvivenza virale. 
Esperimenti condotti nella baia di Galveston (USA) hanno dimostrato che 
si isola un numero molto maggiore di panicelle virali dai solidi sospesi e 
dai sedimenti marini rispetto a quelli rilevati nelle rispettive acque (25). 

Anche il virus dell'epatite A, isolato qualche anno fa da campioni 
prelevati in diversi punti dal Tevere, ~ stato in realtà isolato non 
dall'acqua, ma dal materiale solido raccolto durante il procedimento di 
prcfiltrazione (26). 

I sedimenti tendono quindi ad accumulare particelle virati che 
possono rimanere infettive anche per anni e possono poi essere 
risospese a causa, per esempio, del moto ondoso. 

Particolarmente nel mare, questi meccanismi sono importanti in 
quanto contribuiscono a introdurre i virus nella catena alimentare e ad 
amplificare il rischio infettivo legato alla contaminazione delle acque. 

I molluschi eduli lamellibrancbi si nutrono filtrando l'acqua; in tal 
modo accumulano nell'epato pancreas anche le ·particelle virati sia in 
forma libera che assodata ai solidi sospesi. I virus non vengono 
danneggiati e possono essere anche eliminati con le feci che, a loro volta, 
vengono ingerite dai policheati, che fungono da cibo per i granchi, i quali 
espellono ancora particelle infettive che possono adsorbirsi a sedimenti, 
rientrare in sospensione ed essere captati di nuovo dai mitili o dai pesci. 
I granchi, a differenza dei mitili, non sono sedentari e possono andare a 
distribuire panicelle virali anche in zone batteriologicamente pure per 
assenza di scarichi. 

I granchi, ma soprattutto i frutti di mare, se consumati crudi, 
cosututscono un importante fattore di rischio per epatite A, epatite E, 
gastroenteriti virali da virus di Norwalk, astrovirus, Snow Mountain 
agent (27). 

Anche le alghe unicellulari interferiscono con il destino dei virus 
enterici. E' noto che le microalghe possono produrre sostanze ad azione 
antivirale; in tal senso sono riportati esperimenti svolti nell'ambito di 
studi di patologia vegetale. 

Esperimenti che riguardano il ruolo delle alghe marine, diatomee c 
flagellate, sul mantenimento dell'infettività di alcuni enterovirus, sono 
stati svolti da noi dopo i noti fenomeni di bloom algale nel mare 
Adriatico. Tali studi, !ungi dal fornire spiegazioni definitive, dimostrano 
però che in presenza di alghe il decadimento del titolo virale è 
innegabile. Le ipotesi da verificare per chiarire le cause di questo tipo di 
inattivazione riguardano la produzione di sostanze in grado di 
danneggiare le particelle virati oppure l'esistenza di un fenomeno di 
adsorbimento per interazione delle cariche elettriche presenti sia sulla 
superficie del virionc che sulla parete cellulare delle alghe. La seconda 
ipotesi sembra più probabile, in quanto il filtrato delle colture algali non 
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provoca decadimento del titolo viralc. Le particelle virali, invece, 
possono ·essere staccate dalle alghe sia per spostamenti di p H, sia per 
azione meccanica (28). 

Come si può notare la quasi maggioranza degli studi riportati 
riguarda le acque. Ci sembra però opportuno ricordare l'importanza della 
contaminazione dei suoli. A parte le considerazioni ovvie sulla 
contaminazione degli ortaggi destinati ad essere consumati crudi, in tutti 
i terreni, per effetto del dilavamento delle piogge, le particelle virali 
percolano attraverso gli strati e possono raggiungere le acque profonde 
(29). 

Nelle acque pure, prive di contaminanti batterici, come quelle 
minerali, i virus resistono molti mesi. E' stato sperimentalmente 
dimostrato che a temperatura ambiente il poliovirus resiste in acqua 
minerale per circa 270 giorni ed il virus dell'epatite A circa 330. A +4°C 
le particelle virali mantengono ancora pill a lungo la loro infettività.(30). 

Da quanto esposto si può dedurre come l'analisi .del 
"comportamento ambientale" dei virus enterici sia di estrema 
importanza ed attualità, in un momento in cui la depauperazione delle 
fonti idriche rende sempre più necessaria l'utilizzazione di acque 
superficiali come fonte di acqua potabile, dopo che queste sono già state 
utilizzate per lo smaltimento dei liquami trattati e non. La grande 
capacità delle particelle virati di resistere alle sollecitazioni ambientali 
rende. inoltre, evidente l'insufficienza degli indicatori batterici di 
contaminazione fecale ad attestare anche una sicurezza virologica. 
Diviene quindi indispensabile l'analisi virologica dei liquami, anche di 
quelli trattati negli impianti di depurazione, delle acque destinate al 
consumo umano o ~ll'allevamento dei frutti Q.i mare o quantomeno 
l'individuazione di altri indicatori più attendibili degli attuali. 
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LA RICERCA DI BNTBROVIRUS CON SISTEMI DI FLOCCULAZIONE: VANTAGGI E 
SVANTAGGI 

ANNALAORA CARDUCCI 

Dipartimento di aiomedicina - Sezione di Igiene ed Epidemiologia -
Univerait& di Pisa. 

Introduzione 

I metodi di concentrazione dei virus dalle acque sono estremamente 
vari e basati au principi spessO assai diversi. Inoltre, a seconda 
del volume e della qualitA dell'acqua da concentrare si possono ave­
re una, due o anche più fasi successive, ciascuna delle quali può u­
tilizzare tecniche diversa {1,2,3). I metodi proposti possono basarsi 
aull'ultrafiltrazione, aull'ultracentrifuqazione, aulla separazione 
bifaaica, sull'elettroforesi, aull'elettrooamoai e sull'adaorbLmento­
aluizione a vari supporti quali filtri carichi, polvere di vetro, po­
lielettroliti, e flocculati di diveraa natur.a. In quest'ultimo caso 
ai parla genericamente di ai•temi di flocculazione, che prevedono tre 
tappe: l) adsorbimento dei virus al flocculato; 2) raccolta del com­
plesao viru•+fiocchi; 3) eluizione dei virus dai fiocchi. Soprattutto 
le prima due possono pr,aentare difficoltà ae il volume del campione 
è troppo grande, per cui generalmente tali metodi sono utilizzati per 
piccoli volumi (comunque non aupariori a lO 1). Tale limitaziane, 
insiame alla semplicità e discreta efficienza di questi metodi, fanno 
al che eaai vengano usati come secondo stadio nei processi di concen­
trazione in due fasi, quando nella prima fase sono usati filtri, poi 
aluiti con sostanza alcaline. 

I metodi di flocculazione ai possono genericamente distinguere in 
organici ed inorganici a aeconda dalla natura chimica delle sostanze 
floc~ulanti utilizzate. Sebbene usati già da tempo, tali metodi non 
sono ancora standardizzati, e ne sono state proposte numerose modifi­
che, allo scopo di eliminare inconvenienti o aumentare la percentuale 
di recuparo. Alcune delle tecniche piQ utilizzate, con eventuali va­
riazioni che ne migliorano l'efficienza, sono qui riportate. 

Flocculazione inorganica 

I metodi di concentrazione dei virus basati sull'adsorbimento a 
sali inorgaDici insolubili sono usati ormai da molto tempo. Già nel 
1931 Sabin utilizzO fiocchi di idrossido d'alluminio per concentrare 
poliovirua e aucceasivamente fosfato di alluminio o di calcio, solfa­
to di ammonio o di alluminio, cloruro di cobalto o ferrico, ecc., so­
no stati usati per la concentrazione di herpesvirua, poxvirus, adano­
virus, mixo e paramixovirua, reovirus, enterovirus, ecc~ (1,2,3,4). 
Negli anni '60 iniziO l'applicazione di tali tecniche allo studio di 
materiali ambientali, quali liquami, effluenti di impianti di depura­
zione, acque superficiali, marine o potabili. 
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Tali metodi sfruttano il fatto che i virus possono essere conside­
rati bio-colloidi con proprietl elettriche che regolano il loro ad­
sorbimento a superfici aia bioloqiche che non. La loro carica elettri­
ca superficiale deriva dalla ionizzazione di gruppi carbossilici 
(coo-) e aminici (NH3+) localizzati alla superficie virale ed il loro 
punto iaoelettrico varia secondo i tipi di virus da pH 2,6 a 5 (5): 
dato che le acque in natura hanno 9eneralmente un pB superiore a tale 
punto iaoelattrico (intorno a 7), i virus in ambiente idrico sono ca­
richi neqativamenteJ ai possono coal instaurare legami di tipo elet­
trostatico con particelle solide e superfici di segno opposto quali 
fiocchi di idrolaido di alluminio o di altri sali inorganici. 

Fra i fattori che determinano l'efficienza dei metodi di concen­
trazione basati aull'adaorbimento dei virus a sali inorganici è in­
dubbiamente importante il tipo di aale usatoz sono stati descritti 
esperimenti con, fosfato di alluminio, foafato di calcio, idroasido di 
alluminio, idroaaido di magnesio, cloruro ferrico, ecc. Il confronto 
dell'efficienza di adsorbimento di alcuni di questi sali su diversi 
virus ha indicato che il foafato di alluminio è capace di adsorbire 
gli herpesvirua, i citomeqalovlrus, i rhlnovlrua, gli arbovirus, i 
mixo- e paramixovirua, ma non appare molto adatto per i virus enteri­
ci; il fosfato di calcio adaorbe oltre al aud~tti virus anche gli 
entarovirua, meno gli adenovirus; l'idrossido di alluminio infine ad-

Acqua superticiale o marina o eluato dal l' stadio di i~ 
concentrazione con filtri o • 

. . . il 
"'-....!> 

l Aggiustamento a pH 6 con HCI1 N -

u 
Aggiunta di AI(OH), preformato o formato in loco da AlCI, 
e Na, CO, ed agitazione per 2 ore 

D 
Flttrazione per membrana da 0.45 l' e raccolta del precipitato 
con una spatola o centrifugazione 

.. 
{)> 

Eluizione dal fiOCChi con Eagle al 10% di SFB o glicina .· 
pH 11.5, traUamento con doroformio e semina 

"" 
Figura 1. Metodo di adao~bimanto all'idrossido di alluminio. 
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sorbe tutti quelli citati, e sembra il piO adatto alla ricerca di vi­
rus enterici nella acque, per quanto mostri scarsa efficienza per i 
reovirus (4) ed i rotavirus (6). L'uso di questa sostanza è stato 
proposto anche nella 17& edizione degli Standard Methoda dell'Ameri­
can Public Health Aasociation (7) (Figura l). 

Nel campione da saggiare il pH dava essere portato a 61 succaasi­
vamente i fiocchi di Al(OH) 3 possono essere aggiunti o pratormati o 
prodotti direttamente nell'acqua da esaminare aggiungendo un sale di 
alluminio solubile, come AlC13 ad una base coma carbonato sedico 
(Na2co3 ) o idrossido di soòio (NaOH). A tale aggiunta segue una leg­
gera agitazione per 2 ore per facilitare l'adsorbimento dei virus ai 
fiocchi, che infine vengono raccolti per filtra%ione o centrifugazio­
ne. Il precipitato raccolto può poi essere inoculato direttamente in 
colture cellulari oppure i virus possono assere prima eluiti dal pre­
cipitato con un tampone alcalino o una soluzione proteica. 

Per l• acque potabili è stata proposta una variante di questo me­
todo che consenta l'esame di grandi volumi, in cui il precipitato è 
formato direttamente nel campiona e raccolto con un filtro a cartuc­
cia, poi eluito con sostanza alcaline (8). 

Un aumento dell'adsorbimento virale puO essere ottenuto formando 
il precipitato direttamente nel campione (9), oppure usando grandi 
quantitl di Al(OH) 3 • In quest'ultimo caso, tuttavia, cresce anche la 
difficoltà di eluire i virus adsorbiti, per cui è consigliabile usa­
re concentrazioni intermedie (9 mM/1) (7). 

La flocculazione inorganica puO assere usata come primo stadio di 
concentrazione su acque superficiali o marine: in questo caso la for­
te presenza di solidi sospesi in tali materiali impone una prefiltra­
ziona che riduce l'efficienza del metodo, data la difficoltà di elui­
re completamente i virus adsorbiti al prefiltro (10). Talora invece 
la tecnica • usata coma secondo stadio dopo una prima fase di con­
centrazione per filtrazione. Quando l'aluizione dai filtri è fatta 

Tabella 1. Efficienza dei metodi di adsorbimento ad Al(OH) 3 • I recu­
peri sono calcolati per la sola flocculazione, senza considerare l'e­
ventuale prefiltrazione. 

Bluent.a Tipo di acqua Voluaa Virus • Ree • Rif. 

glicina pH 11.5 di estuario II stadio polio l BO 9 
• potabile II stadio polio l 92 11 

Siero Fatale Bov. potabile II stadio polio l 49 11 
Eagle al 10% SFB superficiale 4 l cox. B3 98 12 

• marina lO l polio 3 90 • 
• effl. II dep. 0,2-4 l polio l 81 13 
• effl. III dep. 4 l polio l 100 13 

Na HP04 pH 7,2 potabile II stadio SA-l l 40 14 
gl~c.+SFB pH 11,5 potabile II stadio polio l 0-67 15 

di estuario II stadio polio l 71 9 . : Esperienze personali. 
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con glicina a pH 10.5-11.5, seguita da neutralizzazione, ai usa la 
flocculazione inorganica formando il flocculato direttamente nel cam­
pione per aggiunta di Alcl3 e Na2oo3 (2,16). Il materiale eluito dai 
fiocchi può essere ulteriormente ridotto mediante idroeatrazione. 

La fase di flocculazione ed adsorbimento al flocculato è altamen­
te efficiente: nella Tabella l sono riportati i risultati di prove di 
recupero su vari tipi di acque che mostrano coma l'efficienza aia in 
genera abbastanza alta per gli enterovirua,- meno per i rotavirua. 

Nella nostra esperienza abbiamo potuto osservare come il virus 
venga quasi per intero trattenUto dal flocculato e non ai ritrovi p~u 
nel liquido privo dei f·iocchi. 'l'ut.tavia l'efficienza totale del re­
cupero virale viene abbassata dal fatto che l'eluizione dei virus dal 
precipitato puO essere incompleta. Perciò sono stati proposti diversi 
eluenti, fra i quali appaiono più efficaci la glicina 1M a pH 11,5, 
ed il terreno di Bagle al 10% di siero fetale bovino (SFB). 

Se la flocculazione inorganica è utilizzata come secondo stadio di 
concentrazione, l'Al(OH} 3 può essere aoatituito con Mg(OH) 2 per ri­
concentrare l'eluato alcalino della prima fase (17}: in tale eluato i 
virus hanno carica negativa e ai adsorbono all'Mg(OH} 2 che a pH 9 
forma fiocchi ed A caricato positivamente. Dopo raccolta del floccu­
lato per centrifugazione ai abbassa il pH alla neutralibà ed i fioc­
chi ai dissolvono. I virus non sono quindi tr~ttenuti come nel caso 
de1l'Al(OH} 3 ed il recupero rag·giunge il 90\. Tale metodo è stato 
perO sperimentato solo su polio 1. 

Confronti con altri metodi hanno indicato che la flocculazione i­
norganica con idrossido di alluminio è meno efficiente della filtra­
zione su membrana coma primo stadio di concll!ntrazione e della floccu.­
lazione organica come secondo stadio (2,15). 

I maggiOri vantaggi dei metodi che ai basano sull'adsorbimento a 
sali inorganici possono essere coal elencati; 
l) Il fatto che non richiedano valori di pH molto basai e quindi le­
sivi per molti virus. Tuttavia, per rendere massima l'eluizione dei 
virus dai fiocchi, spesso ai ricorra a pH fortemente alcalini, con 
conaeguente rischio di inattivazione per alcuni virus ( 18}. 
2} La notevole senaibilitA che li rende capaci di rilevare ançhe 
quantitA molto piccole di virus, ad es. da 7.5 a 21 PFU/1 (13, espe­
rienze personali). 
3) La semplicità delle procedure a la durata relativamente breve, 
quando ai usino volumi di pochi litri. 
4} Il basso costo delle apparecchiature e del materiale necessario 
che li rendono attuabili in comuni laboratori. 

I più importanti limiti di questi metodi sono i seguenti: 
l) Il fatto che le sostanza organiche in soluz.ione possano ostacolare 
l'adsorbimento virale, coaicch6 tali metodi hanno un'efficienza più 
alta per l'acqua .potabile che per acqua auperficiali o marine {9,11), 
soprattutto se usati coma secondo stadio di concentrazione. 
2) Il fatto che l'Al(OH) 3 o altri sali inorganici sono adsorbenti re­
lativamente aapecifici, per cui aaaLama ai virus possono concentrare 
sostanze talora tossiche par le colture cellulari. 
3) La necessità di limitare il volume del campione a pochi litri (al 
massimo 10). 
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Plocculaziona orqanica 

Nel caso della flocculazione organica, proposta nel 1976 (23) e 
frequentemente uaata coma seconda faaa di concentrazione, ai afrutta 
la capacita di soluzioni protaiche di flocculare a pB inferiore al 
loro punto iaoalettrico formando fiocchi che intrappolano o adaorbono 
i virua. Quando l'aluato dei filtri usati nel· primo stadio di concen­
trazione 6 una soluzione protaic~ come astratto di carne (Beef Ex­
tractz BB), qù&atà viene portata ad una concentrazione dal 3,, dopo 
di che, abbassando il pH a 3.5, ai ha la flocculazione. A questo pun­
to ai lascia in agitazione per 30 minuti per favorire l'adsorbimento, 
poi il flocculato viene raccolto per centrifuqazione, ad infine 
sciolto in una soluzione tampone Na2HP04 a pH 9 (Fiqura 2). 

Il recupero riportato va dal 60 al 91\ (madia· 74,4\). Alcuni atu­
di _(20,21,22,23,24,25) hanno ind.icato che la preparazione del BB puO 
inflùenzare la aua capacitl di flo·cculare, e di adsorbire i virua, 
ri-pOrtÀndo percentuali di recupero da 2 a 125\_, con variazioni in re­
lazione a diverai virua conaiderati, alla natura del BB (in pasta o 
in polvere), alla ditta produttrice ed anche al numero di lotto (Ta­
bella 2). In 9enere sembra migliore il BE in polvere e taluni consi­
gliano il BBL-V (3). 

Eluato dali" stadio di concentrazione con filtri 

Aggiunta di BE al 20% fino ad una concentrazione dei 3% 

l Aggiustamento del pJ:l a 3,5 con HCi 1 N: si forma Il nocculato 

Agitazione lenta per 30' e centrifugazione a 3000Xg per 1 O' 

Si elimina il surnatahte e si risospende il pelletJ 
in Na,HPO. O,SN, aggiustando il pH a 9 

j ~econtaminazione con cloroformio e semina p 
Pigura 2. Metodo della flocculazione or9anica. 
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Pa~- evitare la scarsa riproducibiliti. dei risultati dovuta alla 
variabiliti. nell'efficienza del BE, a stato suggerito di aggiungere 
cloruro ferrico (23) o ailicati (Celite•ailice di diatomee, ailicato 
di magnesio o di calcio) o polialettroliti (PEO, cat-Floc) o solfato 
d'alluminio (20) (Tabella 3). 

Tabella 2. Percentuale di recupero della flocculazione organica in 
base al tipo di BE usato ad al virus considerato (modif. da {22)). 

Tipo di BB Prodotto polio l ecbo 7 COxsackie A9 

pasta Sampco 54 19 41 
Difco, lotto 674300 6 3 16 
·oifco, lotto 791628 6 2 7 

polvere Parny, vecchio proc. 68 16 49 
Perny, nuovo proc. 45 4 125 
Qibco, lotto 91190 61 32 48 
Cibco, lotto 98685 60 15 52 
Gibco, lotto 99862 47 6 43 
Oxoid, lotto 4911291 55 11 59 
oxoid, lotto 2815,451 49 12 58 

Tabella 3. Efficienza di recupero della flocculazione 
organica in relazione la tlocculante aggiunto ed al virus 

cona.t.derato. (da (20) modif. con (23)) 

Virua Materiale • Recupero (*l 

Polio l ailicato di diatomee 85- 96 
ailicato di maqnesio 78- ·~ silicato di calcio 37- 73 
cat rloc 11- 59 
solfato di alluminio 92-117 
cloruro ferrico 56-100 

Echo 7 ailicato di diatomee 60-104 
eilicato di magnesio 35- 82 
silicato di calcio 5- 24 
Cat Ploc 32- 50 
solfato di alluminio 72- 84 

Coxsackia A9 ailicato di diatomee 59-100 
eilicato di magnesio 59-113 
ailicato di calcio 38- 96 
cat l"loc 6- 33 
solfato di alluminio 13- 96 

(*) • l'ampio ranqe è causato da BE di diversa provenienza. 
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Nella Tabella 4 sono riportate le percentuali di reeupero ottenute 
da vari Autori con il metodo della flocculazione organica. 

Tabella 4. Efficienza di recupero dal metodo dalla flocculazione or­
ganica usata coma secondo stadio di concentrazione. 

Metodo 

B.B. pH 3, 5 

a.E.+(NH4 ) 2so4+ 
'l'weenBO 

B.E.+ glicina pH 3.5 

~ipo di acqua Virus 

potabile polio l 
polio l 
po).io l 
polio l 
Coxa&ckie A9 
Coxaa:ckie Bl 
echo 1 

marina 

effluente 
imp. depur. 

effluente 
imp. depur. 

SA-11 

fagi 

sA-11 

polio l 
echo 5 
fagi 

polio l 
acho 5 
fagi 

soluz. B.B. polio l 
Coxaackie 84 
SA-l l 

aoluz. B.E. polio l 
coxsackie 84 
SA-l l 
fagi 

potabile HAV 

' Ree. Rif. Bibl. 

74.4 19 
42 26 
96-99 24 

110 27 
123 
124 
112 

47-69 
18 

15 

52 
31 
12 

70 
84 
85 

88 
87 
97 

100 
20 
80 

100 

58 

27 
27 
27 
28 
26 

29 

25 
25 
25 

25 
25 
25 

30 
30 
30 

31 
31 
31 

2 

32 

un importante problema deriva dalla necessit& di abbassare il pH a 
3.5, che sa non ha importanti effetti sugli enterovirus, può invece 
essere deleterio per altri virus, quali i rotavirus (28) ed i batte­
riofagi che, per la loro utilitl quali indicatori di contamina~ione 
virale, potrebbe essere interessante ricercare. Per evitare drastici 
cambiamenti di pH aono stati quindi proposti metodi di precipitazione 
del BE mediante sali (3,25,30). 

La capacitl di carte soluzioni saline, coma il fosfato di sodio, 
il citrato di sodio, il solfato d'ammonio, il solfato di aodio ed il 
solfato di magnesio di precipitare la proteine è ben documentata: fra 

l 
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questi sali il solfato d' ammonio sembra il più efficiente per la 
precipitazione del BE, che avviene a pH neutro. Sembra che con questo 
metodo si ottengano racuperi maggiori che con la flocculazione orga­
nica dovuta all'abbassamento del pH (30). Alcuni Autori hanno tentato 
di migliorare ulteriormente l'efficienza del metodo aggiungendo ten­
aioattivi come il Tween BO al BE e al solfato d'ammonio (31). Sebbene 
l'efficienza di recupero aia buona, il materiale che si ottiene~ 
tossico per le cellule a causa dell'alta concentrazione di tensioat­
tivo che puO tuttavia essere precipitato con altri sali (solfato di 
magnesio o tiosolfato di sodio) ed allontanato per centrifugazione. 
Inoltre ai ottiene u~ precipitato abbondante per cui se si lavora con 
volùmi superiori a 500 ml ai deva usare una terza faaa dopo che il 
precipitato • stato riaospeao. 

Oltre al BE ai pub utilizzare la flocculazione della caseina isoe­
lettrica (o latte scremato in polvere) che viene aggiunta al campio­
ne, poi portato a pH 4,3 (33). 

I vantaggi della flocculazione organica si possono cosi elencare: 
l) E' un metodo facile da eseguire, economico e rapido, piuttosto ef­
ficiente. 
2) Quando la precipitazione è effetuata mediante sali evita pH troppo 
baasL 
3) Il rendimento non aembra influenzato dalla presenza di acidi umici 
o fulvici nell'acqua (34), né in genere dalla qualità dell'acqua, 
salvo dare un minor recupero nell'acqua di mara (27). 

I limiti principali di questo metodo sono: 
l) La necessità di esaminare solo volumi inferiori ad un litro. 
2) La variabilitl nell'efficienza e seconda delle provenienza dal BE. 
3) La diversa efficienza riportata da alcuni Autori, anche se non da 
tutti, per i diversi entarovirus (27). 

Conclusioni 

In conclusione, i metodi di concentrazione basati aulla floccula­
zione, aia organica che non, hanno in comune la semplicità, l'econo­
micità a la rapidità. La loro efficienza è invece variabile in dipen­
denza della sostanze usate, dei virus considerati a del tipo di ac­
qua. Sono comunque metodi adatti a piccoli volumi, per cui possono 
essere presi in considerazione come secondo stadio di concentrazione. 
Viate le possibili variazioni che si possono apportare, prima di uti­
lizzare uno di tali metodi su campioni ambientali sarebbe consiglia­
bile eseguire prove di recupero preliminari per mettere a punto la 
tecnica più efficiente ed adatta alle condizioni in esame. 
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METODI DI CONCENTRAZIONE UTILIZZABILI PER IL RILEVAMENTO DI 
VIRUS IN ACQUE SUPERFICIALI E PROFONDE 

G. SANSEBASTIANO, V."REBIZZI e E. BELLELLI 

Istituto di Iqiene dell'Universita' deqli Studi di Parma. 

Premessa 

La ricerca di virus citop~toqeni nelle acqqe viene condotta 
per diversi motivi eh$ possono cosi es~e~e schematizzati: 
1·) La presenza di virus ne l le acque superftcial i è un buon 
in,dicator.e· epidemiolOgico della circolazione di tali 
microrqanismi nella popolazione. Va inoltre sottolineato 
che la ricerca di virus nell~ acque superficiali è 
importante anche per una valutazione del rischio infettivo 
leqato al contatto difetto o indiretto con tali acque. 
2) L'assenza di particelle virali in consistenti volumi di 
acqua profonda offre, in aqqiunta ai risultati delle prove 
batteriologiche, un'ulteriore garanzia della purezza 
microbioloqica dell'acqua stessa (2). 
3) La resistenza che _i virus, in particolare gli 
Enterovirus, presentano nei confronti degli ..-genti usati 
nella" disinfezione delle acque è notevolmente maqqiore di 
quella presentata dai classici indicatori batterici di 
contaminazione ., ·fecale ( 1, 6, 7) . se vengono sottoposte a 
trattamenti ,di potabilizzazione acque superficiali o 
profonde contaminate, l'assenza di Enterovirus nel prodotto 
finito è l'unica qaranzia diretta che i trattamenti sono 
adeguati. · 
Il maqqior problema da risolvere è quello della efficienza 
di recupero dei virus eventualmente presenti da rilevanti 
volumi di acqua (circa 100 litri per campione). 
Tra i diversi sistemi a disposizione abbiamo scelto per le 
nostre prove in laborator~o e per l'applicazione sul campo 
il metodo della fi~trazione con l' impieqo di filtri (a 
cartuccia e a membrana) ~on cariche superficiali negative 
(elettroneqativi) o positive (elettropositive). 
Riportiamo qui di sequito indicazioni concernenti i tipi di 
filtri utilizzabili, le metodiche di filtrazione-eluizione 
e le modalità di semina del concentrato in colture 
cellulari. 
si riporta poi una appendice tecnica relativa allo 
strumentario e ai reagenti necessari per le prove sul 
campo, la disinfezione del materiale e le operazioni da 
effettuare direttamente sul campo. 
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Materiali e metodi 

Tipi di filtri utilizz.abili 

Filtri elett~onegativi: - a membrana di nitrato di 
cellulosa, sart~rius 5Mll3064, 
diametro 293 mm, porosità 0,45 
micron; 

- a cartuccia di tipo Balston 
100-25 CQ,in resina epossidica e 
fibra di vetro, altezza 178 mm, 
porosità 8 micron; 

Filtri elettropositivi: - a cartuccia tipo Virosorb 
lMDS della CUNO in fibra di vetro 
trattata con resine (5), altezza 
348 mm1 

- a cartuccia tipo Vippy 
composti da fibra di vetro 
trattata con un polimero 
policationico (4), altezza 
120 mm. 

Tutti i filtri descritti sono disponibili in commercio ad 
eccezione dell'ultimo che attualmente viene da noi 
preparato in collaborazione con l'Istituto di Chimica 
Organica dell'Università di Parma. 

Sistemi di pretrattamento delle acque 

Prima della filta~ione con filtri elettronegativi, il 
campione d'acqua deVe essere acidificato con HCl lM fino a 
pH 3, 5 ed addi:zionato di A1Cl3 fino ad ottenere una 
concentrazione finale di O,OOOSM. 
I campioni d'acqua·da filtrare sui filtri elettropositivi 
non necessitano di alcun trattamento a meno che il pH non 
sia superiore a 8. In tal caso si correqqe fino alla 
neutralizzazione co~ HCl lN. 

La fase di filtrazione 

La velocità di filtrazione viene regolata in modo da 
ottenere ~ flusso regolare di 5 litri/minuto. Per le prove 
su acque superficiali di regola si rende necessario l'uso 
di un prefiltro a 'cartuccia di cotone o di polipropilene 
(porositll nominale l0-15 micron). 

La fase di eluizio~e 

Per l'eluizione delle particelle virali adsorbite ai filtri 
viene utilizzata una soluzione sterile di Beef-Extract 
(DIFCO) al 3%, portata a pH 9,5 con NaOH lM. 
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Per i filtri Balston e Vippy sono usati 500 ml di soluzione 
eluente e 1000 ml, invece, per i Sartorius e i Virosorb 
lMDS. 
L'eluente viene fatto ricircolare attraverso il filtro per 
venti minuti; dopo tal.e tempo si procede alla 
neutralizzazione con ijcl lN •. Nei casi in cui è stato usato 
un prefiltro, l'eluente. (circa 1500 ml) v~ene fatto passare 
in continuo nel sistema prefiltro-filtro sempre per 20 
minuti. L'eluato fihale viene poi decontaminato per 
filtrazione su filtri sartorius a membrana di acetato di 
cellulosa, porosità 0,45 micron, e ripreso in bottiglie di 
vetro sterili. 

La fase di riconcentrazione 

L'eluato ottenuto vi~ne portato a pH 3,5 con HCl lN e 
mantenuto in agitazio~e per 30 minuti fino alla formazione 
di un evidente flocculato. Dopo centrifugazione a 4000 rpm 
per 10 minuti il sedimento viene ripreso con tampone 
fosfato a pH 9 (Na2HP04 0,15 M) e pipettato fino a completa 
solubilizzazione. 
Il volume finale ottenuto. è di 10 ml. 

Semina in colture cellulari 

L'eluato riconcentrato ottenuto dalle prove sperimentali e 
dalle prove sul campc!J viene seminato in col-ture cellulari 
di rene di scimmia in linea continua (stipi te RC3 7) e di 
Hep-2 (0,1 ml per t\lb<> di coltura; l ml in bottiglie di 
coltura di 75 cm2). 
Il titolo virale viene espresso nelle diverse prove in 
TCID50 ed in MPN/1. 

Risultati 

Si riportano brevemente i risultati ottenuti nelle prove­
condotte in laboratorio (tabelle n .l, 2, 3 e 4) ed anche 
quelli ottenuti su campioni di acque superficiali (tabella 
n.5). vengono altresì. presentate le principali 
caratteristiche fisico-chimiche delle acque saggiate (3,5). 

Discussione 

I risultati ottenuti dalle prove sperimentali sembrano 
indicare per tutti i sistemi filtranti provati una buona 
capacità di recupero, con una modesta perdita nel filtrato; 
tale perdita è risultata più alta con i filtri a cartuccia 
tipo Balston. Per q~>anto riguarda la facilità di impiego 
dei filtri provati, sembrano non porre problemi particolari 
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Tab. l - Percentuali di poliovirus l nel l 1 eluato e nel 
filtrato in prove condotte su filtri di nitrato di 
cellulosa 

-----------------------------------------------------------
Prove 

% di virus 
tal quale 

nell'eluato 
concentrato 

% di viruS 
nel filtrato 

-----------------------------------------------------------l 98,10 98,10 5,06 
2 97,47 95,57 o 
3 95,57 93,67 o 
4 95,73 93,16 o 
5 89,24 89 .• 24 0,35 

Media 95,21 93,93 1,082 
CV% 4,òo 3,51 205 

-----------------------------------------------------------
Tab. 2 - Percentuali di poliovirus l nell'eluato e nel 
filtrato in prove co~dotte su filtri Balston 

----------------------------------~------------------------
Prove 

% di · virus 
tal quale 

nell'eluato 
concentrato 

% di virus 
nel filtrato 

-----------------------------------------------------------l 79,30 70,85 5,52 
2 97,50 89,50 6,17 
3 89,40 88,40 5,26 
4 93,75 93,75 6,87 
5 87,10 87,10 8,8 

Media 89,41 85,92 6,52 
c.v.t 7,74 0,22 •21,70 

-----------------------------------------------------------
Tab. 3 - Percentuali di poliovirus 1 nell' eluato e nel 
filtrato in prove condotte su filtri VirosorQ· 

--------------------~--------------------------------------
Prove 

% di virus 
tal quale 

nell'eluato 
concentrato 

% di virus 
nel filtrato 

-----------------------------------------------------------l 88,40 80 1,25 
2 81,72 79 0,55 
3 79,00 72 1,6 
4 88,00 88 1,6 
5 97,00 95 1,01 

Media 86,82 82,8 1,202 
c.v.% 8,03 10,70 36, 6·0 

-----------------------------------------------------------
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Tab. 4 - Percentuali di poliovirus l nell'eluato e nel 
filtrato in prove condotte su filtri vippy 
-----------------------------------------------------------
Prove 

% di virus 
tal quale 

nell'eluato 
concentrato 

% di virus 
nel filtrato 

-----------------------------------------------------------
l 92,96 90,45 o 
2 100 100 o 
3 95,47 90,45 6,03 
4 94,11 92,94 1,29 
5 95,56 95,56 0,69 

Media 95,62 91,88 1,602 
C.V.% 2,79 6,95 158,12 

-----------------------------------------------------------

Tab. 5 - Isolamento virus da acque superficiali 
-----------------------------------------------------------Periodo MPN/1 virus 
-----------------------------------------------------------apr '87 
mag 
lug 
se t 
di c 
qen '88 
mar 
mag 
lug 
se t 
no v 

feb '89 
mar 
apr 
mag 
giu 
ott 
no v 
gen '90 
feb 

o 
0,88 
0,34 

o 
0,34 

o 
8,32 
1,75 
0,08 

o 
0,53 

4,96 
6,35 
0,26 

o 
o 
o 
o 
o 
o 

n.i. 
Polio l 
Cox 85 
n.i. 

Polio 3 
n •. i. 

Polio l 
Polio! 
Polio l 
n.i. 

Polio l 
Cox B3 
Polio 1,2 
Polio 1,2 
Polio 2 
n.i. 
n.i. 
n.i. 
n.i. 
n.i. 
n.i. 

-----------------------------------------------------------n.i.=nessun isolamento 
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Tab. 6 - Caratteristiche fisico-chimiche dell'acqua di rete 
----------------------------------------~------------------
Parametri Valori 
-----------------------------------------------------------
pH 7,2 
Temp ·c 14,4 
conduc. us;cm 640 
COD mq/l o 
Nitriti mq/l o 
Nitrati mq/l 3,69 
Ammon. mq/l o 
Cloruri mq/l 19 
Fosfati mq/l o 
Cloro res.mq/1 0,25 
-----------------------------------------------------------

Tab. 7 - Parametri fisico-chimici dell'acqua superficiale 
-----------------------------------------------------------Parametri Media c.v. Minimo Massimo 

-----------------------------------------------------------
pH 7,56 4,43% 7 8,1 
Conduc. us;cm 566,6 21,82% 360 800 

BOD mq/l 7,55 39,15% 3,4 14 

Amman. mq/l 4,09 62,64% o,sa 8,8 

Nitriti mq/l 0,22 96,18't 0,057 0,9 

Nitrati mq/l 3,47 96,40't 0,2 12,2 

Cloruri mq/l 23,91 43,55% 11,75 51,5 

Fosf. tot. mq/l 0,46 77' 75% 0,03 1,7 

COD mq/l 20,74 41,37% 10 49,92 

;~;-i~--;;;;;-;~r-~;;~-1--;;;~;;-~i;~-~i;~~;~~-;-;-;ii~;i 
tipo Vippy. 
Nelle prove da noi condotte su acque superficiali (sul 
campo) sono stati utilizzati i filtri Vippy. I risultat~ 
ottenuti evidenziano una buona capacità complessiva d1 

recupero anche per acque particolarmente torbide e 
caratterizzate da un carico organico relativ~ente elevatoa 
Tale dato sembra indicare che il sistema da noi utiliz~ato 
non è particolarmente influenzato dalla qualitll· fis~co­
chimica delle acque. 

Appendice tecnica 

~trumentazione e reagenti occorrenti per le prove sul campo 

- pH-metro . 
- pompa aspirante premente 12V da utilizzare con batteria . 
- filtri e prefiltri pronti nei loro alloqqiamenti con tub~ 
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di raccordo in plastica o gomma 
vasca di raccolta dell'acqua, circa 120 litri, in 
polietilene 

- HCl lN 
- Tiosolfato sadico 
- Beef Extract al 3% (DIFCO) a pH 7 sterile 
- Acqua bidistillata sterile 

La disinfezione del materiale 

I filtri e gli eventuali prefiltri collocati nei loro 
alloggiamenti con i relativi tubi di raccordo vengono 
sottoposti a trattamenti termici (a vapore fluente per 30 
minuti). 
La pompa viene trattata con soluzione di ipoclorito di 
sedia ad una concentrazione di cloro attivo libero da 1 a 
10 mg/1, successivamente risciac~ta con acqua 
bistidillata sterile. 
Anche la vasca di raccolta da 120 litri da utilizzare sul 
campo viene trattata con cloro e risciacquata con acqua 
bidistillata sterile. 

operazioni sul campo 

- direttamente sul campo si procede al riempimento della 
vasca di raccolta con 100 litri di acqua campione previo 
lavaggio della pompa. 

- si misura il pH dell'acqua e se necessario si aggiungono 
so ml di HCl lN per portare il pH tra 7 e 7,5 · 

- si mescola con bacchetta di teflon sterile e si inizia la 
filtrazione. A valle del filtro è posto un flussimetro 
per la misura dell'acqua filtrata. 

- finita la filtrazione i filtri vengono staccati dai 
raccordi, svuotati dell'acqua e riempiti con Beef Extract 
al 3% a pH 7. 

- filtri ed eventuali prefiltri vengono posti in cassette 
refrigerate. 

BIBLIOGRAFIA 

l) ENGELBRECHT, R., WEBER, M., SALTER, B., SCHMIDT, c. 
1980. comparative inactivation of viruses by chlorine. -
Appl. Environ. Microbiol,, 40: 249-256. 

2) MELNICK, J. L. 1984. 
Viruses in the water environment: a Review. "Etiologia 
agents and their potential far causinq waterborne virus 



32 

diseases." - Monogr. yirol., 15: 1-16, 

3) REBIZZI, V., GUALERZI, L., SANSEBASTIANO, G. 1990. 
Indicatori di carico orqanico e contaminazione da virus 
nelle acque del torrente Parma. - Tecniça sanitaria, 28: 
155-185. 

4) SANSEBASTIANO, G. , BEU-ELI.I, E. , CESARI GIOVANARDI, C. , 
ZILIOLI, Fa, GARDINI, G.P. e BOCCHI, V. 1988. Un nuovo 
tipo di filtro per la concentrazione dei virus nelle 
acque. - AQn. Ist. Super. Sanità, 24: 607-612. 

5) SANSEBASTIANO, G., CESARI, C., REBIZZI, V., GUALERZI, 
L., BELLELLI, E. 1990. Concentration of viruses from 
water using different types of filters. L'Igiene 
Mgderna, 93:785-795, 

6) SCAR.PINO, P.V., LUCAS, M., DANIEL, R.D., BERG, G., 
CHANG, S.L. 1975. Effectiveness of hypoch1orous acid and 
hypochlorite ion in destruction of viruses and bacteria. 

In "Chemistry of water supply, treatment and 
distribution", - Ed. Ruhrier A.J. Ano· Arbqr Science. 
15. 

7) THRAENHART, o., KUWERT, E. 1975. Comparative studies on 
the action of chlorine and ozone on Polioviruses in the 
reprocessing of drinking wate~ in Essen. - Zbl. Bakt. 
ijyg. l· Abt· Orig. §, 160: 305-322.) 



33 

METODI DI RILEVAMENTO DI VIRUS NELL'ACQUA DI RUBINETTO 

M. ROMANO 

Istituto di Igiene, Università degli studi di Padova. 

Introduzione 

La tra$missione di infezioni virali con l'acqua è una 
realtA indiscutibile, mentre non è ancora chiara la re­
sponsabilità dell'acqua potabile nell'insorgenza di tpi­
demie di malattie virali e di conseguenza non si con~~ce 
il rischio derivante, per la Sanit! Pubblica, dalla plo.!­

senza di virus nell'acqua di rubinetto (1,2). 
Vari fattori contribuiscono a mantenere un atteggia­

mento critico, da parte di alcuni Autori, sull'utilità 
della ricerca di virus nell'acqua potabile. La non comple­
ta conoscenza della dose risposta per le singole specie 
virali, la sintomatologia non particolarmente drammatica 
in molti casi, l'interposizione della trasmissione uomo­
uomo, rendono difficile evidenziare una relazione fra in­
fezioni, malattie virali in una popolazione ed eventuale 
presenza di virus nell'acqua potabile; le basse concentra­
zioni, le difficoltA di isolamento e di identificazione 
dei virus, la molteplicità delle specie virali con carat­
teristiche diverse rendono d'altra parte complicata e la­
boriosa la ricerca dei virus. 

Dall'acqua potabile sono stati isolati Poliovirus, E­
chovirus, coxsackievirus, senza una concomitante presenza 
evidente nella popolazione di malattie ad essi riferibili, 
mentre epidemioloqicamente piO dimostrata è la trasmissio­
ne idrica per l'epatite A e per le gastroenteriti da virus 
di Norwalk e da Rotavirus, per i quali è stata descritta 
una associazione fra contaminazione dei sistemi di di­
stribuzione idrica e episodi epidemici di epatite A e ga­
stroenteriti (3,4,5,6,7,8,9,10,11). 

I virus potenzialmente presenti nell'acqua potabile 
sono q·li stessi che possono essere presenti nelle acque 
superficiali o profonde, che servono da fonte di approvvi-
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gionamento idrico; essi appartengono a generi e famiglie 
diverse; come si puO vedere nella tabella 1, per alcuni è 
possibile !•isolamento in colture cellulari, per altri è 
necessario ricorrere direttamente ad altre tecniche quali 
la microscopia elettronica, metodi immunoenzimatici, ibri­
dizzazione molecolare. 

Tabella 1: Virus potenzialmente presenti nell'acqua di 
rubinetto 

V I R U S DIMENSIONI ISOLAMENTO IN 

"' 
COLTURE CELLULARI 

ENTERO VIRUS 20-30 nm + 
Poliovirus 
coxsackievirus A* 
coxsackievirus B 
Echovirus 

VIRUS DELL'EPATITE A 27-32 nm ± 
REOVIRUS 70-90 nm + 
ROTA VIRUS 65-75 nm ± 
CALICIVIRUS 35-40 nm -

Virus dell'Epatite E 
Norwalk virus 
Calici virus 
Snow Mountain virus 

ASTROVIRUS 27-30 nm -
CORONA VIRUS 75-160 nm -
ADENOVIRUS 70-90 nm -

• alcuni tipi non si replicano in colture cellulari 

I virus nelle acque si trovano in concentrazioni ta­
li, da non essere facilmente svelabili con una inoculazio­
ne diretta in colture cellulari o direttamente con altre 
tecniche, con cui si opera con quantità di materiale mini­
me (dell'ordine di ~l), per cui è necessario che il volu­
me iniziale dei campioni, di dimensioni notevoli (10 litri 
per acque superficiali, 100-1000 litri per l'acqua potabi­
le), venga ridotto ad alcuni ml, con la minima 1.erdita di 
unitA virali. 

Attualmente sono disponibili numerosi mt:. _di di c ... n-
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centrazione dei virus nell'acqua, alcuni dei quali con ona 
buona efficienza, ma non è stato ancora individuato un ~a­
todo semplice, rapido e ripetitivamente efficiente al 
100%, che possa essere indicato come standard. (12,13) 

1. Rilevamento di virus nell'acqua potabile 

La sequenza metodologica per la ricerca di virùs 
nell'acqua potabile è la stessa di quella applicata agli 
altri tipi di acqua (acque superficiali, profonde o acque 
reflue) con variazioni a livello di alcune tappe, conse­
guenti alle caratteristiche dell'acqua: basse concentra­
zioni di virus eventualmente presenti, solitamente basse 
concentrazioni di sostanze organiche e presenza di disin­
fettanti. 

Le tappe d~ seguire sono: 
1.1. campionamento 
1.2. Raccolta, neutralizzazione immediata di eventuali di­
sinfettanti presenti nell'acqua e trasporto del campione 
1.3. concentrazione con un metodo adatto a grandi volumi 
1.4. Detossificazione e sbatterizzazione 
1.5. Isolamento, determinazione del titolo e identificd­
zione virale 

1.1. campionamento 

A seconda dell'obiettivo si rende necessaria una pia­
nificazione dei prelievi in base al tempo, al punto, al 
volume ed al numero, in particolare in campagne di con­
trollo o di sorveglianza (14,15). 

La strategia di campionamento sarà diversa a seconda 
dell'obiettivo: determinazione della presenza virale in 
caso di incidenti a livello di impianto di potabilizzazio­
ne, nella rete di distribuzione, oppure monitoraggio per 
il buon funzionamento dell'impianto, campagne di sorve­
glianza in concomitanza a ricerche epidemiologiche a li­
vello di popolazione. 
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1.2. Raccolta del campione, neutralizza?.ione, traspoito e 
mantenimento 

Alcuni presupposti si impongono per una realizz~zione 
corretta: 

sterilizzazione dei recipienti in autoclave o tratta­
mento con disinfettanti, con lavaggio e controllo di even­
tuali residui del disinfettante usato 
- Controllo di sterilita dei recipienti stessi 
- Ricerca di eventuali portatori di virus tra gli operato-
ri 

Per Rotavirus ed HAV è consigliabile trattare con si­
licone le pareti dei recipienti per evitare l'adsorbimento 
delle particelle virali (14). 

La raccolta dell'acqua deve essere eseguita evitando 
una eventuale contaminazione ed il campione mantenuto fiL> 
al momento ed al iuogo d'esame in condizioni che impedi­
scano l'inattivazione anche parziale di eventuali virus 
presenti. 

Il campione d'acqua nel volume stabilito può venire 
raccolto in recipienti di plastica, o venir sottoposto a 
concentrazione direttamente dal punto di erogazione. 

Il volume da raccogliere è dell'ordine di decine-cen­
tinaia di litri; non esistono attualmente valori limi~e 
standard per la presenza di virus nell'acqua potabile: so­
no stati proposti valori massimi di una unità infettante 
in 378-3780 litri da Melnick, meno di una unità infettante 
in 100 litri da WHO, virus assenti in 378 litri da Shuval 
(12). 

Per aver quindi buone probabilità di evidenziare 1 
PFU in 400 litri di acqua sarebbe opportuno esaminare una 
quantità molto maggiore di 400 litri~ fino a 2000 litri 
(13). 

Volumi di tal genere pongono problemi sia per la rac­
colta e soprattutto per il trasporto durante il quale e 
fino al momento dell'inizio della concentrazione l'acqua 
deve essere mantenuta per non piQ di 48 h a temperatura 
.compresa fra 2 e 10 co; nel caso di concentrazione in lo­
co, gli eluati o i filtri possono venire mantenuti durante 
il trasporto e per alcune settimane a -26°C o a -7o~c 

(14,16). 
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Il disinfettante piQ frequentemente usato nella pota­
bilizzazione è il cloro che è presente, nell'acqua fini­
ta, sotto forma di cloro residuo libero. Questo dovrà es­
sere neutralizzato con tiosolfato sadico ad una concentra­
zione finale di 50 mqfl, eventualmente potrà essere ese­
guito un calcolo della quantità necessaria di tiosolfato 
in funzione della quantitA di cloro libero. L'operazione 
può essere effettuata mettendo giA prima della raccolta il 
tiosolfato nei recipienti o, in caso di filtrazione in lo­
co, può esse~e aggiunto continuamente con un iniettare si­
tuato prima del filtr.o. In questo caso è necessario un mo­
nitoraggio continuo dell'avvenuta neu~ralizzazione del 

' . 
cloro. 

un momento delicato è rappresentat.o dal trasporto in 
laboratorio, ~he sarl facilitato se la filtrazione viene 
eseguita al punto di prelievo, poichè diven-ta pi\1 agevole 
il trasporto del concentrato e dei soli filtri. 

In ogni caso, che si tratt~ del concentrato, dei fil­
tri o dell'acqua prima della concentrazione, il manteni­
mento dei campioni dovrà essere a basse temperature. Là 

temperatura di mantenimento per l'acqua raccolta nei reci­
pienti è a +4°C, per il concentrato e i filtri a +4°C o 
meglio -7o•c (12,14). 

L'acqua mantenuta a +4°C dovr~ essere sottoposta a 
concentrazione entro 48 ore. E' preferibile invece tra­
sportare le cartucce filtranti a -70°C in sacchetti di 
plastica sterili e dovranno essere eluite dopo essere sta­
te mantenute per trenta minuti a temperatura ambiente e 30 
minuti in bagno a +36 oc, entro 1 o 2 giorni. (16) 

L'·aggitmta di sostanze che possono proteggere le par­
ticelle virali è consigliata da alcuni A.A., ma va valuta­
ta la specie virale che può essere presente. Il siero bo­
vino, per esempio, sembra essere vantaggioso per gli ente­
rovirus ma può contenere anticorpi antirotavirus. (12) 

1.3. Concentrazione 

I metodi di concentrazione disponibili e sperimentati 
presen~ano in misura variabile limiti nell'efficienza, he 
possono influire pesantemente quando si tra1 a di ac~~a ~i 

sua sua Rt& : a 
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rubinetto, viste le basse concentrazioni di viru·s e le 
qrandi quantitl di acqua da trattare (600, 1000, 2000, 
3000 litri). caratteristiche favorevoli sono invece ba~se 
concentrazioni di sostanze organiche e bassi livelli di 
torbidi ti. 

Visti i volumi di acqua da esaminare è necessario 
sottoporre i campioni a due o addirittura tre fasi di <.:>n­
centrazione: per l'acqua potabile si tratta di concentra­
re, a 10-30 ml, volumi iniziali di 200-400-1000 litri e 
piil. 

come gil detto questa può essere attuata sul cempo, 
con successivo trasporto dei filtri carichi in laborato­
rio, oppure si pua trasportare l'acqua, alla quale sia 
st-ato aqgiunto, immediatamente dopo il prelievo, tiosolfa­
to per neutralizzare il cloro residuo. 

I metodi di concentrazione piil adatti per l'acqua di 
rubinetto sono essenZialmente tre elencati nella tabella 
2: 
- due basati sull'adsorbimento ed eluizione (su filtri e­
lettroneqativi, o elettropositivi) 
- uno sull'ultrafiltrazione. 

Tabella 2: Fasi e metodi di concentrazione per l'acqua 
potabi,le 

{ 

Adaorbimento eu filtri elettronegativi} 
o Bluizione 

1• faae di Adsorbimento au filtri elettropositivi 
concentrazione o 

Ultrafiltrazione 

Adaorbimento eu filtri 
o 

Adsorbimento au filtri 
o 

~· fase di Ultrafiltrazione 
concentrazione o 

P_locculazione organica 
o 

elettronegativil 
Eluizione 

elettropositivi 

Idroeatrazione con qlicole-poli•~tilene 
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questi sali si fa passare l'acqua attraverso i f·il tri e­
lettronegativi con taglio di 0.2, 0.45 ~m. I virus sospesi 
nell'acqua che a questo pH sono carichi positivamente si 
adsorbono sulla superficie filtrante che presenta una ca­
rica negativa. 

L'efficienza di adsorbimento è risultata maggiore per 
i Poliovirus, che per Echovirus e Reovirus. Tale differen­
za è probabilmente dovuta alle caratteristiche fisico-chi­
miche dei virus (21). 

Variando la dimensione dei filtri questo metodo puO 
essere applicato come prima fase di concentrazione a volu­
mi diversi di acqua; si presta bene per grandi volumi; la 
sua efficienza è risultata del 75% per Poliovirus, 79%­
BO\ rispettivamente per coxsackievirus A e B, 72% per E­
Chovirus, 78% per la miscela dei quattro virus suddetti, 
del 97t per il virus dell'Epatite A (22,23). 

Con questo metodo è stato possibile isolare, da acque 
in uscita da un impianto di potabilizzazione coxsackie BJ, 
B4, Poliovirus 1,2,3 Echovirus 7 e Pi~ornavirus non iden­
tificati (24). 

1.3.1.b 1° fase di concentrazione per adsorbimento su fil­
tri elettropositivi 

I filtri sono costituiti da cellulosa o fibre di ve­
tro con resine polimeriohe caricate positivamente. 

Su questi filtri, i virus si adsorbono a pH naturale 
dell'acqua, sempre che non superi il valore di a, senza 
1 1 aqqiunta di sali cationici. Quindi non è ne.cessario aci­
dificare l'acqua. Per il resto si opera come per i filtri 
elettronegativi.· 

L'efficienza di adsorbimento è risultata maqgiore fra 
pH 3,5 e pH 7. Enterovirus, Reovirus e Adenovirus sembrano 
assorbirsi con la massima efficienza su questi filtri a pH 
7,5(21). 

Entrambi i tipi di filtri positivi e negativi sembra­
no avere una potenzialità di concentrazione di 10.000 vol­
te ed in alcuni casi è riportata una efficienza maggiore 
del 90%; entrambi i metodi sono adatti ad operare su gra-.1-
di volumi perO con i filtri elettropositivi il proc.-lim•,:-
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to è molto piil semplice (25,26). 

Eluizione 

Si attua per entrambi i tipi di filtri con soluzioni 
alcaline: tampone-glicina NaOH pH 10,5 (20) o estratto ùi 
carne al 3% pH 9,5 o con glicina-estratto di carne pH 10 
(3,5,22), facendo passare goccia a goccia (da 0,4 ml ~ 

1600 ml e oltre), o facendo ricircolare, l'eluente in 
quantit!. div8rse a seconda della superficie filtrat ·:f e 
quindi del volume d'acqua filtrato. 

La soluzione qlicina-NaOH a pH 11,5 (25) sembra provo­
care inattivazione degli enterovirus. 

Le particelle virali venqono quindi asportate dal 
filtro per mezzo dell'eluente, per distruzione sia delle 
forze idrostatiche che di quelle idrofobiche. Il concen­
trato cosl ottenuto potr& venire nuovamente sottoposto a 
concentrazione (2° Fase). 

1.3.1.c. 1° fase di concentrazione per mezzo di ultrafil­
trazione a flusso tangenziale 

Una tecnica alternativa a quelle basate sull'adsorbi~ 
mento ed eluizione, è l'ultrafiltrazione con cui si effbt­
tua una separazione delle molecole presenti nell'acqua a 
seconda del loro peso molecolare. 

L'acqua viene fatta circolare seCondo un flusso pa­
rallelo ad una membrana di nitrocellulosa o di polietere­
solfone, la cui porosità permette il· passaggio dell'acqua 
e di molecole a basso peso molecolare (ultrafiltrato), 
trattenendo macromolecole e virus con dimensioni maggiori 
al taglio molecolare della membrana. I virus cosi rimango­
no concentrati nella fraziOne di liquido che non passa at­
traverso il filtro (27,28,29,3_0,31). 

I filtri posson essere di taglio molecolare diverSo, 
definito empiricamente e denominato NMWL, (nomina! molecu­
lar weight limit) le molecole con peso mol~colare superio­
re a tale limite non attraversano la membr8:na. 

Esistono oltre alle membrane anche fil1 i a fib~e c~-
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ve. 
Il taqlio molecolare ottimale per concentrare i vi~us 

nell'acqua è di 10.000. con tagli molecolari pi~ alti 
20.000-100.000 NMWL, la concentrazione è pift rapida, ~a si 
può verificare perdita di virus nell 1 ultrafiltrato, so­
prattutto per qli Enterovirus, non per i Reovirus e Rot~­

virus-che hanno dimensioni maqqiori come si puo• vedete 
dalla tabella 1. 

Queste superfici filtranti presentano però dei siti 
attivi, su cui possono adsorbirai le particelle virali, 
che diversamente si troverebbero al centro della corrente 
di flusso; per ovviare a tale inconveniente, si possono 
saturare questi siti attivi con proteine, condizionando 
cosi la m~rana prima del procedimento di concentrazione, 
con estrattO di carne al 3,. 

Un lavaggio del filtro delle membrane filtranti sem­
pre con estratto di carne alla fine, assicurerA il recupe­
ro di eventuali particelle virali adsorbite (30,31); nel 
liquido di lavaggio il recupero di virus è di solito mag­
giore che non nel concentrato. 

EsiStono tiPi diversi· di concentratori ad ultrafil­
trazione adatti a grandi o a piccoli volumi, e ultrafil­
tri in provetta per volumi piccolissimi. Questi ultimi 
possono essere Usati in una eventuale terza fase di con­
centrazione. 

I momenti Pid delicati per un buon rendimento sono 
costituiti dal controllo del flusso del concentrato e 
del l 'ultra-filtrato, dalla· sanitizzaZione, dalla conserva­
zione dei le membrane e del s-istema. 

La prima fase di concentrazione è effettuata in appa­
recchi che possono .. trattare fino a 50-100, 300-400-1000 
litri di acqua. Una pompa spinge l'acqua attraverso una 
serie di membrane, il cui numero pub essere aumentato ren­
dendo possibile la_ concentrazione di volumi maqqiori di 
acqua in tempi *inori. Può essere usato un serbatoio da 
cui viene pescata l'acqua oppure può essere fatta scorrere 
l'acqua direttamente dal punto di prelievo. Il tempo del 
procedimento varia in funzione del volume iniziale e del 
numero di moduli usati, ma in oqni caso è un metodo rapi­
do (30) • 

Partendo da grandi vol-umi come nel \SO d:re:ll'acqua di 
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rubinetto si ottengono 1 litro-250 ml di concentrat~ ~he 
deve essere ulteriormente ridotto di volume~ 

L'efficienza di questo metodo è buona per tutti i ti­
pi virus e per tutti i tipi di acqua (29,31,32). 

1.3.2. 2° fase di concentrazione 

Con qualsiasi dei tre metodi descritti si pua attuare 
una seconda fase di concentrazione a partenza da volumi da 
200 ml, 1 litro, 1,5 litri ottenuti dalla prima f3&e, 
usando filtri e sistemi di ultrafiltrazione adatti a pi~­
coli volumi; in alternativa si prestano bene anche l­
flocculazione organica e l'idroestraezione con glicole­
polietilene. 

1.3.2.a. Adsorbimento su filtri 
Si procede come per la prima 

(1.3.1.a.) 

1.3.2.b. Adsorbimento su filtri 
Si procede come per la prima 

(1.3.1.b.) 

elettronegativi 
fase di concentrazione 

elettropositivi 
fase di concentrazic..ue 

1.3.2.c. Ultrafiltrazione a flusso tangenziale 
Si procede come per la 

(1.3.1.c.) 
prima fase di concentrazione 

1.3.2.d Flocculazione organica 

La flocculazione organica pu6 essere effettuata solo 
su eluati proteici. I concentrati ottenuti dalla prima fa­
se con i tre metodi precedentemente descritti contengono 
estratto di carne per cui il metodo della flocculazione 
organiCa può essere usato per la seconda fase di concen­
trazione senza aggiunta di materiale protei":o. L 1 aqgiunta 
di HCl fino ad un pH 3, 5 provoca la forma2 ; 1e di '.oc 
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lati costituiti dalle proteine precipitate in ambiente a­
cido; i virus intrappolati in questi fiocchi dovranno es­
sere successivamente recuperati per centrifugazione e ag­
giungendo una soluzione di fosfato sodico (Na2HP04). 

Il recupero sperimentale di virus con questo metodo è 
variabile nell'efficienza a seconda della specie vira!~ e 
delle caratteristiche dell'acqua (33). 

1.3.2.e. Idroestrazione con glicole-polietilene 

Consiste nell'esporre la sospensione acquosa virale 
contenuta in un sacchetto di cellulosa semipermeabile, a 
materiale igroscopico (PEG) per una notte a +4•C. 

L'acqua richiamata dal materiale igroscopico attra­
versa la membrana ed i virus vengono concentrati all'i~­
terno del sacchetto e recuperati con lavaggio con PBS o 
con soluzioni al 3' di estratto di carne (32,33). Questo 
metodo presenta una buona efficienza, ma esige tempi piut­
tosto lunghi. 

1.4. Detossificazione 

Il concentrato ottenuto da uno qualsiasi di questi 
sistemi, eventualmente portato a pH 7-7,2 sara sottoposto 
a saggio virale previa detossificazione e sbatterizzazitll& 
con cloroformio e aggiunta di antibiotici. 

1.5. Isolamento, titolazione e identificazione virale 

Per la determinazione del titolo virale, l 1 isolamento 
e l'identificazione viralet si applicano le stesse tecni­
che usate per gli altri tipi di acqua, cioè inoculo in 
colture cellulari, metodi immunologici e immunoenzimatici, 
ibridizzazione molecolare. 
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2. Hodalita• di esposizione 

L • isolamento di microorganismi patoqeni e tra essi i 
virus nei liquami e nei fanghi biologici di depurazione 
pone il problema della valutazione degli eventuali rischi 
connessi con l'esposizione umana e la possibilita• di 
contrarre malattie di natura infettiva ad essi conseguen­
ti. 

Nel settore della biodepurazione dei liquami e del 
trattamento e smaltimento dei fanghi, vari sono i gruppi 
di soggetti ipoteticamente esposti ai microorganismi: dai 
lavoratori addetti (intesi tanto come coloro che svolgono 
mansioni negli impianti di biodepurazione, trattamento e 
smaltimento, quanto coloro che operano in ambito agricolo 
e che ·utilizzano i fanghi in qualftl di ammendante), alla 
popolazione generale, comprendente sia coloro che risiedo­
no in zone viciniori agli impianti medesimi, sia i consu­
matori di prodotti di coltivazione provenienti da terreni 
trattati o di carni di animali che su essi vi abbiano 
pascolato. 

Va tuttavia tenuta presente la distinzione esistente 
fra pericoli teorici, legati alla presenza dei patogeni 
nei fanghi, e pericoli dimostrabili, funzione del contatto 
con un numero sufficiente di essi a provocare un'infezione 
c 4) o 

In generale le vie di esposizione umana ai microorgani­
smi potenzialmente patogeni sono rappresentate da contat­
to, ingestione ed inalazione, con effetti sulla salute che 
comprendono manifestazioni allergiche oppure di tipo 
infettivo a livello cutaneo, gastroenterico e respiratorio 
(5,6,7). 

L'esposizione ai patogeni per contatto o per ingestione 
puo• condurre ad affezioni sia cutanee che gastrointesti­
nali. 

L'esposizione per inalazione, puo• invece condurre sia 
ad infezioni dirette delle vie respiratorie, sia ad affe­
zioni gastrointestinali conseguenti al movimento mucoci­
liare e successiva deglutizione degli agenti penetrati a 
livello delle prime vie respiratorie (1). 

Sono indubbiamente piu' note e studiate le modalita• di 
trasmissione che danno successivamente luogo alle manife­
stazioni cutanee o inerenti all'apparato digerente; ha 
quindi assunto, in tempi recenti, una particolare rilevan­
za il problema della immissione in aria, mediante aeroso­
lizzazione, di microorganismi patogeni originariamente 
contenuti nei liquami, anche in considerazione del fatto 
che tale modalita• di diffusione risulta la piu' importan­
te nel ciclo lavorativo considerato, e che di conse9uenza 
la via inalatoria risulta la via prevalente di esposizione 
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aqli agenti patoqeni (8,9). 
Questa via di diffusione, interessa prevalentemente 

batteri e virus, poiché protozoi e uova di elminti non 
sono aerodispersibili a lunghe- distanze dalla sorgente di 
diffusione per le loro dimensioni (1). 

Per quanto riguarda l'esposizione per via .inalatoria la 
sede di deposizione delle particelle di aerosol nel polmo­
ne, e quindi la possibile via di penetrazione nell'organi­
smo, dipende principalmente dalle dimensioni delle parti­
celle. Quelle superiori a 5 ~m si depositano principalmen­
te nelle vie respiratorie superiori, da dove, veicolate 
dal muco, possono arrivare all'orofaringe e da qui all'ap­
parato gastrointestinale; mentre per diametri inferiori a 
1.0 micron, a parita• di frazione respirabile, analogamen­
te a quanto visto per le polveri, il rischio sara' chiara­
mente maggiore per diametri compresi fra O e OaS micron, 
valori che consentono una penetrazione nei polmoni ed una 
deposizione definitiva a livello alveolare. 

Quanto detto concerne sia la penetrazione di batteri 
che di virus. Alcuni enterovirus possono anche moltipli­
carsi nello stesso apparato respiratorio (1). 

La formazione di aerosol liquidi 6 solidi contenenti 
microorganismi si verifica in molti proceSsi che avvengo­
no spontaneamente in natura, come per esempio in seguito 
all'azione del moto ondoso del mare, o del vento che 
partecipa all'erosione dei suoli; in questi casi e• 
documentata la possibilita• che il trasporto dei microor­
ganismi veicolati possa avvenire anche sulle lunqhe di­
stanze. 

Nell'ambito deqli impianti di depurazione di fanqhi 
invece l 1 aerosolizzazione dei microrganismi ha luogo prin­
cipalmente per dy.e motivi: il primo consiste nel gorgo­
gliamento dell'aria fornita ai liquami per supportarne la 
popolazione microbica attiva nella depurazione (la vasca 
di ossidazione appare come la fonte piu' rilevante di 
aerosol microbici hell'ambito di impianti di depurazione a 
fanqhi attivi, avendosi a questo livello . la magqiore 
aerazione). Il secondo è rappresentato dalla presenza 
negli impianti di salti d'acqua, vortici, organi meccanici 
in movimento capaci di nebulizzare parte dei liquami 
stessi (10,11). 

Anche qli aerosol prodotti dagli impianti possono 
mostrare alta persistenza ambientale. Cosi ad esempio 
coliformi aerodispersi sono stati rilev3ti (quando la loro 
concentrazione era nell'ordine dei lO /ml o piu' nelle 
acque di depurazione) nell'aria a 350 mt sottovento ri­
spetto al punto di erogazione (12). 

Durante la formazione dell'aerosol i microorqanismi 
subiscono una importante riduzione nel loro numero rispet­
to alle acque che li generano, riduzione che puo• essere 
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ricondotta agli sbalzi di pressione che si verificano nel 
processo di aerosolizzazione (1). 

La sopravvivenza dei microrqanismi, dopo dispersione è 
prevalentemente legata a vari fattori ambientali quali 
umidita• relativa, presenza di radiazioni u.v. e tempera­
tura, (13,14). 

Per quanto riguarda in particolare i virus, successiva­
mente alla riduzione iniziale legata all'impatto da aero~ 
sol e valutata nell'ordine di 0.5 unità loqaritniiche, si 
determina una riduzione approssimativamente nell'ordine Qi 
l unità log ogni 40 secondi, in funzione prevalentemente 
della presenza di radiazioni solari, temperatura elevata e 
bassa umidita• relativa (1). 

Nella valutazione dei fattori determinanti la potenzia­
le esposizione degli addetti agli aerosol veicolanti 
agenti virali in ambienti non confinati, accanto alla 
sopravvivenza dei microorganismi negli aerosol, si deve 
considerare anche il comportamento fiSico dell'aerosol 
stesso, ossia la sua diffusione nell'ambiente, che viene 
limitata da processi di deposizione e dalla distanza_ dalla 
sorgente di disseminazione. · 

La diffusione dei virus nell'atmosfera degli impianti 
di depurazione sarebbe pertanto condizionata nella fase 
iniziale prevalentemente dal processo di deposizione degli 
aerosol, successivamente dal decadimento biologico e dalla 
entità della diffusione orizzontale delle particelle, 
quest'ultima ovviamente legata ai fattori fisici segnalati 
quali Velocita 1 e turbolenze dell'aria sovrastante l' im­
pianto e altezza raggiunta dagli aerosol. 

3 • Studi di effetti sulla salute 

Sino a dieci anni fa le conoscenze sugli effetti sulla 
•alute ipotizzabili, conseguenti ad esposizione a micror­
yanismi patogeni in impianti di depurazione dei liquami e, 
tn fasi successive, di trattamento e smaltimento dei 
an9hi di risulta erano scarse. 

~. Piu• recentemente vari studi sono stati condotti per 
4 ~iticare l'esposizione professionale, sia in impianti di 
n:pu~Qzione che nel riutilizzo dei liquami in agricoltura, 
d.e n~~a' il possibile interessamento di popolazioni resi­
bt' n nei pressi degli stessi impianti. Riportiamo una 

- 1n:VQ ~assegna dei principali lavori relativi agli effetti 
- :CJnti conseguenti all'esposizione a virus. · 

ElCk.la e al. (15) hanno effettuato uno Studio a Manito-
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ba (Canada 1 ) per valutare l'esposizione professionale ad 
agenti biologici patogeni in impianti di trattamento 
secondario dei liquami a fanghi attivi. Lo studio compren­
deva l • esame di circa 70 operatori del l·' impianto locale 
(gruppo dei soggetti "esposti"), associati a due gruppi di 
controllo, il primo "non esposto" costituito da personale 
amministrativo, il secondo "malato", costituito da pazien­
ti ospedalizzati il cui siero era stato inviato per anali­
si al laboratorio dell'ospedale. Le indagini condotte 
comprendevano accanto alla ricerca di virus nelle feci e 
dei tassi di immunoglobuline sieriche, l'esame sierologico 
dei tassi anticorpali per virus respiratori (Adenovirus, 
Virus Respiratorio Sinciziale, Parainfluenzale 1,2,3, 
Influenza A e B), virus enterici (Poliovirus 1,2,3, Cox­
sackie B2, BS, B6, Echovirus 7 e Reovirus), virus 
dell'Epatite A e Be Antigene Australia. Gli esami condot­
ti all'inizio dello studio erano stati successivamente 
controllati dopo un anno. L'unica apparente differenza 
rilevata fra i gruppi ha riguardato un aumento del tasso 
anticorpale per Reovirus, statisticamente significativo 
negli operatori rispetto al gruppo di amministrativi e di 
poco superiore al gruppo di ospedalizzati. Veniva però 
anche rilevata una riduzione dei tassi per i virus parain­
fluenzali negli esposti, di difficile interpretazione. 

·Nell'indagine furono osservate infine due sole siero­
conversioni in tecnici di laboratorio, rispettivamente 
per la comparsa di anticorpi per l 1 Epatite A e per la 
Brucella abortus; i tassi di immunoglobuline non presenta­
vano variazioni, e non fu rilevata la presenza di virus 
nelle feci. 

Clark et al. (16) confrontarono in una indagine sieroe­
pidemiologica trasversale un gruppo di addetti alla condu­
zione di impianti' di depurazione di liquami urbani con il 
personale addetto alla manutenzione dell'impianto stesso e 
con netturbini. I tassi anticorpali specifici per Adenovi­
rus, Reovirus e Ci tomegalovirus non presentarono nei tre 
gruppi significative differenze, che erano invece presenti 
per alcuni Enterovirus: piu 1 precisamente avevano regi­
strato un incremento quelli relativi al Coxsackie B3 e BS, 
rispettivamente negli addetti al trattamento ed alla manu­
tenzione, mentre risultavano ridotti i tassi anticorpali 
per i virus Echo 6 negli stessi addetti al trattamento. 
Analogamente il livello di immunoglobine (IgG, IgA, IgM) 
non presentava differenze statisticamente significative 
nei gruppi a confronto, tranne per le IgG che risultavano 
piu' alte nei netturbini. 

Clark e al. (17) successivamente in un ampio studio 
sieroepidemiologico, prospettico, hanno esaminato l'espo­
sizione professionale degli addetti di impia.nto di depura­
zione di tre grosse citta' statunitensi/~ L'indagine com-
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prendeva uno studio sieroepidemiologico, mirato ad infe­
zioni batteriche e virali, la determinazione dei livelli 
di immunoglobuline e la ricerca di virus e batteri in 
materiale fecale. I test sierologici comprendevano l'ana­
lisi di campioni di siero raccolti dallo stesso individuo 
in tempi successivi per verificare il tasso di anticorpi 
contro specifici agenti infettivi. Un incremento signifi­
cativo dei tassi anticorpali fra prelievi successivi era 
ritenuto indicativo di avvenuta infezione. Gli agenti 
virali comprendevano virus respiratori (Adenovirus), virus 
enterici (Reovirus, Poliovirus 1,2,3, Coxsackie A7, A9, 
Al6, A21, Bl, B6, Echovirus, l., 3, 4, s, 6, a, 9, 11, 13, 
14, 19, 24, 30} cytomegalovirus, Herpes Simplex, Epatite 
A, Epatite s' e_ Antigene Australia. I gruppi allo studio 
erano costituiti da operatori degli impianti, in parte di 
nuova assunzione e in parte dipendenti da tempo. Gli 
esposti erano stati suddivisi per le caratteristiche della 
mansione e per . rilievi ambientali in qruppi ad alta e 
bassa esposizione agli aerosol prodotti sia da liquami 
che da fanghi. Complessivamente avevano preso parte allo 
studio pia' di 500 volontari, sia esposti che controlli. 

Nell'indagine vennero rilevate varie modificazioni nei 
tassi anticorpali sia nei controlli che negli esposti e 
tre sieroconversioni nel gruppo di esposti prevalentemente 
per enterovirus. Tuttavia le modificazioni segnalate non 
presentavano significativita' statistica, non dimostrando 
cosi' un incremento delle infezioni da enterovirus nel 
gruppo di addetti. 

rn un •altra indagine (18) l 'analisi delle variazioni 
dei tassi anticorpali specifici per il virus "Agente di 
Norwalk" un virus capace di causare disturbi gastrointe­
stinali, risultarono indicative per una maggiore tendenza 
ad ammalare negli operatori di nuova assunzione, rispetto 
agli operatori assunti da lungo tempo ed al gruppo di 
controllo. 

:r lavoratori esposti a livelli medio alti di aerosol 
presentavano inoltre titoli anticorpali piu' elevati ri­
spetto a lavoratori con bassa esposizione. 

Uno studio prospettico di due anni, condotto in Romania 
( 19) riporta un'aumentata incidenza di anticorpi contro 
vari virus in lavoratori con esposizione sia a liquami che 
a fanghi. Lo studio venne condotto su tre gruppi denomina­
ti A, B, c che presentavano un frequente, saltuario o 
assente contatto con i liquami. L'incidenza di tre virus 
respiratori (Adenovirus, Parainfluenzale 1, e Influenza 
tipo A ) venne rilevata significativamente piu' alta nel 
gruppo A rispetto al gruppo c, indicando cosi' possibili 
effetti correlati all'esposizione a liquami. Non vennero 
al contrario rilevate differenze per la frequenza di 
anticorpi, anti Herpes Virus, Rickettsie e virus dell'Epa-
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tite B. 
Accanto ad ett 

impianti, dobbi etti sulla s~lute negli operatori degli 
effetti stavor amo anche eons~derare la possibilita • di 
Un ampio studievoli in popolazioni residenti nei pressi. 
un'area resideo ~· stato condotto negli anni 1979-1980 in 
fanghi attivi nz ale di 1,6 Jcm2 , vicino a un impianto a 

Circa 120é nel distretto municipale di Chicago (20). 
indagini sani t v~lontari residenti furono sottoposti ad 
ricerca nelle far 8 • Di questi in 161 venne eseguita la 
ri patogeni. 3~~1 e in tamponi faringei di virus e batte­
ematici al l• in! ~ Volontari effettuarono invece prelievi 
particolare valz 0 e al termine dello studio; vennero in 
coxsackie (Bl u:ate la preva~enza e l'incidenza a 5 virus 
12). Gli auto; i 2 , BJ, 84, "BS) e 4 Echovirus (3, 6, 9, 
correlazione rilriteriscono di non avere rinvenuto alcuna 
adottati nello :vanta tra gli indicatori di esposizione 
la frequenza dÌ Udio sulla base di indagini ambientali, e 
attraverso le i infezioni virali (e batteriche) rilevate 
questo impiant 8 eroconversioni osservate, concludendo che 
nella popolaz~ non aveva comportato effetti per la salute 
D'altro canto l~ne dell'area residenziale allo studio. 
dispersione di impianto venne riconosciuto co~e fonte di 
.coliformi total~erosol contaminati attraverso la misura di 
denziale consid e particelle aerodisperse nell'area resi-

Gli erata. Autori arr 
no temperate d 

1
ermano inoltre che le conclusioni andava-

allo studio N a numero esiguo dei soggetti sottoposti 
concentrazio~i ~f 1 ' impianto non rilevarono inoltre alte 
concentrazioni di particelle, gas o metalli ed inoltre le 
presentavano v 

1 
contaminanti diffuse come aerosol non 

rilevati in alta t~i molto piu• bassi rispetto a quelli 
Un'ultima c r , mpianti similari. 

enterica per o~dizione di esposizione a virus di origine 
rappresentata ~ ~ operatori e la popolazione generale è 

Lo smaltimen~ riutilizzo agricolo dei liquami fognari. 
mente sul terre 0 di liquami non o poco trattati, diretta­
legislativi. T ntot' e 1 poco diffusa in Italia per vincoli 
rischi da Pato u avia e• interessante per definire i 
indagini condot~eni Presenti nei liquami esaminare alcune 

Dorn (2 1) h e negli Stati Uniti. 
anni su a gr icof condotto uno studio prospetti co di tre 
venivano utili tori di alcune fattorie dell 1 0hio in cui 

·come ammendant~zati fanghi trattati sparsi sul terreno 
ettaro, corrisp 'd nella misura di 2-10 tonn.fsecco per 

Nell'indaginon ente ad un quantitativo limitato. 
salute attribui~ non Vennero osservati effetti sulla 
d 1 altro canto ili alle quantita 1 applicate; gli Autori 
dati verso situ 8~9geriscono prudenza nell'estrapolare i 
quantitativi maaz ioni caratterizzate da u~ spandimento di 

99 ori di fanghi, da piu •' élevate concen-
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trazioni di patogeni, da maggiori estensioni di terreno 
trattato oppure da una maggiore permanenza degli operato­
ri sui terreni trattati. 

~n un altro ampio studio sieroepidemiologico, sui 
res~de.nti nei pressi degli impianti , e sugli operatori 
del S~stema sperimentale di trattamento del terreno con 
liquami e fanghi di Lubbock, Camann et al. (22) hanno 
riscontrato tassi di affezioni di origine virale piu' alti 
rispetto ai gruppi di controllo fra coloro che avevano un 
alto grado di esposizione ad aerosol contaminati. Cio' si 
era verificato nel 1983, all'inizio della primavera, in 
c
1
oncomitanza con fanghi sparsi sul terreno che eccedevano 

limiti di ·contaminazione da enterobatteri (Coliformi 
fecali) consi9liati per tale uso. Nessun episodio infetti­
va, d'altro canto, sfocio• in gravi malattie. 

Un'ampia indagine sui sieri di operatori di una stazio­
ne di trattamento e distribuzione dei liquami per irriga­
zione nel Muskegon county (Ohio), non h~ rilevato diffe­
renti prevalenza dei titoli anticorpali per diversi ente­
rovirus rispetto ai gruppi di controllo_ (23). Gli entero­
virus tastati erano; Poliovirus 1, 2, 3 , Coxsackie 82, 
Bs, Echovirus 7 e 11. 

Nella stessa indagine un sottogruppo del gruppo di 
esposti con mansione di pulizia dei diffusori, per i quali 
era ipotizzabile un rischio maggiore conseguente ad una 
Piu• alta esposizione al liquame, ha presentato un titolo 
superiore di anticorpi contro il virus coxsackie 85 ri­
spetto ai controlli. Lo stesso virus e' stato isolato 
nalle feci e nel tampone faringeo di un lavoratore del 
gr

1
uppo di controllo, testimoniando cosi' la presenza del 

v rus nella comunita•. 
N~gli anni 1980/81 venne condotto in Israele un ampio 

stud~o sieroepidemiologico per valutare l'incidenza di 
~ffezioni virali in kibbutzim che utilizzavano i liquami 
~attati per fertirrigazione ed acquacoltura. I lavoratori 

a lo studio e le famiglie di residenti furono suddivisi in 
rolazione al grado di utilizzazione dei liquami (24,25). 

Fra i vari esami eseguiti, il solo tasso anticorpale 
Por Echovirus 4 mostro• una prevalenza significativamente 
~\IPeriore negli esposti rispetto ai controlli. L'aumento 
d~l tasso fu successivo ad un periodo di forte incidenza 

l. affezioni gastroenteriche nel corso di un epidemia 
estesa a tutto il territorio nazionale. 
v ~l fatto che nella popolazione allo studio non vennero 
l1:lr~ficat~ altri aumenti di tassi anti?orpali .in momenti 
p fterent~, suggerisce, a detta degl1 Autor1, che la 
.~tG~ziale esposizione ai liquami non comporta in condi­
.~1\"'1.'1. _normali un'incremento nella prevalenza di anticorpi 
v '\t\v~rali. Un rischio doppio di affezioni gastroenteriche 

t\nnc invece rilevato nello stesso studio ne~la popolazio-
' . 
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ne con età compresa tra O a 4 anni, durante il periodo 
estivo; lo stesso aumento non venne tuttavia confermato 
nell'arco dell'intero anno. 

Riassumendo quanto segnalato, benché negli studi occu­
pazionali siano stati riportati negli addetti, aumenti 
isolati di tassi anticorpali specifici per virus enterici 
interpretabili come indicatori di potenziale esposizione, 
evidenze che tuttavia necessiterebbero, in tale senso, di 
ulteriori conferme, gli autori nel complesso non rilevano 
la presenza di un rischio infettivo significativo per gli 
addetti consequente alla potenziale esposizione agli 
agenti virali nell'attivitA lavorativa. 

Analoghe conclusioni vengono riportate dagli studi 
condotti sulla popolazione residente e sugli operatori 
nell'ambito del riutilizzo agricolo dei liquami, non 
essendo emerso, anche in 'questo caso, un rischio signifi­
cativo nel corso di normali condizioni operative. 

In queste stesse indagini sono tuttavia riportati 
risultati positivi, riferiti, dagli autori, a inusuèili 
forti esposizioni degli operatori ai liquami, oppure a 
casi in cui vennero utilizzati liquami fortemente contami­
nati, o, infine, in concomitanza di epidemie virali nella 
popolazione generale, aspetti che segnalano l'esistenza di 
~ischi latenti nell'uso di liquami in modo non controlla­
to. 

4. Conclusioni 

Il problema del rischio igienico nei confronti dell'uo­
mo e dell'ambiente per il riutilizzo agricolo delle acque 
reflue e dei fanghi di depurazione delle acque reflue 
stesse risulta di notevole rilevanza sia per gli aspetti 
di sanitA pubblica che di agroeconomia che esso riveste. 

Numerose sono le segnalazioni presenti nella letteratu­
ra scientifica sull •argomento al seguito di" indagini con­
dotte con l'intento di valutare le reali possibilità di 
trasmissione delle diverse forme patogene comprese quelle 
virali, ad ospiti intermedi e successivamente all'uomo. 
Questi studi forniscono informazioni sufficienti per defi­
nire la esistenza dei presupposti di una pericolosità 
infettiva nel riutilizzo indiscriminato e incontrollato 
dei fanghi biologici in agricoltura. E' da sottolineare 
che i dati disponibili soffrono però di scarsa generaliz­
zazione e limitata confrontabilità per il grande numero di 
variabili capaci di interferire o modificare la sopravvi­
venza ambientale, la capacità infettante . e la risposta 
biologica all'infezione delle numerose s~ecie di microrga-
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nismi potenzialmente patogeni, presenti nei fanghi, in 
particolare virus enterici. Le evidenze sperimentali ed 
epidemiologiche sino ad ora raccolte non permettono di 
stabilire un rapporto di casualità tra distribuzione dei 
fanghi nel terreno agricolo ed insorgenza di patologia 
infettive nella popolazione generale. 

La mancanza di evidenze epidemiologiche rilevabili in 
condizioni ordinarie di uso agricolo dei fanghi, se da un 
lato lascia presumere che una buona gestione delle opera­
zioni di distribuzione dei fanghi possa permettere un ef­
ficace controllo del rischio igienico (ad esempio attra­
verso il rispetto di intervalli di tempo fra distribuzio­
ne e pascolo, l' interramento dei fanghi, i l non uso su 
colture destinate crude al consumo umano ed il rispetto di 
fasce di territorio con corsi d'acqua e pozzi), dall'altro 
non autorizza a minimizzare le pur limitate evidenze 
sperimentali che segnalano la presenza di numerosissimi 
patogeni virali, (oltre a quelli batterici protozoari e 
parassitari) capaci, con diverse modali~à, di migrare in 
vari ecosistemi e di pervenire all'uomo e agli animali. 
Alla luce di queste evidenze appare più che giustificato 
lo sforzo tecnologico per sviluppare processi economica­
mente sostenibili efficaci nel conseguire una riduzione 
della carica potenzialmente patogena e il raggiungimento 
di validi standard di qualità igienica dei fanghi, effica­
ci per la tutela della salute dell'uomo e dell'ambiente. 
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CONTAMINAZIONE VIRALE DI UN BACINO LACUSTRE 

A. MOIRAGHI RUGGENINI, A. MAl ELLO*, O. OSSO LA* 

Dipartimento di Igiene e Medicina di Comunità - Facoltà di Medicina 
8 Chirurgia - Università degli Studi di Torino 

• Laboratorio di Sanità Pubblica- USSL 51 Novara 

Il tema dei rischi per la salute correlati alla polluzione doll'amb· 
"d . è . ff t t d" . d bb" lenta 1 neo stato npetutamente a ron a o e 1scusso: m u lamento l'as tt 
di maggior pregnanza è quello relativo al fatto che molto acq~e ~ 
superficie, in Italia e all'estero, sono attualmente utilizzate a scopo pota~il . 
tuttavia oggi sono segnalati anche altri problemi sempro in ambi:~ 
alimentare, o relativi ad un diverso utilizzo dell'acqua. Lo differenti 
problematiche privilegiano gli aspetti dell'inquinamento fisico-chìmico 0 di 
quello batteriologico, talora regolamentati da ben precise disposizioni 
legislative ed altre volte oggetto di attività di ricerche tutto sommato 
ancora " pionieristiche ". 

Uno degli aspetti che ogni anno viene indagato e genorn commenti 
compiaciuti o, invece, allarmati è quello relativo alle acque di bolneaziona 
per le quali sono stabiliti parametri di accettabilità, almeno bntteriologicl, 
sufficientemente precisi. 

l problemi delineati sono oggetto di attenzione e di dibattito, anche 
acceso, tra Autorità istituzionalmente preposte alla sorveglianza ed 
Associazioni che si ritengono, a torto o a ragione, custodi doli' ambiente e 
tutrici della sua salubrità. Basti pensare alle annuali diatribe tra USSL e 
battelli Verdi in tema di caratteristiche di balneabilità dei nostri morì. 

E' comunque interessante notare come comincia ad attivarsi su questi 
temi un coinvolgimento importante dell'opinione pubblica, e non solo nel 
nostro Paese. 

Va citato, quale esempio, un lavoro comparso su British Medicai Journal 
(1) nel quale, dopo aver ricordato le differenze tra standard europei, meno 
rigorosi, e nord americani (Stati Uniti e Canada) e sollecitato la 
Commissione CEE a rivedere gli standard medesimi, si riferiscono i risultati 
di uno studio commissionato dal Department cf Environment, mirante a 
valutare i rilievi clinici, soggettivi ed oggettivi, che determinano il rischio 
per la salute in rapporto ai bagni di mare in acqua contaminata. { Tabella 1) 
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Tabella l. Rischio relativo di sintomi riportati, corretti per età e sesso, in rapporto ai 
bagni in acqua di mare. Ramsgate, agosto 1990 (l) 

Sintomi scJmalati Rischio lnto;rvallo ùi 
n. " relativo confidL-"II:ta 

dcl95% 
Almeno un non bagnanti* 180 '21.5 1.00 

sintomo segnalato bagnanti** totale :m '26.3 1.31 da 1.04 a 1.64 
ohe honno 142 :!5.3 1.25 da 0.96 a 1.61 

bagnato solo le 
28mbe o 

nuotatori o o IOS 26.3 1.31 da 0.98 a 1.75 
surfisti o subac uci" 28 33.3 1.81 dai.09 a 2.99 

Sin \orni 
pstrointcstinaU non ba_.; 68 8.1 1.0 

(inclusa la diam:a) bagnanti 116 li. l 1.47 da 1.06 a 2.04 
o;,.. non bagnanti 30 3.6 1.00 

ba<nami 61 5.8. 1.88 da 1.18 ll2.99 
Sintomi oculari non ba ti 41 4.9 1.00 

bagnanti 62 5.9 1.24 da 0.81 a 1.90 
Sintomi di gola , non bagnanti IlO 13.1 1.00 
orecchio c naso ba<nami 148 14.2 ).08 da 0.82 a 1.43 

Sintomi n:apiratori non bagnanti 47 5.6 1.00 
ba_. 11 7.4 1.40 da 0.94 a 2.07 

* n-1044 ** n-839 o n-561 00 n- 399 . n-81 

Da questo studio, effettuato su 1883 soggetti, emerge un aumento dose 
correlato del rischio di malattie autodiagnosticate da bagno in acqua di 
mare, rischio che, anche se per ora calcolabile su un numero relativamente 
piccolo di soggetti (turisti di giornata) sembra associato alla qualità 
microbiologica dell'acqua. 

l risultati emersi confermano quanto osservato in ricerche analoghe, 
condotte nel 1990 (1) e forniscono la certezza dell'associazione esistente 
tra patologia di diverso tipo e localizzazione ed utilizzo di acque improprie 
all'uso balneare. Ciò sembra particolarmente importante, in quanto , in 
effetti, nonostante disposti legislativi comunitari e dei singoli stati fissino 
standard, peraltro non sempre corrispondenti a razionalità basata su criteri 
scientifici, non sempre esiste universalità di consensi sulla reale pericolosità 
associata al bagno in acque inidonee. 

l problemi delineati e le divergenze di opinione sono presenti anche nel 
nostro Paese, nel quale esiste, peraltro, una legislazione che stabilisce 
criteri di balneabilità sufficientemente precisi solo per quanto riguarda 
limiti mi~robiologici. 
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Da qualche tempo, su indicazioni CEE (2) recepite anche dalle nostre 
Amministrazioni, si è cominciato a parlare anche di contaminazione da virus 
enterici, sia relativamente ai problemi posti dall'uso a scopo potabile di 
acque di superficie, sia in riferimento agli aspetti della balneazione o delle 
altre attività ludiche o sportive che possono essere esercitate a contatto 
con l'acqua di grandi serbatoi naturali. 

In merito a quest'ultimo aspetto I'ISS ha attivato un gruppo di studio 
con l'obiettivo di affrontare il problema in maniera il più possibile 
standardizzato da parte degli operatori, fornendo, dopo una serie di 
incontrt, un protocollo operativo. 

Contrariamente a tutta le altre unità coinvolte nel citato gruppo di 
studio ed interessate ai problemi delle acque marine, il nostro ha affrontato 
il problema relativo ad un grande bacino lacustre qual è il lago Maggiore. 

Si tratta com'è noto di una superficie di 212 km2 che riceve, oltre 
all'immissario Ticino, numerosi fiumi e torrenti, alcuni dei quali vettori di 
scarichi di insediamenti urbani ed industriali. Il fiume Ticino funge anche da 
emissario. 

In un precedente lavoro, non ancora pubblicato, erano stati indagati, 
relativamente al problema della contaminazione virale, gli affluenti del lago 
della sponda piemontese. Questa limitazione era determinata dal fatto che il 
laboratorio di appoggio era quello di Sanità Pubblica di Novara; la ricerca 
comunque si inquadrava in un più ampio contesto di sorveglianza 
microbiologica sulle acque del lago, patrocinata dalla Commissione itala­
svizzera, attiva da oltre un ventennio. 

l risultati emersi consentirono di individuare per l'acqua di alcuni di 
questi fiumi la capacità di determinare, su monostrati cellulari, effetto 
citopatico, probabilmente attribuibile ad Enterovirus, con una frequenza di 
circa 10%. 

l risultati positivi alla prima semina ma non confermati nei passaggi 
successivi, erano più numerosi {circa il triplo}; tuttavia non essendo stati 
convalidati, almeno relativamente alla presenza di Enterovirus, neppure con 
metodi diversi dalla semina su colture cellulari e dotati di elevata sensibilità 
(PCR), non vengono considerati. 

l campioni sicuramente positivi erano concentrati nella stagione inverno­
primaverile (febbraio-marzo) (t°C 5-10) e dal punto di vista batteriologico 
erano caratterizzati da cariche elevate (1 o4 - 1 o5) o medio alte (1 o3 -
, o4), sia di flora totale che di indicatori fecali: coliformi termotolleranti, 
coliformi fecali, Escherichia coli, streptococchi fecali. (Tabella 2) 
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Tabella 2. Relazioni tra contaminazione virale e batterica di 5 affluenti della 
sponda piemontese del Lago Maggiore 

FIUME CPE * CBT 37 CT 41 CF E c SF 
N° l TOT 

VEVERA 1 17 104 -105 1o4-l05 1o4 -105 1 o4 -105 1o4 -105 
ERNO 1 17 103 -1o4 103 -1o4 103-104 103 -1o4 103-104 

STRONA 1 17 103-1o4 103 -1o4 103-104 103-104 1Q3 "104 
S.BERNARDINO 1 /7 1o4 "105 1o4 -1o5 104-105 104-105 104 -105 

S.GIOVANNI 1 /7 1o4-105 1o4-1o5 104 -105 104.105 103-104 

* CAMPIONI CON EFFETTO CTTOPATICO PRESENTE l n• CAMPIONI ESAMINATI 

CBT 37 
CT 
CF 
E c 
SF 

=Carica batterica a 37°C 
= Coliformi totali a 41 ° C 
= Coliformi fecali 
= Escherichia coli 
= Streptococchi fecali 

Questo primo approccio ci indusse ad affrontare il problema della 
balneabilità delle acque del lago, inserendoci nei controlli batteriÒiogici che 
vengono effettuati ogni anno da aprile a settembre. 

Nel 1991 vennero effettuati 30 prelievi, ma non fu possibile ricavarne 
alcun dato per l'elevatissima tossicità che i campioni dimostrarono, tanto 
da provocare il distacco e la distruzione del tappeto cellulare, ancora in fase 
di contatto (entro 60-120 minuti). 

L'ISS confermò l'osservazione su alcuni dei campioni in oggetto; tuttavia 
non venne identificata la causa, anche se, essendosi intensificato il 
fenomeno nella stagione più calda, si è ipotizzato che potessero essere 
coinvolte tossine algali. Le caratteristiche chimico-fisiche dell'acqua nel 
momento di maggiore tossicità denunciavano aumento della temperatura e 
del pH. Non fu osservato alcun inconveniente per quanto concerne le 
determinazioni batteriologiche, che consentirono di verificare la maggior 
concentrazione di esiti sfavorevoli appunto nei mesi più caldi. (Tabella 3) 

,··-
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Tabella 3. Lago Maggiore - acque di balneazione: percentuale esiti 
sfavorevoli e mese in cui si sono manifestati 

Comune USSL Località %campioni Mesi campioni 
sfavorevoli sfavorevoli 

Castellano Arona Cicognola 58.33 apr, mag, giu 
Ticino 

Dormelletto Arona La Rana 50 mag, giu, lug 

Dormelletto Arona Campeggio 0.00 
Smeraldo 

Arona Arona Lido Nautica 16.67 giu, lug 

Arona Arona Lido Rocchette 16.67 giu, lug 

Fu deciso di ripetere i prelievi ed i relativi controlli nella stagione 1992. 
Anche dal punto di vista metodologico l'attività ha subito un'evoluzione 
diversa dalla precedente: infatti inizialmente si era partiti utilizzando per la 
filtrazione di 1 O litri di acqua cartucce Balston 1 00-12C, trattate con resina 
epossidica e caricate negativamente. L'eluizìone veniva effettuata con 
estratto di carne in soluzione alcalina, giungendo attraverso acidificazione 
dell'eluato, centrifugazione e risospensione del precipitato in tampone 
fosfato (pH 7.2) al materiale usato per la semina. 

Con il metodo qui sommariamente descritto venne effettuato il primo 
lavoro sui fiumi, ma la difficoltà dell'impiego dell'estratto di carne altamente 
schiumogeno, ci indusse a ricorrere ad un diverso sistema di eluizione che 
utilizza una soluzione a pH 9 ottenuta con urea (1.5M), arginina (0.5M), e 
fosfato acido di sodio (0.2M). La risospensione del pellet da precipitazione 
con MgCI2 x 6H20 (1M) e centrifugazione a 3000 rpm per 15 min, è stata 
effettuata con tampone Mc llvaines (acido citrico + fosfato di sodio) a 
pH5. Il pH del campione è stato portato alla neutralità, quando necessario, 
con bicarbonato di sodio 8.8% .(3) 

Questa procedura, applicata a campioni sperimentali fornì Pttimi risultati 
per maneggevolezza e capacità di recupero di cariche contaminanti {circa il 
1 00%). Essa venne successivamente impiegata in campo per i campioni 
della balneazione 1991 che, per le ragioni citate, non condussero tuttavia 
ad alcun risultato concreto. 

.i 

j 
l 
1 
l 
j 
' 1 

1 
' l 
l 

1 
l 
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Successivamente, accogliendo l'invito deii'JSS si decise di uniformarsi il 
più possibile alla metodica da esso proposta con il cui impiego è stata 
condotta la ricerca 1992, sempre su campioni di acque di balneazione, di 
cui vengono successivamente riferiti modalità e risultati. 

Materiali .e metodi 

Lo studio è stato effettuato su acque di balneazione prelevate a fronte 
delle spiagge di Arona e del Ticino emissario, là dove esso esce dal lago. 
Si tratta di una zona lacustre molto frequentata anche per l'esistenza di 
numerosi campeggi che, nella stagione estiva, accolgono molti turisti 
italiani e stranieri. Ci è sembrato interessante indagare le caratteristiche 
delle acque di questa parte del lago perchè esso qui si restringe 
notevolmente, in particolare nella zona di Cicognola, dove la sporgenza 
dell'antistante penisola di S. Anna crea una struttura che immette in un 
bacino di piccole dimensioni, da cui esce il Ticino. ( Figura 1} 

la situazione del Ticino emissario, per la sua caratteristica di effluente, è 
da considerarsi come lo specchio della qualità delle acque del tratto 
terminale del bacino lacustre. Esso ripete, sia pure in senso peggiorativo, il 
quadro presentato dalle acque della stazione di Arona ed è ovvio che ciò 
accada perchè nell'ultimo tratto del lago, precedente l'uscita del fiume, 
quando il corpo idrico progressivamente si restringe e perde di profondità, è 
presumibile che sversino ancora liquami provenienti da modesti 
insediamenti civili (Usanza, S.Anna), insistenti sulla sponda lombarda. 

l prelievi sono stati eseguiti con cadenza quindicinale, da aprile a 
settembre, dai vigili sanitari della USSL di Arona per un totale di 36 
campioni. 

Il volume di acqua prelevato ammontava a 1 O litri; la consegna al 
laboratorio è avvenuta a qualche ora di distanza (2-3) dal prelievo 
medesimo. Alla consegna dei campioni, gli addetti provvedevano a rifornirsi 
dei contenitori (in polipropilene) sterilizzati ad hoc per i successivi prelievi. 
Nella stessa mattinata in cui i campioni erano stati prelevati si è proceduto 
direttamente alla concentrazione mediante filtrazione su membrane 
elettropositive Virosorb di 142 mm di diametro (AMF/CUNO Division 
Meriderm - USA). 

L'eluizione è stata effettuata utilizzando 40 mi di estratto di carne al 3% 
a PH9 fatto ricircolare tre volte attraverso i filtri, riportando di volta in volta 
il pH a .9 con NaOH o HCI 1 N. 11 concentrato è sta.to ·neutralizzato e 
sottoposto a decontaminazione con cloroformio. 

' . 
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Risultati 

Nella tabella 4 vengono indicati i risultati ottenuti dai campioni di acque 
di balneazione esaminati nella stagione 1992 dopo la prima semina su 
colture cellulari. 

Tabella 4. Risultati ottenuti dopo la prima semina su colture cellulari 

Totale Positivi Negativi Contaminati 
campioni 

36 15 14 7 

l 7 campioni contaminati sono stati nuovamente trattati con cloroformio, 
decontaminati per tre ore a 37°C con miscela antibiotica e riseminati su 
colture cellulari: 2 campioni sono risultati negativi e 5 ancora contaminati. 

Nella tabella 4a vengono riassunti ·i risultati ottenuti al secondo passaggio 
su colture cellulari dei campioni positivi al primo mentre nella tabella 4b 
quelli dei campioni negativi 

Tabella 4a. Risultati ottenuti al secondo passaggio,dei campioni positivi al 
primo 

positivi Positivi Negativi Contaminati 
1 ° passaggio 

15 5 10 --

Tabella 4b. Risultati ottenuti dal passaggio cieco, dei campioni negativi al 
primo 

negativi Positivi Negativi Contaminati 
1 ° passaggio 

16 3 13 --

l tre campioni risultati positivi al passaggio cieco non si sono 
riconfermati e vengono pertanto considerati negativi. 
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Discussione 

Prima di procedere alla valutazione dei dati emersi dal lavoro sembra 
opportuno soffermarsi su alcuni problemi di ordine metodologico. 

Si è detto che si è cercato di attenersi il più possibile al protocollo 
proposto daii'ISS, anche se l'aderenza non è stata assoluta. Anzitutto le 
nostre colture sono costituite da monostrati cellulari di cellule Vero anzichè 
BGM: solo nel corso della stagione balneare abbiamo avuto la disponibilità 
di queste ultime cellule ma si è ritenuto opportuno proseguire con l'impiego 
del medesimo substrato. 

Un punto problematico della metodica è rappresentato dalla 
decontaminazione; infatti l'aggiunta di cloroformio in ragione di ·1/10 del 
volume del campione non ci ha consentito praticamente mai di ottenere la 
sterilità (verifica mediante semina su ti<iglicolato). Anche l'aumento della 
percentuale di cloroformio dal 1 O al 30%, come indicato da Block e 
Schwartzbrod (4), non è riuscita sempre a decontaminare il campione, per 
cui si è deciso di aggiungere nel terreno la miscela di antibiotici prevista dal 
protocollo, ma non impiegata abitualmente fino a quel momento per 
l'allestimento delle nostre colture. 

Operando in tal modo si è limitato il numero e l'entità delle 
contaminazioni che si è tentato di controllare senza successo con il cambio 
del terreno ~ntibiotato. 

Un altro aspetto metodologico che non figura nel protocollo, ma che 
siamo stati costretti ad introdurre, ricordando l'esperienza dell'anno 
precedente è relativo alla tossicità. Infatti onde evitare sprechi di materiale 
abbiamo operato come segue: terminata la fase di decontaminazione, il 
campione veniva posto a -80°C dopo prelievo di una aliquota di 1 mi 
messa a contatto per 2 ore con il monostrato cellulare adeso a fiaschette di 
25 cm2; in parallelo 0.5 mi erano inoculati in tioglicolato. 

L'incubazione successiva effettuata a 37°C e l'osservazione delle 
cellule e dei tubi di tioglicolato fornivano garanzia dell'assenza di tossicità e 
di contaminazione. 

Solo a questo punto si procedeva all'inoculo vero e proprio di 1 O mi di 
campione su fiasche da 75cm2. 

l risultati sono stati considerati criticamente in funzione di: 
1) frequenza di osservazioni positive - sensibilità del metodo 
2) collocazione cronologica 
3) provenienza geografica 
4) caratteristiche organolettiche, chimiche e fisiche, batteriologiche 
5) aspetti qualitativi della contaminazione virale 
6) ricadute pratiche sulla definizione di balneabilità .-. 
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1) Il numero di campioni risultati positivi al 1 ° passa.;~io rappresenta 
circa 40% (15/36) di quelli esaminati. Solo una parte d' essi si è finora 
riconfermata al secondo ( 30%). 

A fronte del numero contenuto di risultati positivi è s :.C .E 

verifica della sensibilità del metodo per risolvere i! 
l'impossibilità di evidenziare cariche virali. 

effettuata una 
dubbio circa 

Si è pertanto proceduto ad un prelievo di acqua 
momento del prelievo è stata contaminata con virus 
rispettivamente di 46 e 4600 ID 50 in 1 O litri. 

sup-erficiale che al 
Pof!c 1 in quantità 

l campioni cosl allestiti hanno subito tutti i passaggi cui erano soggetti i 
prelievi delle balneazioni, fino alla semina. 
In tutte le fiasche è stato osservato effetto citopatlco intenso, a rapida 
comparsa con distruzione completa del substrato cellulare dopo 48 ore di 
incubazione. L'effetto si è confermato al 2° passaggio. 

Il limite di sensibilità del metodo da noi osservato corris;:>onde pertanto a 
4.6 tOso/litro, per cui la negatività dei campioni sembra rispecchiare con 
buona probabilità, la realtà della situazione. 

l campioni positivi che si sono riconfermati hanno manifestato la 
comparsa di un evidente effetto citopatico dopo 6 - 8 giorni e nello stesso 
arco di tempo è comparsa la positività del 2° passaggio. · 

5 campioni risultati positivi al 1 a passaggio, in quarta giornata non si 
sono riconformati. Questi campioni erano stati prelevati subito dopo 48 ore 
di fenomeni temporaleschi; potrebbe essere formulata l'ipotesi di una 
tossicità tardiva dell'acqua, dipendente forse da rimescolamento; 2 dei 
campioni in oggetto presentavano particolato in sospensione 

Un campione positivo tardivamente (11 giorni) al 1 o passaggio non si è 
riconfermato ; ci è difficile darne una interpretazione. 

Dei campioni negativi al 1 o passaggio, 3 sono risultati positivi al 
passaggio cieco dopo circa 7 giorni; questi tre campioni inoculati su nuove 
colture cellulari, si sono confermati negativi. 

5 campioni sono risultati persistentemente contaminati nonostante 
ripetuti trattamenti. 

2) l campioni positivi sono distribuiti sull'intero arco della stagione, da 
aprile a luglio. Non sembrerebbe pertanto esistere una relazione con la 
temperatura esterna. 
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3) 3 dei 5 campioni positivi sono stati prelevati in località Castelletto 
Cicognola che si trova nel punto più stretto del lago, in corrispondenza 
dell'uscita del Ticino emissario. In questa località sono presenti spiagge e 
campeggi con piscina. Il reperto sembra confermare l'ipotesi inizialmente 
formulata. 

Per i campioni di Arona (Nautica e Rocchette), escludendo le ipotesi che 
si potrebbero fare in relazione al depuratore che serve la città (situato a sud 
rispetto ai suddetti punti), si potrebbe pensare alla presenza di scarichi non 
censiti che sfuggono a qualsiasi tipo di controllo. 

Tra l'altro è noto che in caso di precipitazioni abbondanti il depuratore 
della città di Arona scarica direttamente a lago l 'acqua che si raccoglie 
nelle vasche di compensazione, senza procedere al loro trattamento. 

Gli stessi campioni non sono molto distanti dalla foce del Vevera, 
affluente risultato ripetutamente positivo nei controlli effettuati nel 1990, 
1991 e 1992. 

4) Per quanto riguarda i caratteri organolettici, le acque dei prelievi in 
questione erano limpide, cori pH intorno alla neutralità e dal punto di vista 
batteriologico erano giudicate idonee alla balneazione. 

5) Secondo il protocollo deii'ISS non è prevista una identificazione, sia 
pure preliminare, dei virus isolati, da parte dei singoli centri. Ci sembra 
opportuno· proporre alla discussione l'eventuale rilievo di alcuni parametri 
orientativi (dimensioni, resistenza all'etere, individuazione RNA). 

6) Un altro aspetto da dibattere sembra essere quello r~lativo alle 
ricadute della presenza di virus sulla definizione della balneabilità delle 
acque. 

Finora infatti non è stata data da parte nostra alcuna comunicazione 
formale dei risultati, anche se la normativa vigente afferma che nelle acque 
di balneazione non debbono essere presenti Enterovirus (5). 

Questo modo di procedere è determinato anzitutto dalla mancanza di 
disposizioni circa la ricaduta della comunicazione di contaminazione da 
Enterovirus, che determinerebbe la revoca o la concessione del permesso di 
balneazione. 

Tenendo presente la normativa in ano relativamente agli aspetti 
batteriologici, esso potrebbe essere nuovamente ripriStinato solo dopo 
ricontrollo della situazione che, per forza di coSe, non potrebbe condurre 
tempestivamente a disporre dei risultati, anche se liberatori. 

,--. 
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Infatti, questo modo di procedere applicato ai virus, comporterebbe 
almeno un mese di ritardo, tenendo conto del tempo necessario per portare 
a termine le semine su tappeto cellulare, con l'eventuale conferma dei 
positivi. 

Un'altra ragione che ha determinato la mancanza di comunicazione 
ufficiale è rappresentata dalla carenza di identificazione, sia pure 
presuntiva. 

Il disposto legislativo parla infatti di Enterovirus e pertanto nessuna 
posizione ufficiale deve essere presa fino alla identificazione certa. 

Al di là di questa affermazione, altri virus, per esempio Adenovirus, non 
potrebbero essere altrettanto dannosi alla salute? la risposta può emergere 
da una proficua discussione che si ponga anche in termini propositivi. 

Conclusioni 

Nel corso della stagione balneare 1992, a fronte di 36 prelievi effettuati 
nelle acque della parte meridionale del Lago Maggiore. sono stati individuati 
5 campioni positivi per virus. 

Di questi, la maggior parte proveniva dalla zona terminale del lago che, 
secondo l'ipotesi iniziale ci si aspettava soggetta a maggiore 
contaminazione e gli altri erano stati prelevati dalla zona antistante la città 
di Arona e forse potevano aver risentito dell'influsso di due affluenti del 
lago che sfociano nei pressi. 

Dal punto di vista batteriologico questi stessi campioni erano stati 
giudicati idonei alla balneazione. 
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Ubicazione delle stazioni 

di prelievo 

1 ARONA Lido Nautica 
Lido Rocchette 

2 DORMELLETTO Lido la Rotta 
Campeggio Smeraldo 

3 CASTELLETTO · Cicognola 
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VIRUS ENTERICI RICERCATI NELLE ACQUE DI BALNEAZIONE DEL 
LITORALE ROMAGNOLO: CAMPAGNE DI MONITORAGGIO 

G.BUCCI 
Presidio Multizonale di Prevenzione - U.S.L. 31 - Ferrara 

Introduzione 

Il programma conoscitivo volto a raccogliere dati sulla 
presenza di virus nelle acque di balneazione è iniziato 
presso il P.M.P. di Ferrara in collaborazione con 
l'Istituto Superiore di Sanità .nel 1989 ed è proseguito 
negli anni 90-91 e 92 (AULICINO F.A .• 1991. ). Negli anni 
1989 e 90 sono stati campionati 8 punti scelti tra le 
stazioni della normale rete di monitoraggio delle acque di 
balneazione previsti dalla Regione Emilia Romagna sulla 
base delle disposizioni contenute nel DPR 470/82. I 
prelievi sono stati effettuati a cura dei S.I.P. delle 
uu.ss.LL. 33,35,40,41. Nei successivi anni 91 e 92 i 
punti di prelievo sono stati ridotti a 4 ed i prelievi sono 
stati tutti effettuati dal S.I.P. dell'USL 33, con 
frequenza mensile, nel periodo Aprile-Settembre. Ciscun 
punto è stato campionato 6 volte nel 1989 e 90 per un 
totale di 64 prelievi, 6 volt~ nel 91-92 per un totale di 
48 prelievi. 

Materiali e metodi 

Ogni campione era costituito da 15 litri di acqua; di 
questi 10 sono stati utilizzati per la ricerca dei virus, 
sui rimanenti 5 litri sono stati ricercati altri parametri 
accessori, non previsti dal DPR 470/82, quali Pseudomonas, 
Vibrioni, Miceti e Batteriofagi. 
La metodica seguita per la concentrazione del campione è 
quella consigliata dall'I.s.s. che prevede l'impiego della 
filtrazione su membrane elettropositive, e successiva 
eluizione con estratto di carne al 3% pH 9,5. L'eluato 
cosl ottenuto è stato trattato con antibiotiéi e inoculato 
su linee cellulari BGM ed Hep2. Le cellule sono state 
osservate giornalmente al microscopio ottico per 10-12 
giorni con sostituzione del terreno di mantenimento ogni 4 
giorni. Trascorso il periodo di osservazione i monostrati 
cellulari sono stati congelati e scongelati per 3 volte e 
successivamente una aliquota del lisato cellulare è stata 
reinoculata sulle stesse linee cellulari. Con questa 
tecnica sono stati eseguiti 3 passaggi. Si sono 
considerati negativi i campioni che; al terzo passaggio, 
non hanno evidenziato effetto citopatico (Tabelle l e 2). 
I rimanenti parametri rnicrobiologici sono stati ricercati 
con le metodiche previste nel DPR 470/82 oppure con le 
metodiche di routine. 
Per la ricerca dei batteriofagi ci si e--. attenuti alle 
metodiche consigliate dall'I.S.S .. 
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Risultati e conclusioni 

Sono 
acqua 
virus 
Tutti 
92 non 

stati esaminati complessivamente n. 24 campioni di 
di mare nei quali abbiamo riscontrato presenza di 
solo in 8 aliquote, tutte comprese nell'anno 1989. 
i campionamenti effettuati nel corso del 1990, 91 e 
hanno mai dato risultati positivi per la presenza di 

virus. 
I lisati ottenuti ·Sono stati inviati all'Istituto Superiore 
di Sanità che ci ha confermato la presenza di virus solo in 
2 campioni (tabella n. 3). Uno di questi campioni è stato 
da noi confermato anche con la microscopia elettronica. 
Nelle Tabelle 4-5-6-7 abbiamo riportato i valori massimi e 
minimi da noi riscontrati per Coli -totali, Coli fecali, 
Streptococchi fecali, Batteriofagi. Sono anche indicati il 
numero dei campioni positivi per Vibrioni e Virus. 
Nel 1989 la ricerca è stata eseguita indipendentemente 
dalle condizioni del mare ed i valori massimi per C.totali, 
C.fecali e Streptococchi fec~li previsti dal DPR 470/82 
sono stati superati 3 volte per ciascun parametro. 
Nel 1990,91,92 i prelievi sono stati sempre eseguiti nelle 
condizioni metereologiche previste dal DPR 470/82 e nessuno 
dei parametri sopra riportati ha mai superato i limiti 
indicati. 
Allo stesso modo la ricerca di Batteriofagi ha rilevato 
livelli molto alti (con un massimo di 2936 unità formanti 
placca} in 4 campionamenti contemporaneamente ai massimi 
valori riscontrati per Coli e Streptococchi, mentre nel 
1990 solo 2 campioni hanno superato le 150 U.F.P. e nel 
1991-92 nessun campionamento ha mai superato le 100 U.F.P •• 
La presenza di Vibrioni è costante, variabile dal 15 al 50% 
dei campion_i. La notevole diversità di risultati ottenuti 
nel 1989 rispetto agli anni successivi ci ha convinti della 
opportunità di operare nelle prossime stagioni inserendo 
nei futuri campionamenti anche i sedimenti superficiali del 
fondo del mare. (CHALAPATI RAO V •• 1966. GERBA C.P •• 
1979. SAGAR M.G.. 1984. SHUVAL H.I.. 1968. VIVIAN 
C.M.G.. 1986.). Infatti una assai cospicua differenza di 
positività è stata segnalata da diversi autori che hanno 
avuto modo di studiare sia l'acqua che i sedimenti del 
mare (BIRCH •• C. 1989. BERGH O •• 1969. BRATBAK G .• 1990. 
MELNICK J.L •• 1978. O.M.S .. 1979.). 
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METODI DI RILEVAMENTO DI VIRUS ENTERICI NELLE ACQUE DI 
MARE: ESPERIENZE MATURATE 

F.A. AULICINO, Istituto Superiore di Sanità, Roma 

l. Il significato della presenza di virus enterici nelle acque di mare. 

E' noto che i virus escreti con le feci e presenti nei liquami depurati e non e nei 
fanghi di impianti di depurazione di liquami domestici si possono ritrovare nell'ambiente 
marino, quando questo tipo di rifiuti viene scaricato in esso. 

Una volta che le particelle si ritrovano in questo ambiente per un effetto di 
diluizione si riducono di numero. La tabella 1 mostra come, nelle acque marine, i 
numeri delle particelle virali sono molto bassi se si paragonano a quelli mediamente 
rilevati nei corpi idrici ad esse afferenti. 

Tabella 1. Virus enterici enumerati in diversi tipi di campioni 

CAMPIONE VIRUS 

Feci fino a IO ltlfg 

Liquami I-Io4(finoa Io6)/L 

Fiumi e laghi O, I - IQ2JL 

Mare 0,01 -IO (fino a 102)/L 

La riduzione dei virus nell'ambiente marino è imputabile oltre all'effetto della 
diluizione anche all'azione di "fattori inattivanti". Tra i fattori inattivanti esplicano 
attività antivirale: la salinità, la temperatura, la luce solare, sostanze tossiche, come i 
metalli pesanti e l'antagonismo microbico. L'inattivazione virate esplicata da questi 
"fattori" ha un denominatore comune: danneggiamento del capside e/o degli acidi 
nucleici con conseguente inibizione del virus ad attaccarsi alle cellule e ad attuare la 
trascrizione tramite la quale si riproduce nelle cellule ospiti (l ,2}. La luce esplica questi 
effetti sulle proteine del capside e sugli acidi nucleici a lunghezze d'onda più basse di 
370 nm (2). Alcuni ossidanti possono essere formati fotochimicamente nell'acqua 
marina -e molecole naturali come lignine e acidi umici pOssono agire da 
fotosensibilizzatori. Aumenti di temperatura inducono aumenti dell'_ossigeno disciolto 
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nelle acque, per cui si verificano incrementi dei fenomeni di ossidazione a carico dei 
virus con conseguenti decrementi (3). I metalli pesanti sono tossici per i virus. Ad 
esempio, il decremento dell'attività antivirale di campioni di acqua di mare autoclavata 
è, probabilmente, una conseguenza della formazione di un precipitato di aragonite, che 
elimina i metalli in tracce presenti nei campioni (4). L'antagonismo microbico, noto 
come effetto MAV A (Microbial AntiViral Activity) è esplicato da batteri ed alghe che 
agiscono contro i virus per effetto dei loro enzimi proteolitici. Incrementi de1la luce, 
della temperatura e dell'ossigeno disciolto sono direttamente correlati con l'attivazione 
della microfauna (batteri ed alghe) e quindi dei prodotti di essi, che poi agiscono 
direttamente sui virus (2,4,5). 

Nonostante l'ambiente marino attui nei confronti dei virus azioni tendenti a 
ridurne il numero, ed in parte ci riesca, è nota e dimostrata la notevole persistenza e la 
diffusione secondaria, anche a lunghe distanze, delle particelle virati in questo ambiente. 
I numerosi studi sulla sopravvivenza dei virus nell'ambiente marino, condotti in 
laboratorio riportano tempi di soprawivenza variabili tra 2 e 130 giorni ed in ogni caso 
superiori a quelli dei coliformi e degli streptococchi (6,7). 

I virus una volta giunti nell'ambiente marino vanno incontro a due particolari 
fenomeni, che hanno la maggiore responsabilità nella persistenza e diffusione di questi 
microrganismi: l'aggregazione e l'adsorbimento. 

Già nelle cellule ospiti essi si trovano in forma di aggregati pseudocristallini e 
anche dopo la lisi cellulare gli aggregati tendono a rimanere parzialmente uniti Dopo 
trattamenti con il freon è stato dimostrato come il so;. della popolazione virale si 
aggrega in "clumps" costituiti da 2 a lO unità (2,8). I virus formano aggregati anche 
nelle acque, per cui una riduzione del loro numero in questo ambiente è solo apparente 
e può essere scambiata per inattivazione (9). I "clumps" sono reversibili ed influenzati 
dal pH e dalla salinità. Gli effetti del pH si traducono in cambiamenti nella 
configurazione delle proteine del capside. Si suppone che nelle acque che ricevono i 
virus avvengano costantemente fenomeni di aggregazione e disaggregazione. 

La presenza nelle acque di particelle virali sotto forma di aggregati ha 
importanti conseguenze. L'aggregazione garantisce a questi microrganismi una 
maggiore resistenza alle condizioni ambientali avverse. E' ampiamente riportata 
l'impossibilità di inattivare con il cloro virus aggregati: quando sono assemblati essi 
possono sopravvivere a trattamenti con biocidi e provocare aberrazioni nelle curve di 
inattivazione. Inoltre, quando i virus sono in forma di aggregati la qualità dell'acqua 
risulta piuttosto eterogenea e si può verificare che campioni raccolti nello stesso punto 
di prelievo a distanza di poco tempo mostrino quantità di virus estremamente variabili. 
Alcuni Autori hanno rilevato che in diversi campioni di acque di fiume prelevati nello 
stesso sito, a distanza di· qualche minuto gli uni dagli altri, i numeri dei virus presenti 
variavano notevolmente, essendo stati evidenziati valori minimi e massimi 
rispettivamente di O e 283 UFPIL (IO). 

I virus sono biocolloidi con cariche elettronegative e un grande potenziale di 
adsorbimento nei confronti di qualunque tipo di materiale particolato (organico ed 
inorganico). 

Una volta scaricati nell'ambiente marino essi tendono spontaneamente ad 
adsorbirsi a materiale particolato ed a sedimenti (11). I fenomeni di adsorbimento 
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risultano preponderanti nei confronti di particelle argillose, silicati, batteri, cellule algali 
e particolato organico ( 12). Le molecole organiche aumentano la sopravvivenza dei 
virus nelle acque estuariali e nei sedimenti, probabilmente perchè li "avvolgono" e/o 
adsorbono e rendono inefficaci i fattori e le sostanza inattivanti (2,4). Goyal ha isolato 
enterovirus da sedimenti marini in un sito influenzato da scarichi anche dopo 18 mesi 
che gli scarichi erano stati fermati(13). E' stato verificato che, quando i virus sono 
adsorbiti a sedimenti di acque pulite, il tasso di inattivazione si riduce di circa 4 volte 
rispetto a quello riscontrato nell'acqua~ in acque contaminate il tasso si riduce di 96 
volte (4). 

Questi microrganismi riustendo a sopravvivere per lunghi periodi nell'ambiente 
marino riescono a percorrere anche lunghe distanze rispetto ai punti di scarico_ 
Enterovirus sono stati rilevati in un canale fino a 13 km dallo scarico (2). Studi condotti 
su Tanana River (Alaska) hanno rilevato che il 30% dei virus enterici presenti presso 
uno scarico di origine domestica si ritrovavano dopo circa 7 giorni e a 300 km a valle 
dello scarico (14). Virus sono stati ritrovati in mare a 200m dalla spiaggia. ma anche a 
5 km (2). 

Le particelle virati presenti nei sedimenti possono facilmente essere risospese a 
seguito di eventi meteorologici (venti, temporali, ecc) oppure per la presenza di 
correnti ed essere trasportatei in altri siti ed essere quindi diffuse, da un punto di 
scarico, in larghe zone geografiche. Di conseguenza, nessuna fonte di contaminazione 
può e deve essere considerata insignificante. 

E' da più parti riferita la difficoltà nello stabilire quali sono i rischi reali 
dipendenti dalla presenza di virus negli ambienti acquei e nel caso particolare 
nell'ambiente marino. E' possibile che questi microrganismi possano essere trasmessi 
nelrambito di attività come il nuoto ed altre attività acquatiche di tipo ricreazionale. 
Alcuni Autori riferiscono su aumenti di casi di gastroenteriti in bagnanti (I 5, 16). 

Le prove epidemiologiche di virus enterici umani trasmessi attraverso acque di 
balneazione sono limitate all'epatite A (17) e ad infezioni da adenovirus associate 
all'uso di piscine ( 18). Le acque utilizzate ad uso ricreazionale, in certe condizioni, 
possono avere un ruolo importante come veicolo per la trasmissione di gastroenteriti 
virati in ragazzi tra i 4 ed i 15 anni. (19). Virus identificati come coxsackie BS 
responsabili di un'epidemia tra gli ospiti di un camping sono stati isolati anche dall'acqua 
che gli ospiti avevano utilizzato per il nuoto (20). 

La dose minima infettante per gli enterovirus è molto bassa: 1-2 Unità Formanti 
Placca (UFP) (21). Per echovirus 12 la dose minima infettante è di l7 UFP, mentre l 
UFP risulta essere quella associata a rotavirus (21,22,23). Non tutti gli individui che si 
infettano con enterovirus si ammalano clinicamente, dipendendo la malattia clinica dal 
tipo e virulenza dei virus~ dalla modalità dell'infezione, dallo stato immunitario e dall'età 
dell'ospite. L'Epatite A, come malattia clinica. ha una frequenza negli adulti variabile 
dal 75 al 97%, mentre è inferiore al 5% nei bambirù. Il contrario awiene per i rota virus. 
Per gli enterovirus la frequenza di infezioni sintomatiche va dallo O, l al 50%. Il rischio 
di mortalità per Epatite A è, negli Stati Uniti dello 0,6% (7}; per gli enterovirus il 
rischio varia dallo O, I% all'l,8% (24). 

S~bbene i dati epidemiologici disponibili sembrano indicare che l'acqua, 
generalmente, non ha un ruolo importante nella trasmissione di malattie virali vì è una 
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serie di motiVI che devono portare a non sottovalutare il significato per la salute 
pubblica della presenza di virus enterici nelle acque (19). Teoricamente ogni virus 
escreto con le urine e con le feci e capace di produrre infezione può essere trasmesso 
attraverso acque non sufficientemente trattate. Questo dipende anche da una serie di 
fattori tra cui la dose infettiva dell'acqua, la quantità di acqua che si ingerisce, le difese 
immunitarie dell'individuo. I dati epidemiologici, per vari motivi, tra cui l'esiguo numero 
degli studi effettuati, la subclinicità delle infezioni, la lunghezza dei periodi di 
incubazione, la trasmissibilità dell'infezione che può avvenire anche per contatto inter­
umano, non riescono a dare un quadro chiaro e completo del ruolo dell'acqua nella 
trasmissione di malattie virati. Considerando, però, l'elevata resistenza di questi 
microganismi e la loro capacità di percorrere lunghe distanze nonchè la bassa dose 
infettante, se non si può ancora parlare di rischio provato, si deve considerare la loro 
presenza in ambienti come quello marino con molta attenzione. 

L'introduzione della legislazione europea, recepita dall'Italia, dello standard 
relativo agli enterovirus, che è 0/10 litri di acqua, indica come il problema sia 
attualmente considerato con attenzione. Lo standard virologico ha la funzione di 
indicare la presenza di contaminazione virale delle acque, che se presente indica la 
possibilità di un pericolo diretto per la salute del fruitore delle acque così contaminate. 
Inoltre lo standard virologico permette di evidenziare fonti di contaminazione anche 
lontane dal punto di rilevamento dei virus, lontane sia spazialmente che temporalmente. 
Analisi virali delle acque consentono la individuazione di scarichi fognari sconosciuti o 
itleciti ed anche di scarichi che funzionano in modo discontinuo e puntuale. 

2. Le tecniche per il rilevamento di virus enterici dalle acque di mare. 

Le indagini virati per ambienti acquatici marini non sono numerosissime, in 
dipendenza delle difficoltà di disporre di metodologie di rilevamento capaci di 
concentrare idoneamente le particelle virali da grandi volumi di campione. Le tecniche 
attualmente disporubili sono essenzialmente di due tipi: quelle. basate sul principio 
dell'adsorbimento-eluizione e quelle basate sull'ultrafiltrazione tangenziale (Tabella 2). 

2.1 Adsorbimento-eluizione 

Le tecniche basate sull'adsorbimento-eluizione prevedono l'uso di filtri 
microporosi, che consentono di processare anche grandi volumi di campione (fino a 
100-1.000 L), e l'utilizzo di altri materiali adsorbenti come polielettroliti, argille, ossidi 
di metalli o fibre di vetro. 

Attrazioni elettrostatiche e idrofobiche regolano l'adsorbimento dei virus alle 
superfici adsorbenti microporose e non. I virus sono biocolloidi e la metodica 
dell'adsorbimento-eluizione sfrutta la capacità di questi microrganismi di adsorbirsi a 
substrati caricati (positivamente o negativamente) per effetto di interazioni 
elettrostatiche e idrofobiche (25). Il capside virale proteico in soluzioni neutre e nella 
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maggior parte delle acque naturali è di nonna caricato negativamente, per la 
preponderanza dei gruppi COO-. Conseguentemente i virus, in queste situazioni, 
possono facilmente essere adsorbiti a substrati caricati positivamente. Idonei 
prettrattarnenti dei campioni da concentrare rendono, invece, queste particelle capaci di 
adsorbirsi a substrati carichi negativamente. Tali pretrattamenti prevedono 
l'acidificazione del campione, per variazione del pH, che deve essere portato a valori 
inferiori a 5, meglio se intorno a 3,5. In questo caso il capside proteico mostrerà una 
preponderanza di cariche positive, per cui una volta a contatto con i substrati con 
cariche del segno opposto, i virus risulteranno adsorbiti ad essi, per effetto 
dell'attrazione tra cariche di segno opposto. Quando vengono utilizzate membrane in 
nitrocellulosa per la concentrazione virale l'aggiunta al campione acidificato di cationi 
polivalenti come Mg++ e AI+++, che viene realizzata introducendo AJCI3 nel rapporto 
1:100 (soluzione 0,15N/campione) o MgCl2 nel rapporto 1:50 (soluzione 
ION/campione), migliora notevolmente l'adsorbimento dei virus (26). 

Una volta che si è verificato l'adsorbimento dei virus ai substrati, sia positivi che 
negativi. occorre applicare procedimenti idonei ad attenerne il distacco. l processi di 
eluizione si attuano ponendo a contatto dei materiali adsorbenti soluzioni di composti 
come: caseina,. brodo nutritivo, albumina di siero bovino, agenti caotropici. urea.. ecc. 
Gli eluenti più comuni sono: soluzioni al 3% o al l O% di estratto di carne a pH 9-9,5 o 
soluzioni tamponate di glicina a pH intorno a 10,5-11 (27). 

Nella tabella 2 sono riportati i diversi tipi di membrane microporose o di 
materiali utilizzati per adsorbire i virus. 

2.1.1 Adsorbimento a filtri microporosi 

a. Filtri microporosi caricati negativamente. 
Metcalf nel 1961 ha introdotto per la prima volta i filtri microporosi caricati 

negativamente per la concentrazione di virus da sospensioni acquose (28). 
Successivamente Cliver (29) ha utilizzato le membrane in nitrocellulosa della Millipore. 
Il metodo dell'adsorbimento-eluizione con questo tipo di filtri fu applicato all'acqua ed 
ai liquami (30). Successivamente è stata migliorata l'efficienza dell'adsorbimento con 
l'aggiunta al campione di cationi polivalenti (AJ+++ ed Mg++). Sono riportati recuperi di 
virus polio aggiunti artificialmente a campioni di acqua di rubinetto pari all'SO%. Il 
sistema è stato migliorato utilizzando membrane a cartuccia in fibre di vetro o in acetato 
di cellulosa ed operando prefiltrazioni con membrane a cartuccia in orlon o poliestere, 
aggiungendo al campione MgCl2. ll sistema, commercialmente con il nome di .. Aquella 
virus concentrator' (Carborundum Comp., Niagara Falls, N.Y. USA), prevede l'utilizzo 
di questi tipi di membrane. Successive modifiche sono state ancora operate per superare 
problemi di occlusione delle membrane: acidificazione del campione fino a pH 3,5, 
utilizzo di cartucce in fibra di vetro (K-27)(Carborundum Co.- Lebanon, Ind. USA) e 
di membrane di fibre di vetro e resine epossidiche e asbesto di 0,65um (Cox. serie AA) 
(Cox Instrument Corp.- Detroit, Mich. USA). Con l'uso di questa metodica sono stati 
registrati recuperi di polio aggiunto a 3 78 litri di acqua di rubinetto pari al 77%. 
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Tabella 2. Membrane microporose ed altri materiali utilizzati per l'adsorbimento e b 
concentrazione di virus da campioni di acqua. 

METODO MATERIALI COMPOSIZIONE 
UTILIZZATI 

Filtri microporosi Resine con cariche modificate tn 
elettropositivi cellulosa e farine fossili. Resine con 

cariche modificate m fibra di vetro 
cellulosa. Resine in nylon 66. Asbesto-
cellulosa. 

Adsorbimento- Eluizione Filtri microporosi Nitrocellulosa. Fibre di vetro 
elettronegativi epossidiche. Fibre di vetro-asbesto. 

Copolimeri m acrilorùtrile polivinil-
cloruro. 

Polielettroliti Copolimeri di anidride isobutilene-
maleica con 

.. 
Sltl di adsorbimento 

costituiti da gruppi carbossilici e radicali 
di arrunonio. 

Minerali Silicato di magnesio idrato (polvere di 
talco). 

Polvere o fibre di Colonne di fibre di vetro (caricate 
vetro negativamente). 

Membrane piatte Acetato di cellulosa, polisulfone . 
. 

Ultrafiltrazione Capillari Polisuifone 
(tangenziale/ ortogonale) 

Fibre cave Gel di alginato di alluminio contenente 
ioni di lantanio. 

Il processo dell'adsorbimento a filtri microporosi può essere inficiato dalla 
presenza di acidi umici e di altri composti organici che si adsorbono ai filtri insieme ai 
virus e che tendono a non rilasciare questi ultimi quando viene attuata la fase 
dell'eluizione. Inoltre queste sostanze possono interferire nei processi di 
riconcentrazione degli eluati, poichè, in fase di acidificazione dell'eluato si può verificare 
la flocculazione di questi composti, per cui le membrane utilizzate per la seconda fase 



93 

di concentrazione si occludono facilmente. Questi componenti, infine, possono formare 
precipitati insolubili nel corso dei processi di neutralizzazione degli eluati. 
Vintroduzione di membrane a cartuccia in fibra di vetro (Filterite-Duo Fine) (Filterite 
Corp.- Timonium, Md. USA), con una superficie di adsorbimento 280 volte più elevata 
di quelle "Cox", ha risolto i problemi dell'intasamento. Sono riportati recuperi di 
poliovirus aggiunto artificialmente ad acqua di mare pari al 53%. 

b. Filtri rnicroporosi elettropositivi. 
I filtri microporosi caricati positivamente hanno il vantaggio di adsorbire i virus 

senza che nel campione debbano essere aggiunte sostanze oppure operate modifiche del 
pH, purchè il pH del campione rientri nel "range" della neutralità. Sono misture di resine 
in cellulosa e farine fossili a cariche modificate (Zeta Plus S) (CUNO Div.- Md. USA) 
che a p H 7,5 possono adsorbire più del 99% dei poliovirus presenti in un campione. 
L'80o/o dei virus si deadsorbe con piccoli volumi di glicina 0,05M a pH 9,5-10 (2). 

Altri tipi di filtri elettropositivi, IMDS Virosorb (CUNO Div.), possono essere 
utilizzati per la concentrazione· di grossi volumi di acqua (31 ). Per questo tipo di 
membrane sono riportate percentuali dì recupero dal 30 al 75%, fino anche al 90%, 
utilizzando eluenti a base di estratto di carne, glicina oppure urea.. Le percentuali di 
recupero più basse sono state rilevate per adenovirus e più basse ancora per reovirus 
(32). 

2.1.2 Adsorbimento a polielettroliti. 

I polielettroliti sono polimeri, come il PE60, costituiti da anidride isobutilene 
maleica. L'adsorbimento avviene per legami idrogeno tra virus e gruppi carbossilici e 
radicali di anunonio, mentre gruppi di ammonio quatemario interagiscono 
elettrostaticamente con le cariche negative dei virus. L'eluizione dal PE60 avviene con 
eluent~ che sono soluzioni isotonic~e a pH 8~9. L'eluizione è migliorata dall'aggiunta di 
soluzioni proteiche come il siero di vitello fetale. 

2.1.3 Adsorbimento a flocculi di idrossido di alluminio. 

Questo metodo può essere utilizzato per la concentrazione di piccole quantità di 
campioni oppure per la riconcentrazione di eluati di glicina o per la riconcentrazione di 
eluati torbidi, cioè con materiale organico in sospension·e (33). Il metodo consiste 
nell'indurre. nel campione, la fonnazione di flocculi di idrossido di alluminio che 
precipitano con i virus adsorbiti. Questi flocculi devono essere raccolti dopo filtrazione 
del campione su membrane (dalle membrane stesse) oppure dopo centrifugazione. Si 
può aggiungere direttamente idrossido dì alluminio al campione nel rapporto- l: 100 nel 
caso in cui si disponga di un precipitato prefonnato preparato portando l 00 mL di 
AIC!3 O,O?SN a pH 7,2 con Na2C03 e agitando, centrifugando e recuperando il 
flocculatO che va risospeso in 50 mL di NaCI 0,14N dopo una serie di risospensioni e 
centrifugazioni. Si può aggiungere MgC12 0,9N nel rapporto 1:100 mL di campione, 
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portando il pH del campione a 6 con NaOH o HCI. Ciò induce la formazione di flocculi 
di idrossido di alluminio che precipitano. Si opera una successiva centrifugazione o 
filtrazione per recuperare i flocculi ai quali si aggiunge glicina !M in siero di vitello 
fetale a pH 11,5 (1:100 o 1:20 del volume iniziale), centrifugando ancora, recuperando 
il sovranatante nel quale sono i virus neutralizzandolo. Per la risospensione dei flocculi 
si può anche aggiungere una soluzione di estratto di carne al3% a pH 7,4 (I :100 o 1:20 
del volume iniziale del campione). 

2.1.4 Adsorbimento a polvere di vetro. 

La polvere di vetro è utilizzata mettendovi a contatto il campione da 
concentrare, modificando il pH a 3,5 e aggiungendo cloruro di alluminio O,OOSM. Si 
effettua la successiva eluizione con glicina tamponata O,OOOSM finale"pH 11,5. Sono 
registrati recuperi di poliovirus del 55% . 

2.2 Ultrafiltrazione 

n sistema di concentrazione della ultrafiltrazione molecolare è basato sul 
principio per cui il campione è forzato a passare perpendicolarmente o tangenzialmente 
a membrane particolari, che presentano pori di dimensioni tali da lasciare passare solo 
sostanze di peso molecolare inferiore ad un certo valore (34,35,36). Scegliendo 
membrane con opportuna porosità, i virus ed altre macromolecole sono trattenuti sulle 
membrane (ultrafiltrazione ortogonale), oppure nella porzione di campione che non è 
passata attraverso le membrane (ultrafiltrazione tangenziale). Le membrane sono 
generalmente in cellulosa, poliammide o in polisulfone. E' importante nel caso della 
filtrazione tangenziale, alla fine del processo di concentrazione, attuare il lavaggio ed il 
controlavaggio delle membrane con una soluzione di estratto di carne o con altri tipi di 
soluzioni per eluire virus rimasti adesi sulle membrane. 

3. Indagini effettuate per il rilevamento di virus enterici nelle acque di mare. 

n rilevamento di virus enterici nelle acque di balneazione ed, in particolare, nelle 
acque di mare, è un campo di ricerca abbastanza recente. I primi studi dei virus enterici 
nelle acque di mare, come sporadici tentativi, risalgono alla fine degli anni sessanta 
(37,38). Agli inizi dagli anni settama Crovari et al. dell'Università di Genova, per la 
prima volta e con un'indagine approfondita, banno dimostrato la presenza di virus 
enterici come Polio, Echo e Coxsackie nelle acque del Mar Tirreno (39). 

Indagini sulla contaminazione virale delle acque di mare successivamente sono 
state effettuate in diversi Paesi. Per gli Stati Uniti sono state interessate la costa 
atlantica: Texas (40,41,42,43), Florida (44,45), New York (46) e la costa del Pacifico: 
Ha w ai ( 4 7). In Europa oltre che sulle coste mediterranee italiane: Mar Tirreno 
(48,49,50) e Adriatico (SI), sono state effettuate indagini sulle coste mediterranee 
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francesi (52,53) e israeliane (54), e sulle coste del Mar Nero (55). L'Atlantico europeo è 
stato interessato con il Mar Baltico (56) e il Mare del Nord (57) (Tabella 3). 

Tabella 3. Paesi che hanno condotto indagini virati sulle proprie aree costiere a partire 
dagli anni settanta 

PERIODO PAESE ANNO 

Italia 1974 

U.S.A. (Golfo del Messico) 1977 

Europa (Mar Baltico) 1977 

ANNI '70 US.A. (Florida- Golfo del 1978-'79 
Messico) 

Europa (Nizza) 1979 

U.S.A. (New York) 1979 

U.S.A. (Florida) 1980 

Asia (Israele) 1984 

ANNI'80 US.A. (Golfo del Messico) 1984 

Europa (Francia) . 1988 

Italia 1987-'88-'89 

Afiica (Sud Afiica) 1989 

ANNI '90 Italia 1990 

Europa (Olanda) 1990 

Le tecniche utilizzate nell'ambito del rilevamento dei virus enterici nelle acque di 
mare sono soprattutto quelle basate sull'adsorbimento-eluizione (40,41,42,44,45,46,47). 
Negli Stati Uniti è diffuso l'uso del sistema di concentrazione che prevede l'uso di 
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prefiltri e filtri in fibre di vetro e di asbesto-vetro, In Europa sono stati utilizzati i 
metodi di adsorbimento-eluizione, che prevedono l'utilizzo di polvere di vetro di 
cartucce in esteri di cellulosa (57) e polielettroliti (PE60) (39,48,55). Più recentemente 
sono utilizzati sistemi di adsorbimento a filtri microporosi elettropositivi (50,51) ed 
ultrafiltrazione tangenziale (58, 59). 

Dall'esame dei dati bibliografici riportati nella robella 4 si evidenzia come i 
numeri dei virus ril~ in IO litri di acqua di mare sono risultati variabili da l a I O per 
le coste atlantiche americane, mentre per le coste atlantiche europee i valori si aggirano 
da l a 100 unità. Nel Mediterraneo i numeri più elevati sono stati registrati per il Mar 
Ligure (da 20 a L200 TCID50/!0L), mentre per Israele e Francia rispettivamente 700 e 
220 sono i valori massimi .. Per il Sud Africa sono state rilevste fino a 2.000 particelle 
virali su l O litri di acqua di mare concentrata con il sistema dell'ultrafiltrazione 
tangenziale. Altri dati numerici non sono disponibili poichè, in molte indagini sono state 
effettuate solo prove qualitative. 

Tahella 4. Numeri di virus enterici rilevati nelle acque costiere di diversi Paesi 

PAESE VJIUs (ni!OL) ACQUA CONCENTRATA 

U.S.A (Texas) 2- 160 20L 

(Florida) o -1 1-800L 

(Texas) 0,4-4 378L 

(NewYork) 2-20 378L 

Europa (Italia) 20- 1.200 5- IO L 

(Mar Baltico) 5 -130 !OL 

(Francia) IO- 220 20L 

(Olanda) 0,1- l 100-200 L 

(Italia) Presenti 3- IO L 

Asia (Israele) 20-700 non riportato 

Africa (Sud Africa) 2.000 IOL 
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Gli esami di identificazione, condotti nell'ambito di molte delle indagini riportate, 
hanno messo in evidenza la presenza, nelle acque marine, di enterovirus (polio, echo e 
coxsackie) e di reovirus (Tabella 5). 

Tabella 5. Specie di virus enterici isolati nelle acque costiere di diversi Paesi 

ZONA PAESE SPECIE VIRALI 

(Golfo del Messico) Polio - Echovirus 

U.S.A. (Florida) Enterovirus 

(New York) Polio - Echovirus 

(Ha w ai) Polio - Echo - Coxsackievirus 

(Italia) Polio - Echo - Coxsackie - Reo virus 

(Italia) Echo - Coxsaclcievirus 

EUROPA (Francia) Enterovirus 

(Italia) Reovirus 

(Italia) Polio - Coxsackie - Reo - Enterovirus 

ASIA (Israele) Polio - Echovirus 

AFRICA (Sud Africa) Polio - Echo - Coxsackie - Reovirus 

Nell'ambito di alcune delle indagini citate, sono stati esaminati. oltre che le 
acque, i sedimenti ed è stato rilevato che le particelle virati sono più numerose nei 
sedimenti che nelle acque prelevate negli stessi siti: ciò confenna il potere di 
assorbimento del materiale particolato (Tabella 6). 

Le metodiche utilizzate per il rilevamento dei virus nell'ambito di tutte le 
indagini citate sono molto diverse tra loro. Inoltre sono stati messi a confronto dati 
rilevati in un arco di tempo di 16-18 anni. Non si può. però, fare a meno di notare, dai 
dati riportati. che quanto più elevate sono le quantità dei campioni esaminati tanto più 
piccoli sono i numeri dei virus rilevati. Owiamente questo può dipendere dalla qualità 
dell'acqua che è stata analizzata. Ma non si può escludere la possibili~à che la filtrazione 
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di grossi volunù di acqua concentri anche sostanze come acidi umici e particellato 
organico che tendono a trattenere i virus stentando poi a rilasciarli e quindi 
diminuiscano l'efficienza del recupero. 

Tabella 6. Virus enterici rilevati nei sedimenti marini e nelle acque degli stessi siti di 
prelievo. 

VIRUS VIRUS PAESE 

(acqua n/L) (sedimenti n/L ) 

2- 160 4-400 Italia ( Mar Tirreno) 

0,1 - 8 0,5- IO U.S.A. (Texas) 

o- 0,08 o- 36 U.S.A (Florida) 

0,01-0,1 o, l - l U.S.A (Texas) 

4. Esperienze maturate 

Con la finalità di verificare la diffusione di enterovirus nelle acque di mare, in 
ottemperanza alla legislazione che ne prevede il rilevamento, nel 1989, in occasione di 
una campagna di campionamenti che si protrasse per l'intero periodo estivo da giugno a 
settembre, furono effettuati prelievi di acque in due zone del mare Adriatico, una 
antistante la foce del fiume Rubicone, che riceve scarichi di natura cloacale non trattati, 
ed una antistante il Porto C~e Cesenatico, che riceve scarichi trattati da impianti di 
depurazione (Figura l) (51). 

Furono anche effettuati prelievi alla foce del canale ed a quella del fiume. 
Ciascun campione fu analizzato dopo opportuna concentrazione per passaggio 
ortogonale su membrane el-opositive, lMDS Virosorb (143 mm di diametro), e 
successiva eluizione dei virus adsorbiti con 30 ~ 40 mL di estratto di carne al 3% ed a 
pH 9 (51). 

Gli eluati furono saggiati su colture di cellule BGM per l'evidenziazione 
dell'effetto citopatico. 

I risultati sono mostrati nella tabella 7. 
L'86% dei campioni di acqua di mare è risultato contaminato da virus. Le acque 

di Porto Canale Cesenatico presentavano particelle virali nel l 00% dei campioni, 
mentre l campione sui 3 prelevati alla foce del fiume Rubicone risultava positivo per 
presenza virale. 
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Le acque della foce del Rubicone sono acque non trattate da impianti di 
depurazione e di conseguenza sono più ricche di materiale particellato che non quelle di 
Porto Canale Cesenatico. E' probabile, quindi. che i virus non siano stati rilevati in tutti i 
campioni di acqua prelevati dalla foce del Rubicone perche adsorbiti ,, particellato 
depositatosi come sedimento. 

o 
Mare 

Adriatico 

N 

fi 

Figura l. Stazioni di campionamento lungo una zona del litorale adriatico 
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Tabella 7. Presenza/assenza (+/-) di effetto citopatico indotto su cellule BGM da 
campioni prelevati da una zona· costiera del mare Adriatico nell'estate 1989. 

Stazioni di prelievo Numero totale di campioni Numero di campiotù 
prelevati per stazione di positivi per effetto 

prelievo citopatico 

Porto Canale Cesenatico 

101* 4 4 

311** 4 3 

321** 4 3 

201** 4 3 

Foce del Rubicone 

102* 3 l 

312** 3 3 

322** 3 3 

202** 3 3 

* Acque estuariali •• Acque marine 

Da ciò si "evidenzia l'importanza, nel caso di indagini virali, dell'esame 
concomitante del materiale particellato in sospensione e dei sedimenti·. Questi ultimi 
dovrebbero essere analizz.ati specialmente in quei casi in cui le caratteristiche del luogo, 
tra cui il clima (venti, correnti) o il particolare uso che se ne fa (riuoto, natanti,ecc) 
fanno pensare ad un rimescotamento continuo dell'acqua e dei sedimenti del fondo, 
perchè proprio a causa di questo rimescolamento possono verificarsi contaminazioni 
dell'acqua di superficie. 

I virus isolati ed identificati sono risultati reovirus (60). 
I reovirus (Respiratory Enteric Orphan viruses) sono così denominati perchè 

isolati dal tratto respiratorio e gastrointestinale di persone ed animali senza una 
relazione eziologica con malattie. E' stata evidenziata solo un'epidemia di influenza in 
bambini causata da reovirus. Sono stati rilevati in quantità elevate (>106/g) in feci di 
bambini affetti da diarree e lievi affezioni respiratorie. Il 50·80% ed anche il 900/o della 
popolazione adulta ha anticorpi contro i reovirus l ,2,3. Anche tra gli animali vi è 
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un'alta incidenza di individui che possiedono anticorpi contro i reovirus. L'elevata 
distribuzione di anticorpi antireo tra la popolazione umana ed animale è la probabile 
causa. della contaminazione degli ambienti idrici. Questi virus hanno tassi di 
sopravvivenza maggiori degli enterovirus. Sono endemici nella popolazione e la loro 
presenza nell'acqua può essere considerata come causa di ulteri!Jri infezioni nell'ambito 
della popolazione che lìuisce dell'acqua, anche se essi non possono. attualmente, essere 
considerati un rischio come altri virus. Da più Autori essi sono visti come possibili 
indicatori della qualità virale delle acque per la loro resistenza e per la loro abbondanza 
nell'ambiente. in relazione alle altre specie vitali 

Nel 1990, è stata effettuata un' l'indagine sulle coste del mar Tirreno. Sono stati 
effettuati, durante il periodo estivo, prelievi di acqua alla foce del Tevere e prelievi di 
acque di mare, da diverse zone del litorale romano: Pomezia, Civitavecchia, 
S.Marinella, Cerveteri, Roma, Ardea, Nettuno (Figura 2). 

" 

Pomezia 

Anzio 1 • 1] 

N•ttuno 

Figura 2. Stazioni di prelievo lungo la zona costiera del litorale tirrenico romano 

I campioni di 20 litri sono stati suddivisi in due parti uguali. di l O litri ognuna. 
Su ciascuna delle due parti è stato applicato. come metodo di concentrazione. quello 
della ultrafiltrazione tangenziale accanto a quello dell'adsorbimento eluizione con 
membrane elenropositive (58) . 
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I risultati dell'isolamento, basati sull'effetto citopatico su ceUule BGM hanno 
mostrato che il 1000/o delle acque alla foce del Tevere concentrate con ambedue i 
sistemi presentano particelle virali. Solo 7 campioni su 52 ( 13%) ed l campione su 52 
(2%) di acque di mare concentrate rispettivamente per ultrafiltrazione tangenziale e 
adsorbimento-<:luizione sono risultati positivi per presenza virate (Tabella 8). 

Tabella 8. Acque di mare e di estuario prelevate lungo il litorale tirrenico romano e 
concentrate per ultrafiltrazione tangenziale (UT) ed adsorbimento-eluizione (AE): 
risultati dell'identificazione dei virus isolati sulle colture di cellule BGM 

Numero totale di Campioni Campioni 
campioni per concentrati per UT e concentrati per AE e 

Stazione di prelievo stazione di prelievo positivi per effetto positivi per effetto 
citopatico citopatico 

Civitavecctùa 9 o o 

s. Marinella 7 3 (l entero, 2 polio) o 

Cerveteri 4 o . o 

Ladispoli l o o 

Roma-Fregene l l (reo) · o 

Roma-Fiumicino l o o 

Foce del Tevere lO l O (3 entero, 4 9/9*(2 entero, 7 
coxsackie, 3 reo) reo) 

Roma-Ostia 16 2 (l polio, l reo) o 

Pomezia 3 o o 

Ardea 4 o o 

Anzio 3 o o 

Nettuno 3 l (entero) l (entero) 
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su base molecolare da applicarsi, non più sui virus replicatisi sulle colture di cellule, ma 
sul campione concentrato che dovrebbe, teoricamente, contenere più specie virali. 

La conoscenza della diffusione e persistenza di diverse specie virati di origine 
enterica n~JI'ambiente idrico è importante per il contributo alle conoscenze 
epidemiologiche. Se si considera la problernatica della virologia delle acque da un punto 
di vista igienico-sanitario, t•approccio può essere diverso: potrebbe essere operata una 
scelta relativa ad un organismo virale indicatore della contaminazione virale delle acque. 
La scelta potrebbe cadere sui reovirus, come anche consigliato da diversi Autori. 
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RILEVAMENTO DI VIRUS ENTERIO IN CAMPIONI "PARTICOLARI" COME 
GELATINA E SOLIDI SOSPESI 

P. ORSINI, F.A. AULICINO 

Laboratorio di Igiene Ambientale, Istituto Superiore di Sanità, Roma. 

l. Introduzione 

La diffusione dei virus nell'ambiente é un problema attualmente rilevante ma che 
si affronta da tempi relativamente brevi: gli enterovirus, infatti, sono stati isolati da 
campioni di acqua, per la prima volta negli anni sessanta (1,2,3). 

Uno degli obiertivi principali della "virologia ambientale" é la messa a punto di 
specifiche metodiche di rilevamento delle particelle virati da applicarsi nei diversi sertori di 
indagine ambientale. Questo allo scopo di avere a disposizione ulteriori metri di 
valutazione della trasformazione indorta dall'inquinamento fecale nell'ambiente e quindi 
una valutazione dell'eventuale rischio cui é sottoposta la popolazione in contatto con 
l'ambiente contaminato. 

I virus diffusi nell'ambiente, appartengono a diverse categorie: virus enterici 
umani, animali,,batteriofagi ecc. Si pone particolare attenzione alla diffusione di virus 
enterici umani, quali Entcrovirus, Rotavirus, HA V ,ecc., per il rischio di contaminazione 
dell'uomo. Tali virus giungono all'ambiente essenzialmente attraverso escrezioni di 
individui infetti ed in virtù della loro particolare resistenza a condizioni sfavorevoli, 
possono sopravvivere e rimanere vitali senza replicarsi, per periodi di tempo abbastanza 
lunghi. Tali tempi dipendono sia dal tipo virale in esame che da altri fattori ambientali 
contingenti non ancora ben identificati. Durante questo periodo essi possono 
occasionalmente entrare in contatto con ospiti sensibili e riacquisire la loro virulenza 
inducendo l'evento morboso (4). · 

La concentrazione dei virus enterici nelle feci é pari 1010-10 llparticelle/g di feci 
(5). Le escrezioni allontanate attraverso scarichi fognarli, fosse settiche ecc. possono 
inquinare corpi idrici riceventi come fiumi, laghi, mari. E' ovvio che l 'entità 
dell'inquinamento, laddove si verifica, dipende da diversi fattori come la qualità degli 
scarichi, il ttartamento in impianti di depurazione, il tipo di processo depurativo subito, la 
natura del corpo idrico ricevente e la sua capacità autodepurativa.. ed ancora dipende dal 
tipo virale in esame e dall'insieme dei fattori flSici. chimici e biologici che caratterizzano 
l'ambiente. Le fosse settiche potrebbero essere l'origine di diffusioni virali quando si 
verificano delle infiltrazioni di liquami attraverso le crepe naturali del terreno tali da 
raggiungere le profonde falde acquifere sotterranee. In tali casi le conseguenze 
dell'inquinamento che si determina sono estremamente gravi in considerazione 
dell'utilizzo di tali acque come fonte di approvvigionamento idrico per la popolazione, e 
sopratutto perché spesso si considerano queste acque aventi requisiti naturali di potabilità. 
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2. Adsorbimento virale al particellato 

Le difficoltà risconttate nel rilevamento di virus da campioni ambientali, nascono 
essenziahnente dalla mancanza di metodi di rilevamento standardizzati. 

Allo stato attuale, i virus possono essere evidenziati mediante il rilevamento di 
effetti citopatici sui tappeti cellulari. Poiché le particelle virali nelle acque sono piuttosto 
"diluite" per l'evidenziazione di esse non possono essere saggiate sulle colture cellulari 
quantità elevate di campione. Di conseguenza diventa necessario effettuare la 
concentrazione dei campioni di acqua. 

I c~pioni di acque marine, lacustri o i liquami, ecc. presentano materiale in 
sospensione. L'entità del materiale sospeso é diversa. Le acque di mare, di fiume o 
lacustri possono essere più o meno limpide, (dipende molto dal particolare 
idrodinamismo) e talvolta presentano solidi sospesi. I liquami invece sono sempre 
torbidi e ricchissimi di materiale in sospensione (6). 

Per l'indagine di campioni contenenti particellato in sospensione debbono essere 
necessariamente considerati anche i solidi sospesi, poiché le particelle virali diffuse 
nell'ambiente tendono ad aggregarsi e a sviluppare fenomeni di adsorbimento al 
particellato stesso presente nell'acqua. Non· é un caso che i passaggi più efficaci per 
l'abbattimento della carica virale siano essi depurativi o di potabilizzazione, sono quelli in 
cui si allontana il materiale particellato in sospensione. Ad esempio durante il processo di 
potabilizzazione delle acque si verifica, nelle fasi di coagulazione. sedimentazione, e 
filtrazione, un abbattimento virale. relativamente agli enterovirus. ben del 93% (7). 

2.1 Descrizione dell"adsorbimento 

E' stato verificato che in detenninate condizioni. quali elevate concentrazioni di 
particellato, pH neutro e moderata forza ionica, 1"80% delle patticelle virali dell'ambiente 
acqueo si adsorbe a materiale solido (8,9). 

n fenomeno di adsorbimento si verifica in quanto il capside vitale é composto da 
proteine ionizzabili. ll comportamento ionico di tali proteine dipende dal pH e dalla forza 
ionica del mezzo e da particelle o colloidi, eventualmente presenti nel mezzo. che 
posseggono sulla superficie esterna delle cariche elettriche. n segno e la forza di tali 
cariche dipende non solo dalla concentrazione e dal tipo di gruppi superficiali ionizzabili 
dei solidi e dei virus, ma anche dal numero e dal tipo di adsorbimenti~deadsorbimenti 
origina tesi e dipendenti dalla qualità del mezzo (8). 

n fenomeno dell'adsorbimento, é essenzialmente dovuto ad interazioni di natura 
elettrostatica ed idrofobica, che si vengono ad instaurare tra le cariche presenti sulla 
superficie virate e la superficie del particellato. In condizioni naturali gli enterovirus 
sono prevalentemente caricati negativamente, si instaurano cosi forti legami elettrostatici 
con cariche positive presenti nel mezzo ed opportune forze repulsive con le cariche dello 
stesso segno (10,11). Anche le interazioni idrofobiche rappresentano una parte 
impanante nel fenomeno dell'adsorbimento. Un'analisi delle componenti proteiche del 
capside dei Picornaviridae ha evidenziato che il40 ~50% dei residui aminoacidici sono di 
natura non polare (12). Questo suggerisce che i virus enterici, possedendo dei 
componenti idrofobici, possono dare origine a delle interazioni di natura idrofobica. 
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L'adsorbimento, una volta verificatosi, può essere abbastanza stabile poiché é 
favorito dal punto di vista termodinarnico. Un minor numera di molecole di acqua devono 
disporsi sulla superficie virale quando questa é adsorbita al particellato, rispetto alla 
condizione in cui il virus é invece libero nell'acqua (13). La condizione di libertà é in 
questo modo termodinamicamente sfavorita, in quanto vengono a contatto i gruppi 
idrofobici della particella vinùe ed i gruppi idrofilici dell'acqua. 

I metodi di rilevamento dei virus nell'ambiente oggi disponibili, ma ancora in via 
di standardizzazione, sfruttano proprio queste caratteristiche dell'adsorbimento, infatti· 
prevedono anche l'uso di membrane provviste di cariche elettriche attraverso le quali 
viene fatto passare il campione per cui vengono sfruttate le attrazioni elettrostatiche tra 
virus e membrane (Il). 

I fenomeni di·adsorbimento virale ai solidi sospesi sono in stretta dipendenza dal 
partico~ ambiente idrico di cui questi fanno parte, poiché possono essere influenzati da 
fattori chimici quali la salinità, il pH, le molecole organiche, da fattori fisici quali la 
temperatura, la luce, la pressione idrostatica e da fattori biologici quali le forme viventi 
presenti e non ultimo il tipo vinùe considerato (12,14). 

Alcuni Autori, hanno rilevato per i sedimenti di mare e di lago delle differenze 
nell'adsorbimento vinùe (15,16). l sedimenti marini mostrano un adsorbimento dal99 al 
100% di virus Polio aggiunto sperimentalmente, mentre quelli di acqua dolce adsorbono 
circa il 40% dei virus aggiunti (17). Sono state rilevate differenze di coml'?rtamento 
anche tra virus diversi nello stesso habitat, in funzione di variazioni di salirutà (15). Ad 
esempio aumenti di salinità non detemlinano carnbiainenti in relazione all'adsorbimento di 
Poliovirus e Rotavirus a particellato, mentre dinùnuzione della salinità determina un 
rilascio del 37% di Poliovirus dal particellato, mentre awnenta l'adsorbimento dal46% al 
96% per il Rotavirus. Ne deriva che in un ambiente "dulciacquicolo" il Polio é rilasciato 
molto più facilmente che il Rotavirus, mentre in un ambiente marino avviene esattamente 
il contrario (15). A seguito di forti piogge, virus come i Rotavirus in acque di estuario, a 
causa del maggiore adsorbimento al particellato e quindi della conseguente maggiore 
sopravvivenza. possono essere facilmente trasportati in altre zone. potendosi quindi 
verificare una diffusione maggiore di questi virus rispetto al Polio (15). 

n pH riveste un ruolo fondamentale poiché determina la preponderanza del tipo di 
carica elettrica del capside vinùe. Anche il pH di un ambiente idrico può indurre variazioni 
sull'adsorbimento delle particelle virati a materiale particolato influenzando le cariche 
superficiali e la mobilità elettroforetica delle particelle virali. n pH in cui le cariche 
elettriche positive e negative del capside virale sono equivalenti, rappresenta il punto 
isoelettrico. Ad un pH superiore al punto isoelettrico, la particella vinùe presenta cariche 
prevalentemente negative, mentre al contrario, a pH inferiori al punto isoelettrico le 
particelle virati mostrano cariche prevalentemente positive. Ad es. Reovirus 3 ha un punto 
isoelettrico a pH 3,8, mentre il Poliovirus ne ha due, uno a pH 4,5 e l'altro a p H 7. Ne 
deriva che negli ambienti idrici naturali che presentano valori di pH prossimi alla 
neutralità, sia il Reoviros che -il Poliovirus presentano cariche prevalentemente negative 
(8). 

L'adsorbimento é un fenomeno estremamente importante, i virus infatti. nella 
condizione di "particelle adsorbite" penlono la virulenza e rimangono vitali nell'ambiente 
per periodi di tempo variabili, in genere maggiori rispetto a quelli registrati per i virus 
"non adsorbiti" e dipendenti sia dalle condizioni ambientali che dalle caratteristiche virati 
stesse (14). La Tabella l mostra come i tempi di sopravvivenza di virus associati a solidi 
sospesi siano maggiori di quelli di virus liberi nell'acqua (15). 
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Tabella l. Effetto dell'adsorbimento sulla sopravvivenza virale (15). 
SSosp.: solidi sospesi; SS: sedimento soffice; SC: sedimento compatto; 
UFP: Unità Fonnanti Placca 

--------------------------------------------------------------------------------------------------------
------Sopravvivenza--------------:Titolo (UFP/1 00 mL)-------------

Campione (giomi) Iniziale finale 

Polioyirus 
Acqua 6 4,5 x !()6 1,0 x J03 
SSosp. 19 3,3 x J07 56 
ss 19 4,0 x J07 12 
se 19 5,9 x J07 3 

Romvii:J!~ SA Il 
Acqua 9 7,7 x J07 4,0 x JOJ 
SSosp. 19 9,4 x J07 l, l x io4 
ss 19 4,0 x J07 l, l x 102 
se 19 5,6 x J07 !,lx ioJ 

I virus possono essere presenti talora in quantità elevate nei sedimenti o nei solidi 
sospesi di un ambiente idrico ed essere assenti o presenti in numero molto basso 
nell'acqua degli stessi siti di P"'lievo (18,19). Le tabelle 2 e 3 mostrano come nell'ambito 
di campioni di estuario e di liquami, le particelle virali rilevate nella porzione sedimenti 
siano sempre più numerose di quelle della porzione acqua. In diversi casi si Dota 
l'assenza di virus nell'acqua e la contemporanea e numerosa ~za virale nei sedimenti 
(Tab.3). 

Tabella 2. Virus enterici in acque e sedimenti di estuario (18). 

Campioni Acqua 
n/L 

Sedimenti 
n/L 

---------------------------------------------------------------------------------------------------------
l 
2 
3 
4 

O, l 
0,45 
O, l 
0,8 

830 
520 
450 
500 
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Tabella 3. Virus enterici in campioni (acqua e sedimenti) prelevati in prossimità 
di un sito di scarico di acque reflue (A) e in un'area contigua (B) (19). 

A B 

acqua (400- sedimenti (300- acqua (400- sedimenti (300-
800 L) 400 g) 600 L) 400 g) 

-----------------------------------------------------------------------------------------
(5)0 - (34)2 (5)1 (8)3 
(9)0 (41)2 (9)0 (21)5 
(8)0 (36)2 

Nelle parentesi sono indicati i numeri dei campioni analizzati. 

Quando scarichi fognari sono posti in prossimità delle coste i sedimenti. proprio 
per effetto dell'adsorbimento, risentono dell'influenza di questi scarichi "arricchendosi" 
di particelle virali. La tabella 4 riporta le peteentuali di positività per enterovirus associati 
ai sedimenti (20). Dai dati mostrati si rileva che la presenza di viru• é in diretta 
correlazione alla vicinanza degli scarichi alla riva: percentuali alte (fino al 100% ) di 
sedimenti positivi per presenza virale sono riscontrate in campioni prcleyati da zone con 
scarichi posizionati a distanza < 500 m dalla riva e a profondità < IO m. Tali percentuali si 
abbassano fino a raggiungere lo 0% per distanze e profondità maggiori (Tab.4). 

Tabella 4. Enterovirus rilevati in sedimenti marini a diversa distanza dalla costa (20). 
UFP: Unità Formante Placca 

---------------------------------------------------------------------------------------------------------
Siti di Profondità Distanza dalla n° di campioni UFP/Kg % positività 

campionamento (m) riva (m) saggiati (min-max) 
-----------------------------------------------------------------------------------------·---------------
l < IO <500 5 13 (0-47) 60 

30-50 500-1000 2 8 (7-19) 100 
>70 >2000 4 o 

2 < 10 <500 5 38(7-10) 100 
30.50 500-1000 2 l (0.3) 50 

3 <IO <500 4 5(0-19) 25 
30-50 500-1000 l o 
>70 >2000 l o 

4 <IO <500 2 73 (22-125) 100 
30-50 500-1000 3 13 ( 5-21) 100 
>70 >2000 2 4 (0.9) 50 

5 <IO <500 3 31 (0.66) 67 
30-50 500-1000 3 IO (0-29) 33 
>70 >2000 l o 

---------------------------·-----·-----------------------------------------------------------------------
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L'analisi del particellato presente in un detenninato ambiente acquista, alla luce di 
quanto detto, notevole importanza. Il reale pericolo di ignorare i solidi sospesi di un 
sistema é la falsa sicurezza che deriva dall'analisi, con esito negativo, del mezzo acquoso. 

2.2 Adsorbimento in funzione del tipo di particellato 

n particellato presente in un campione ambientale, non presenta sempre le stesse 
caratteristiche, ma varia sia nelle dimensioni che nella composizione. 
Quello proveniente da due campioni diversi avrà caratteri diversi, mentre nell'ambito 
dello stesso campione possiamo trovare delle differenze a livello dimensionale del 
particellato. Da uno studio effettuato a Galveston Bay (Texas) é stato rilevato che i solidi 
sospesi. appartengono ad una fascia ben precisa di particelle caratterizzate da una 
dimensione< 3 um, mentre le particelle più grossolane, costituiscono il "sedimento 
soffice" ed il "sedimento compatto" e sono caratterizzate da dimensioni ;.. 7um (15). 
Questi sedimenti, generalmente tendono a stratificarsi sul fondale del corpo idrico, 
mentre i solidi sospesi rimangono in sospensione e difficilmente sedimentano 
spontaneamente. La frazione più imponante dei materiali presenti in un campione, per ciò 
che riguarda l'adsorbimento virale, é rappresentata dal particellato di dimensioni"" 3 um 
(15). 

Oltre ai solidi sospesi fin qui descritti in campioni di acqua possono essere 
presenti altri tipi di particelle in sospensione. In acque lacustri e di mare a seguito di 
fenomeni ampiamente studiati, si possono verificare fioriture o bloom algali (21). 
Nell'analisi di un campione di questo tipo, ricco di alghe, va indagata anche la porzione 
solida costituita da questi organismi, potendosi i virus adsorbire ad essi (22,23.24). 

Oltre alle alghe si può verificare la presenza, nelle acque di mare, di aggregati di 
materiale eterogeneo più comunemente conosciuti come "gelatine" o "mucillagini" (21). 
Trattasi di fenomeni conosciuti da molto tempo. Già nell'800 (25) , essi manifestavano 
delle comparse periodiche nell'ambiente marino. Tale fenomeno era ed é attualmente 
attribuito a diverse: specie algali di diatomee. · 

In tempi recenti questi fenomeni, ci hanno riguardato da vicino . n mare Adriatico 
nel 1989-90-91 é stato interessato al fenomeno della gelatina. Nel 1991 la comparsa della 
mucillagine é stato un fenomeno meno eclatante rispetto ai precedenti anni. 

L'indagine microscopica di tali mucillagini ha evidenziato un raggruppamento 
eterogeneo, costituito da muco, fango, alghe come diatomee e dinoflagellate (26). La 
caratteristica rilevante é rappresentata dal muco, prodotto in grosse quantità ed attribuibile 
a diverse specie algali di diatomee. Le cause dell'induzione di tale produttività mucosa é 
stata attribuita a diversi fattori come: mare calmo, dilavamento di terreni, fondali bassi 
ecc. Tra essi anche la maggiore Ieperibilità di nutrienti da parte delle alghe produttrici di 
gelatina. attraverso l'aumentata adesività ad essi della mucillagine stessa. Le alghé 
possono utilizzare questo muco per aderire ai sedimenti, ad altre cellule, a materiale 
cotpuscolato, formando cosl delle masserelle più meno voluminose, le quali possono 
spostarsi verticalmente lungo la massa d'acqua e localizzarsi nelle zone più idonee alla 
loro vitalità. Lo spostamento nella massa d'acqua é dovuto alla produzione di bollicine di 
gas durante il processo fotosintetico. Tale gas rimane imbrigliato nella matrice mucosa e 
permette alla masserella di giunge"' a flottare sulla superficie libera dell'acqua. Inoltre, 
essendo le alghe, dotate di capacità ererotrofica. possono consumare tale gas per i normali 
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pr~ess~ respiratori e discendere di nuovo lungo la colonna d" acqua reperendo cosl altri 
nutnentJ.. 

La gelatina del 1988 é stata sottoposta ad indagine e ne é stata attribuita la 
produzione ad alghe diatomee pennate ad habitat bentonico, appartenenti ai generi 
Navicula e Nitzschia. (27). Nel 1988-89 é stata isolata un'alga diatomea pennata 
Amphora, che vive nei sedimenti e produce muco. Tale alga é stata classificata come 
Amphora coffeaefonnjs var. pe(pusilla (21). Essa risulta essere molto resistente alle 
condizioni tossiche, come se il rivestimento prodotto la proteggesse dall'esterno. 

Oltre al muco, in associazione alla mucillagine. si sono evidenziati numerosi 
batteri presenti in concenttazioni superiori di quelle dell'acqua circostante. La 
popolazione batterica eterotrofa inclusa nelle masserelle gelatinose, é di 2 ordini di 
grandezza superiore a quella dei sedimenti (28). La ricchezza bam-rica della gelatina non 
rappresenta un dato sorprendente, in quanto tale habitat é esa e•• .amente ricco di nutrienti 
Alcuni batteri saranno più favoriti rispetto agli altri e nel corso del fenomeno evolutivo 
della gelatina si assiste certamente ad un susseguirsi di popolazioni batteriche dovuto 
all'evoluzione di tale micro-habitat (21). n patticolare substraw nutritivo degradabile 
costitttito dalla mucillagine o gelatina induce aumenti della popolazione microbica. Nel 
corso di fenomeni registrati e studiati nel 1988 sono stati rilevati incrementi della 
popolazione batterica in campioni di acqua di mare con gelatina Una volta scomparso il 
fenomeno i titoli microbici si sono attestati su valori più bassi (28). 

Se i virus possono adsorbirsi al particellato, 6 presumibile che possano 
adsorbirsi al particellato presente nella mucillagine o alla mucmagine stessa, essendo le 
patticelle di muco degli eteropolimeri, che presentano cariche superficiali, le quali 
dipenderanno dall'ambiente circostante (29). Esistono a tale riguardo scarsi riferimenti 
bibliografici in quanto i rapporti che si possono instaurare tra gelarina ed eventuali virus 
presenti in un mezzo acquoso c gli eventuali riflessi sull'uomo derivanti da tale 
associazione rappresentano attualmente un settore di ricerca in via di sviluppo, non ancora 
sufficientemente approfondito. Da esperienze sullo studio dell'adsorbimento c la 
sopravvivenza di entcrovirus associati ad alcune alghe, si é rilevato che i virus Polio. 
Echo, Cox hanno tempi di sopravvivenza ridotti in presenza di alghe, proprio in 
dipendenza dell'adsorbimento (22,23,24). Si evidenzia che l'iDfettività, in tale contesto, 
dipende dall'influenza di molteplici fattori ambientali, dal tipo Yir.ùe e dal tipo di alghe 
coinvolte (22). 

Le esperienze sin qui riportate depongono in favore.de1 concetto che in effetti il 
fenomeno di adsorbimento-deadsorbimento delle patticelle viiali al particellato ~ 
fortemente influenzato dalle condizioni fisiche-chimiche e biologiche degli ambienti in cw 
vengono raccolti. . 

Quanto detto evidenzia sicuramente le numerose difficoltà operative di trattamento 
di campioni ambientali carichi di materiali in sospensione, di alghe, di fibre, di terra, ecc. 
E'necessaria quindi l'applicazione di procedure particolari di indagjne, tali da penne~ 
una corretta cd efficiente eluizione (deadsorbimento) delle ~·entnali particelle virali 
piesenti in detti materiali. 

3. Metndologje di base per l'esame vira!e di materiale particolato 

Allo stato attuale é possibile disporre di metodiche di riJe.,·amento vira! e già in via 
di standardizzazione per ciò che concerne le indagini sulle acque, siano esse ~ann~. 
lacustri o potabili (30). L'indagine vitale sui materiali solidi é più complessa. Infattt per il 

j 

l 
' ' 
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fornire rese migliori di altre. Nell'ambito dei metodi applicabili all'esame virale del 
particellato, la fase fondamentale é quella di produrre il deadsorbimento dei virus. 

Si deve trattare il particellato con opportuni eluenti in grado di eluire, cioé 
"staccare" i virus dal particellato. Le soluzioni utilizzate come eluenti devono essere poste 
in contatto con il materiale particellato da cui i virus devono essere estratti. Affinché 
l'eluizione sia efficace il tempo di contatto dell'eluente con i sedimenti non deve essere 
inferiore ai 5' e comunque dai 5 ai 15 minuti, mantenendo continuamente in agitazione la 
miscela con un vortex o un agitatore magnetico (13,19,31). 

L'agitazione é importante nella fase eluitiva in quanto aumenta il contatto tra 
l'eluente ed il particellato, favorendo così la liberazione delle panicelle virali nel mezzo 
acquoso rappresentato dall'eluente. 

La fase finale del processo dell'eluizione prevede una separazione dell'eluente dal 
particellato con recupero del solo eluente. La centrifugazione pennette la sedimentazione 
di tutto il materiale grossolano e la permanenza nel sovranatante delle particelle virali 
eventualmente presenti, che non precipitano anche dopo la centrifugazione per evidenti 
motivi dimensionali. 

Una volta raccolto, il sovranatante, può essere saggiato direttamente sulle colture 
cellulari. Nella maggior parte dei casi, é comunque necessario riconcentrare l'eluato, 
poiché non é possibile saggiarne quantità elevate su colture cellulari. Le pratiche di 
riconcentrazione, possono essere applicate mediante: precipitazione acida o flocculazione 
organica (13,19,31,32), adsorbimento-eluizione o ultrafùtrazione ecc. (33). La fase di 
riconcentrazione, può prevedere anche l'utilizzo di agenti anti-caotropici. Tali composti 
sono in grado di ridurre la solubilità di sostanze idrofobiche nell'acqua. L'aggiunta di essi 
all'eluato aumenta visibilmente la flocculazione. Ad esempio il solfato di ammonio (2M), 
determina un'efficenza di recupero virale del 24% contro il 2.4% ottenuto senza 
l'aggiunta dell'agenti anti-caotropico (13) . L'aggiunta di cloruro di magnesio 0,5M in 
presenza di solfato di ammonio incrementa ultetionnente tale percentuale di recupero fino 
al36% (13). 

Possono essere utilizzati come flocculanti anche polimeri organici come il 
polietilen-glicole ed 11 cat-floc ( flocculante cationico; Colgen Pittsburgh, Pa) (13). 

n recupero virale può variare molto in funzione del tipo di soluzione utilizzata per 
realizzare la fase dell'eluizione, per cui la scelta dcll'eluente diventa molto importante. 

Nella eluizione degli enterovirus, buoni risultati sono stati ottenuti utilizzando una 
soluzione di estratto di carne al 3% a pH 9-9,5 (16). Molto dipende dalla natura del 
particellato in esame, dall'ambiente da cui proviene e dai fattori influenzanti l'eventuale 
adsorbimento con i virus. Con l'utilizzo dell'estratto di carne al 3% e a pH 9-9,5 sono 
state rilevate, ad esempio, eluizioni corrispondenti ad un valore inferiore all' 8% dei 
virus dai sedimenti marini, mentre sui sedimenti dulciacquicoli con lo stesso eluente si 
sono evidenziati valori dal 23% al 59% (16). L'estratto di carne può essere utilizzato in 
concentrazioni diverse dal3% e cioé dal 6 allO%, ma concentrazioni cosi elevate, nella 
fase di riconcentrazione, possono indurre fenomeni di tossicità (34). 

Possono essere utilizzati altri eluenti come il citrato di sodio, l'urea-lisina. EDTA­
glicina, oppure lo stesso estratto di carne in associazione ad altri composti, cosl da 
costituire soluzioni eluenti più efficaci 

L'efficienza di un composto eluente può essere influenzata anche dal pH (13). 
Nella tabella 5 sono riportate le percentuali di recupero per Poliovirus da sedimenti con 
alcuni composti eluenti a pH diversi (13,17). 
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Tabella 5. Percentuali di recupero di Poliovirus da sedimenti di estuario con vari eluenti, 
alcuni dei quali a diversi valori di pH (13,17). 

---------------------------------------------------------------------------------------------------------
Eluente % di recupero a diversi p H 

5,5 7,5 9,0 9,5 10,5 Il 

Urea 4 M + lisina 0,05 M 44 
Estratto di carne al 3% 5,0 20 1.6 22 
Estratto di carne al3% +glicina 0,25 M 18 5,7 14 
Estratto di carne al 3% + EDT A 0,05 M 12 7,4 16 
Estratto di carne al 3% + glicina 0,25 M + 
EDTA0,05 M 20 7,1 17 
Citrato di sodio 0,05 M 4,4 4,9 
Estratto di carne al 3% + citrato 2 M 40 
Glicina 0,25 M + EDT A 0,05 M <0,1 

Come eluenti possono essere utilizuti anche gli agenti caotropici, composti ionici 
a basso peso molecolare, che aumentano la solubilità del particellato nel mezzo acquoso. 
Tra. essi il nitrato di sodio, il cloruro di sodio o di potassio, il tricloroacetato di sodio e 
l'idrocloruro di guanidina (13). Le percentuali di recupero registrate per questi composti 
sono piuttosto basse: 0,02-0,08% (13). Tali agenti, se utilizzati in associazione ad eluenti 
proteici, danno percentuali maggiori di recupero (13). Ciò é in diretta dipendenza dalle 
interazioni che si instaurano tra virus e particellato che sono di natura idrofobica ed 
idrofùica. La funzione delle molecole proteiche dell'estratto di carne é probabilmente 
riconducibile alle loro piccole dimensioni, che permettono loro di intercalarsi tra i virioni, 
di maggiori dimensioni, ed i siti virali di adsorbimento riducendo così le mutue forze 
attrattive instauratesi. Gli ioni chaotropici possono contribuire ad aumentare il 
deadsorbimento dei virioni, con conseguente diminuzione di energia del sistema. 
attraverso l'inibizione del movimento dei virioni parzialmente idrofobici nel mezzo liquido 
(13). 

Nella tabella 6 sono riportate le percentuali di recupero di Poliovirus da sedimenti 
mediante l'utilizzo di miscele di eluenti proteici e caotropici.(l3). 

Dai dati riportati nelle tabelle 5 e 6 si rileva che le percentuali maggiori di recupero 
per Poliovirus da sedimenti sono ottenute quando si usano come eluenti: soluzioni di 
estratto di carne al 3% (20-22%), soluzioni di estratto di carne al 3% con aggiunta di 
nitrato di sodio 2M (42% -71 %) o di cloruro di sodio 3M (49%) o citrato di sodio 2M 
(40%) o con soluzione di urea e lisina (44%). 
L'efficienza eluitiva di soluzioni diverse può variare in dipendenza del tipo di sedimento 
da trattare. Nella tabella 7, sono riportati i recuperi di virus ottenuti con l'utilizzo degli 
stessi eluenti su sedimenti marini e dulciacquicoli (17). Dall'esame dei dati si può rilevare 
come l'estratto di carne presenti efficienza eluitiva maggiore per i sedimenti di acqua dolce 
rispetto a quelli di acqua di mare. 
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Tabella 6. Eluizione del Poliovirus da sedimenti di estuario con una miscela di agenti 
caotropici e soluzione di estratto di carne ( 13). 

---------------------------------------------------------------------------------------------------------
Estratto di carne al3% +agenti Percentuali di recupero 
caotropici -----------------------------------------------------------------

Sodio tricloro acetato 0,1 M .... "" .... l M 

Guartidina 
idrocloruro O, l M 

l M 

Nitrato di sodio l M 
2 M 

Cloruro di sodio 2,9M 

Cloruro di potassio 2,3M 

pH 

5,5 6,5 

36 
71 42 

49 

42 

7,5 

26 
0,7 

0,6 
< 0,1 

29 
46 

9,5 

8,3 
6,0 

19 

L'estratto di carne é l'eluente più utilizzato per l'eluizione dei virus da acqua di 
mare (35), e superficiale (36), da fanghi (37) ecc. Esso dà ottimi risultati per l'eluizione 
da sedimenti di ambienti acquei "dolci" (51%), meno buoni, sembra. per quelli marini 
(8%) (T ab. 7). 

Tabella 7. Eluizione di Poliovirus da sedimenti acquatici di diversi habitat (17). 

Sedimenti 

Sedimeoti 
marini 

Eluenti 

Urea 4M + lisina 0,05 M 
Estratto di carne 3% 
Caseina purif. l% 

% eluizione 

44 
9 

34 
-----------------------------------------------------------------------------------------

Sedimenti di 
acqua ''dolce" Urea 4M + lisina 0,05 M 

Estratto di carne 3% 
Caseina pura l% + Tween 80 0,1% 

TCA l M + glicina l M 

44 
56 
47 
65 

---------------------------------------------------------------------------------------------------------
TCA: Tricloroacetato di sodio. 



120 
-·-' 

4. Prove sperimentali per il rilevamento di virus da gelatine e solidi sospesi in campior:: 
di acqua di mare. 

Come già detto in precedenza. non vi sono attualmente dei metodi disponibili ~ 
standardizzati per il rilevamento dei virus da campioni di particellato. 

Diversi Autori hanno applicato metodiche di trattamento di materiale particol=­
che prevedevano l'utilizzo, ad esempio, di una soluzione di estratto di carne al3% ;:"2 
7,5 con aggiunta di citrato di sodio (2M), oppure di una soluzione di estratto di carne <.: 
3% pH 5,5 con aggiunta di nitrato di sodio (2M), oppure una soluzione di estratto ~ 
carne al6% pH 10,5, o ancora, una soluzione tamponata di estratto di carne al lO% p H­
con aggiunta di acido citrico e NazHP04 ottenendo percentuali di recupero di particet:e 
virali variabili dal 40-71% (13,19,38,39,40). 

Nella fase sperimentale sono state provate nel nostro laboratorio alcune metodic!"'..e 
di rilevamento virale su campioni di gelatina e solidi sospesj di acque di mare. 

4.1 Campioni di gelatina. 

Questi metodi sono stati applicati nell'ambito di un'indagine condotta su campi= 
di acqua di ma:re provenienti dal mare Adriatico, e prelevati durante il fenomeno éel 
bloom algale verificatosi nell'estate dell991. 
Sono giunti nel nostro laboratorio un campione (n°1} costituito soltanto da materi.aZ 
gelatinoso (circa lL), ed un campione di acqua (n"2) (circa 8L) contenente materiaZ 
gelatinoso. 

n campione n" l (gelatina) é stato cosi trattato: 

100 mi di gelatina+ 100 ml di estratto di carne al6% pH 9 
l 

Agitazione per IO' (300 rpm/ntin.) 
j . 

Centrifugazione a 8.000 rpm/ntin per 20' 
(la centrifugazione 6 stata ripetuta due volte. in quanto la massa gelatinosa ricca. -:!. 

gas si depositava sul fondo con difficoltà) 

Raccolta del sovranatante e aigiunta di H Cl (l N) fino a pH 3-3,5 

Agitazione, dapprima lenta per eire~ lO' e successivamente a 200 rpm per 30' 
l 

Centrifugazione a 6.000 rpm per lO' 
l 

Eliminazione del sovranatante e risospensione del pellet in 12,5 ml di una 
soluzione di NazHP04 (0,5 N) 

Neutralizzazione c~n HCl fino a pH 7,4 
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L'aliquota. così ottenuta, é stata saggiata direttamente sulle colture cellulari per 
l'evidenziazione degli effetti citopatici, effettuando preliminarmente un trattamento di 
decontaminazione con cloroformio. 

Il campione n° 2 (acqua con gelatina), si presentava torbido con molto materiale in 
sospensione. Per concentrare tale campione é stato necessario effettuare una prefiltrazione 
con un seta<:cio grossolano(275 mesh). Gli 8 litri dell'acqua prefiltrata sono stati filtrati su 
membrane elettropositive (l MDS Yirosorb Cuno Division, Meriden-USA) e la 
successiva eluizione é stata effettuata con 30 mL di una soluzione di estratto di carne al 
3% pH 9. ll materiale grattato dal seta<:cio é stato risospeso in 100 rrù prelevati dagli 8 
litri di acqua passata attraverso il setaccio. 

100 rrù di solidi risospesi in acqua+ 100 rrù di estratto di carne al6% pH 9 

Agitazione ma~etica per 30' 
j 

Centrifugazione a 3.000 rpm/min per 30' 

EliminazioJ del pellet 
l 

Precipitazione acida sul sovranatante 

Si prosegue come gil descritto per la gelatina 

Le aliquote dell'acqua e dei solidi sospesi sono state saggiate direttamente sulle 
colture cellulari per J'evidenziazione degli effetti citopatici, effettuando prellminarmente 
un trattamento di decontaminazione con clorofonnio. 

I risultati hanno messo in evidenza assenza di virus in tutti i campioni esaminati, 
sia acqua, sia gelatina, sia solidi sospesi. Questi risultati evidenziano che un fenomeno 
cosl eclatante, tipico delle fioriture algali non sembra supponare la presenza di virus 
enterici. Uno srudio condotto per il rilevamento di Enterovirus associati a gelatine, non 
ha messo in evidenza particelle viral.i associate a questa matrice. Nell'ambito della stessa 
indagine non sono state rllevate quantità elevate di coliformi e streptococchi nelle gelatine. 
Per cui sembrerebbe che fenomeni di questo tipo non siano correlati ad incrementi di 
inquinamento di natura fecale (41 ). 

Da prove sperimentali effettuate in laboratorio su campioni di gelatina infettati 
sperimentalmente con Poliovirus abbiamo rilevato, utilizzando come eluente una 
soluzione di estratto di carne al3% p H 9, una efficienza di recupero delle patticelle virali 
pari circa al l 0% (comunicazione personale}. 

E' possibile che non ci fossero virus enterici nei campioni da noi analizzati, ma é 
anche possibile che la negatività evidenziata sia attribuibile alla bassa percentuale di 
recupero del metodo utilizzato. Conseguentemente riteniamo necessario saggiare altre 
metodiche di estrazione al fine di rilevare tra esse quella più idonea a più elevato 
rendimento. Si é già parlato della mancanza di metodiche standardizzate per l'esame di 
materiale particolato da campioni di acqua. Inoltre non può essere applicata un'unica 
metodica su campioni provenienti da ambienti diversi. Scwartzbrod ritiene che non sia 
possibile ricavare un metodo universale per la concentrazione virate applicabile a tutti i tipi 
di sedimenti e fanghi. Infatti ci sono differenze di recuperi di patticelle virali sia dal punto 
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di vista quantitatiVo che qualitativo applicando tecniche diverse in dipendenza dalla 
diversa qualità dei campioni (34). 
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METODI DI IDENTIPICAZZONE DI VIRUS ENTERICI Ili CANPIONI 
AMBIENTALI. 

M. MUSCILLO 

Laboratorio di Igiene Ambientale- Istituto Superiore di 
Sanità - Roma. 

Introduzione 

I virus enterici scaricati nel sistema fognario assieme 
alle feci ed all'urina possono contaminare successivamente 
le acque superficiali. Per tale motivo le normative a 
tutela sia della qualità delle acque destinate al consumo 
umano che di quelle destinate alla balneazione prevedono la 
valutazione del parametro Enterovirus. 

I virus enterici sono particolarmente diluiti nei cam­
pioni ambientali in conseguenza della diluizione che ha 
luogo quando i reflui fognari si mescolano con le acque su­
perficiali e pertanto l' analisi di un campione ambientale 
per la valutazione del parametro enterovirus richiede un 
processo a tre stadi: a) concentrazione, b) isolamento e c) 
identificazione. 

I primi due stadi sono stati trattati nelle relazioni 
precedenti. Essi permettono di dare indicazioni presuntive 
di presenza o assenza di particelle virali sulla base 
dell 1effetto citopatico su monostrati di colture di 
cellule. 

La vasta eterogeneità delle specie virali appartenenti 
al genere enterovirus, che sono oltre un centinaio, e la 
possibilità di rilevare in un campione ambientale una vasta 
gamma di virus enterici non-enterovirus rende indispensabi­
le una successiva identificazione dei virus isolati ini­
zialmente sulla base dell'effetto citopatico (CPE) sulle 
colture cellulari. Le metodiche tradizionali sono alquanto 
inefficaci a risolvere questo problema, per vari motivi che 
possono essere o la scarsa sensibilità del metodo per 
quanto riguarda la microscopia elettronica o la mancanza 
di antisieri idonei per quanto riguarda le tecniche immune­
diagnostiche (l- 3}. 
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Il principio ispiratore delle metodiche basate sull'uso 
di sonde molecolari "universali" cioè a specificità di 
gruppo, sono le somiglianze che possono esistere a livello 
molecolare tra i genomi di virus appartenenti allo stesso 
genere oppure tra virus della stessa specie. Gli enterovi­
rus per esempio, hanno un genoma costituito da una singola 
molecola di RNA lunga circa 7400 basi nucleotidiche (4) 
divisa in regioni codificanti proteine di rivestimento e 
regioni non tradotte depositarie dei meccanismi d'azione 
del virus stesso (5). Queste regioni non codificanti per 
nessuna proteina hanno un significato filogenetico a causa 
della presenza di numerosi tratti, considerati le vestigia 
di un virus ancestrale comune, che sono uguali base per 
base ai corrispondenti tratti di specie diverse dello 
stesso genere (6, 7). Utilizzando come sonda un cONA com­
plementare a queste regioni ricavato da virus precedente­
mente clonati, è stato possibile sviluppare metodiche di 
identificazione molecolare aventi specifità di gruppo cioè 
in qrado di stabilire la presenza o meno di enterov~rus, 
come gruppo e non come singole specie virali, nel campione 
esaminato (8-12). 

La ricerca di altri virus enterici pift diffusi cioè i 
Reovirus e Rotavirus si basa anch'essa su una caratteristi­
ca molecolare peculiare di questi virus che.li differenzia 
dagli enterovirus (11). Questi virus infatti hanno un 
genoma costituito da 10 a 11 doppi filamenti di RNA che 
possono essere analizzati mediante metodiche elettroforeti­
che su gel di poliacrilammide. Altri virus enterici come 
per es. gli Adenovirus possono essere diagnosticati basan­
dosi sul principio che il loro DNA genomico è sUscettibile 

·di essere tagliato in una serie pift piccola di frammenti. 
L'analisi elettroforetica di questi frammenti detta "mappa 
di restrizione" permette di risalire alla identificazione 
degli adenovirus (13). 

E' chiaramente impossibile identificare tutte le specie 
virali che possono contaminare un'acqua, ma l'identifica­
zione anche di una sola specie può essere un indice di fe­
calizzazione e quindi un indicatore di rischio (14). A 
tale scopo abbiamo messo a punto una strategia di identifi­
cazione molecolare in cui ad una prima fase di screening 
mediante ''dot-blot" ed elettroforesi verticale su gel di 
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poliacrilammide (PÀGE) dei virus isolati su colture cellu­
lari, segue una seconda fase di caratterizzazione molecola­
re mediante "Northern-blot", delle specie virali 
"patogene". 

Tali metodiche, semplificate e standardizzate, costitui­
scono la routine di un lavoro di gruppo all'interno 
dell'ISS e probabilmente potranno in tutto o in parte, tro­
vare in futuro applicazione a livello di operatori perife­
rici. Poichè è indispensabile uniformare le metodiche di 
identificazione, onde poterle proporre a livello nazionale 
ed internazionale, si descrivono nei dettagli i protocolli 
dei metodi di routine utilizzati per l'identificazione dei 
virus enterici; essi sono stati applicati finora ai lisati 
di cellule BGM infettate con campioni concentrati di acque 
di mare. 

1. Materiali e metodi 

1.1. Sonde molecolari a specificità di gruppo e di sub­
gruppo. 

Questo materiale richiede una preparazione complessa 
seguendo protocolli classici (15) e che può anche essere 
demandata ad un solo centro specializzato o, in alternati­
va, sostituito da oligonucleotidi di sintesi reperibile 
commercialmente. 

Per i particolari delle metodiche si rimanda a quanto 
già descritto nel Rapporto I.stisan del corso precedente 
( 10) • 

Le sonde utilizzate routinariamente negli esperimenti di 
ibridazione sono di due tipi: 

1.1.1- Sonde a larga specificità di gruppo. 

Esse corrispondono entrambi al 5' non tradotto degli 
enterovirus: 

a) il frammento BamHI.220.670 proviene dal cONA del po­
liovirus I clonato nel plasmide pVR106, un dono generoso 
del Prof. Vincent Racaniello (4). Il plasmide. pVR106 con-
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tiene il doppio filamento di DNA trascritto dall'RNA geno­
mico del poliovirus 1 successivamente inserito (clonato) 
nel genoma del plasmide pBR322. 

b) il frammento Hindiii/BamHI1_531 proviene dal cONA del 
coxsackievirus B4 clonato nel plasmide pGEM, un dono gene­
roso del Prof. owen Jenkins (16). 

L'uso contemporaneo di queste due sonde è in grado di 
identificare la maggior parte degli enterovirus. 

1.1.2. Sonde a specificità di subgruppo. 

Queste sono a specificità pift ristretta, hanno sequenze 
corrispondenti alla regione pVl degli enterovirus: 

a) il frammento Psti2214_3387 ricavato dal cONA del po­
liovirus l clonato, ed il frammento Psti2573_3275 ricavato 
dal cONA di coxsackievirus B4 clonato. 
L'uso alternativo di queste ~onde permette di identificare 
gruppi di poliovirus o di coxsakievirus. 

Purtroppo, attualmente, la mancanza di echovirus clonati 
non permette di fare altrettanto per l'individuazione degli 
echovirus. 

1. 2. Analisi di 1° Livello: screening degli enterovirus. 

1.2.1. Identificazione dei virus patogeni (poliovirus, 
echovirus e coxsackievirus) in ottemperanza alle normative 
vigenti: preparazione dell'RNA e sua ibridazione con le 
sonde molecolari mediante dot-blot. 

La preparazione di questo materiale deve avvenire in 
condizioni RNAse-free secondo quanto descritto in Sambrook 
et al (15), poichè l 'RNA degli enterovirus è soggetto a 
degradazione enzimatica ad opera delle endonucleasi batte­
riche similmente a quanto succede per l'RNA eucariotico. 

In provettine Eppendorf da 1.5 ml 0.6 ml di lisato cel­
lulare di ciascun campione da analizzare e di ciascun con­
trollo positivo e negativo, sono sottoposti a proteolisi 
enzimatica per 30' a 37°C in presenza di 200 ~l di una 
miscela d'incubazione contenente 1.6 mg/ml di proteinase-K 
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in Tris-HCl 0.4 M pH 7.5, EDTA 5 mM, NaCl 0.6 M, sedie 
dodecilsolfato (SDS) 4%. Successivamente il digesto enzima­
tico si estrae con 0.6 ml di fenolo equilibrato con Tris 
0.1 M pH B, agitato e quindi centrifugato a 15.000 rpm per 
5' a 4°C in centrifuga refrigerata Siqma 2K-15 (B. Braun, 
Milano). 0.6 ml della fase superiore si riestraggono con 
0.6 ml di cloroformio:alcol isoamilico 24:1 per eliminare 
il fenolo disciolto nella fase acquosa che pobrebbe inibi­
rè la precipitazione degli acidi nucleici. La miscela 
viene centrifugata come sopra, quindi 0.45 ml della fase 
superiore vengono trasferiti in un'altra Eppendorf. Gli 
acidi nucleici si precipitano con 0.1 vol. di NaOAc 3.3 M 
pH 5.2 e l vol. di isopropanolo freddo (-20° C). Dopo una 
notte a -20°C o 30' a -sooc, gli acidi nucleici precipita­
ti si pellettano per 30' a 15.000 rpm a o o. Il pellet 
pr.ima si lava con etanolo all'SO% poi si liofilizza in 
evaporatore rotante "Christ Alfa RVC" (B. Braun, Milano). 
Dopo aver ridisciolto il pellet con 100 ~l di TE (Tris 10 
mM pH 8. o, EDTA l mM} , per denaturare gli acidi nucleici 
si aggiungono l vol. di 55C 20x e 0.5 vol. di formaldeide 
3_8% (w/v), e si incuba a 65°C per 15' (55C lx= NaCl O .15 
M, sodio citrato 0.015 M pH 7). La reazione si blocca in 
ghiaccio e quindi si spetta su filtro di nylon, Hybond-N+ 
( Amersham, UK). Il filtro si equilibra prima in 55C lOx e 
quindi si monta su apposito apparato per filtrazione 
Hybridot, (Gibco-BRL) collegato ad una pompa da vuoto ad 
acqua. Dopo la deposizione dei. campioni, i pozzetti vengo­
no lavati con S5C lOx. L'RNA deposto si fissa covalente­
mente alla matrice del nylon per esposizione diretta ai 
raqqi UV a 3l2nm per 2' su transilluminatore "Spectroli­
ne" (5pectronics Corp., New York). I filtri cosi trattati, 
se non usati subito, si conservano a -20°C in sacchetti di 
plastica Kapak/5cotchpak (Kapak Corporation, Minneapolis, 
USA) e sigillati termicamente. 

ogni filtro viene incubato in 11 roller bottle" con 10 ml 
di miscela di preibridazione [formamide 50% - sodio fosfa­
to 50 mM pH 6.5 - 505 0.1% - soluzione Denhardt Sx (Fi­
coll-400 0.02%, albumina di siero bovino 0.025%, e polyvi­
nyl pyrrolidone 0.02%} - ssc 5x - 250 Jl.q/ml di DNA di 
sperma di aringa denaturato] 
incubatore per "roller bottle" 

a 42 o c per una notte in 
GFL (GFL, Burgwedel, Germa-
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nia). La stessa miscela di preibridazione si recupera, si 
addizionano 2 ml di dextran solfato 50% e 107-108 

cpm/filtro di sonda marcata con [alfa-32P]dCTP, 3000 
Ci/mM, mediante "nick translation kit" (Gibco-Brl, Life 
Technologies, Inc. Gathersburg, MD, USA ) secondo le 
indicazione del fabbricante. La miscela così modificata 
costituisce la miscela di ibridazione. Essa si rimette 
nella bottiglia contenente il filtro preibridato e quindi 
lasciata incubare nelle stesse condizioni per un'altra 
notte. Alla fine dell'incubazione il filtro si lava in 
condizioni di bassa stringenza. Mediante agitazione conti­
nua su agitatore orizzontale GFL, il filtro radioattivo 
viene lavato tre volte con 150 ml di SSC 2x ed SDS 0.1% 
per 10 min a t.a. seguiti da altri tre lavaggi con 150 ml 
di SSC 0.1x, SDS 0.1% a 42°C; infine due volte con 100 ml 
di ssc Jx per rimuovere 1 1 SDS dai filtri. Il filtro radio­
attivo, avvolto in pellicola di cellophan, si mette a 
contatto di una lastra autoradiografica Kodak XARS in una 
cassetta da esposizione (Wolf X-Ray Corporation, USA, 
munita di una coppia di schermi intensificanti, per un 
periodo variabile da 12 a 72 h a -80°C. In genere si 
utilizza una coppia di lastre per volta, la prima si 
sviluppa dopo 12 ore e sulla base dei segnali rilevati si 
determina il tempo di esposizione della seconda lastra. 

La rimozione della sonda marcata, cioè lo 11 stripping11 

dei filtri già ibridati si esegue secondo le indicazioni 
della ditta fornitrice (Amersham) con qualche modificazio­
ne. Ogni filtro viene lavato a 75°C per 1.5 h in Tris-HCl 5 
mM pH a, EDTA 2mM, 0.1x Denhardt e quindi riesposto nuova­
mente per controllare se la radioattività è stata completa­
mente rimossa. Le condizioni di preibridazione e ibridazio­
ne del filtro strippato sono quelle descritte sopra. Un 
filtro cosi trattato è possibile reibridarlo fino a 6 vol­
te. 

1. 2. 2. Identificazione di virus enterici non-enterovirus 
mediante elettroforesi verticale in gel di poliacrilammide 
(PAGE). 

Questa fase dell'identificazione viene eseguita per 
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analizzare quei campioni che pur avendo m~nireat t 
. . . a o effet-

to c.l.topat.l.co sulle cellule r.l.sultano nogiltlvl 
1 . . '- a dot-

blot. Generalmente sono reov1.rus, .1. qUill i 9 l i 
. repl cane 

fac1.lmente sulle cellule BGM analogamenta ngtl t . 
. . . en erovJ.-

rus. Questo t.1.po d.l. approcc.1.o è vol:o ooprnttutto ad 
un • analisi epidemiologica della contam.1.naz.lono vi 

1 ra e di 
un'acqua. 

L' elettroforesi viene effettuata sostanzialmente nelle 
condizioni descritte precedentemente (11}. Si ri 

. . d l t d tt' . portano ora 1. dettagl.l. e me o o o J.mJ.zzato. Quaota ape . . 
't d' d' . • RN f razl.onl. non necess.1. ano .1. con l.Z.l.Onl. Ase- ree in qua t 

n O l'RNA 
dei virus segm.entati è particolarmente roslstente alle 
endonucleasi batteriche. 

La lastra di gel (16 x 16cm x 0.75 mm) ò costituita da 
due regioni una inferiore al 10% di acr llnmmid 

i 
. . e, ove 

avv ene la separaz~one vera e propr~a dello mol 
ecole di 

RNA (separating gel), ed una superiore ùl J:t, ( t . 
l t l f 

. . . 
1 

d - s ack>ng 
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Il modo pift comodo e riproducibile per l'oaocuzi . . one d~ 
un PAGE è quello d~ preparare una soluzione mactre di . 

'd . 'l 'd . . acr~-
lamm~ e:b~s-acr~ amm~ e 29:1 ~n acqua, d~ SOl.lto 

10 
(per brevità questa soluzione si chiama ucrilarnrni: ml, 
30%), si filtra su Nalgene 0.45 ~m e si conserva a +4 : al 

. . l . l l c. Pr~ma d~ preparare a m~sce a comp eta di Polim i 
er zzan­

ti si monta un "sandwich" composto da una coppia di v . 
· · · " 1 'l " ( . etr~, s~lan~zzat~ con Repe -s~ ane Pharmac~a-LKB) di t . , s anz~a­

ti da due striscette calibrate di PVC (genoralmonte h 
spessore =0.75 mm) poste ai bordi laterali. Si slgillanno 

. , . . t d a la parte ~nfer~ore de~ vetr~ e enen o vertlcalment .
1 

d · h · l 1 · d' · e > "san w~c " s~ versa a so uz~one ~ acr~lammicto al 10% 
preparata di fresco, nella cavità del "sandwich". ' 

La soluzione finale di acrilammide al 10% dovo cont 
. . . t' 1 . enere, 

oltre all'acr~lamm~de, J. reagen ~ po ~merb~z.1 nti d .
1 . . , e ~ 

tampone; generalmente 15 ml d~ m~scela sono sueeicienti 
la preparazione di un "separating gel" e preclsnmente: per 
- 5 ml dì acrilammide al 30%, precedentemonto de gassata 
sotto 
- 6.9 
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- lo5 ml di TBE lOx {TBE lx = Tris-borate 89 mM, EDTA 2 
mM, pH 8) o 

- 105 #l di persolfato d'ammonio al 10%, 
- 5o5 ~l di TEMED, 

Appena versati i 15 ml nella cavità del sandwich, si 
stratificano circa 10 ml di H2o e si lascia polimerizzare 
il gel per almeno 20-45' a seconda della temperatura am­
bientea A polimerizzazione avvenuta si scarta l'acqua e si 
asciuga con carta Whatman n. l la cavità del sandwich so­
prastante il gel, si inserisce un pettine (generalmente a 
14 denti) e quindi si versa la soluzione di acrilammide al 
3% preparata di fresco. 

La soluzione finale di acrilammide al 3% deve contenere: 
l ml di acrilammide al 30%, 

- 7.8 ml di H2o, 
- l ml di lOxTBE buffer (lXTBE= Tris-borate 89 mM, EDTA 2 
mM, pH 8) o 

- 70 ~l di persolfato d'ammonio al 10%, 
- 3o5 ~l di TEMED, 

In genere conviene prepararne 10 ml anche se ne occorro­
no, per una piastra circa 7-B ml. 

Appena si è sicuri dell'avvenuta polimerizzazione, si 
allontana il pettine delicatamente senza rompere i pozzet­
ti, quindi si lavano questi con acqua per rimuovere 1 1 acri­
lammide non polimerizzata. 

Sistemato ·il ••sandwich'' nell'apparato elettroforetico, 
si versa il tampone TBE lx nella vasca superiore (catodo) e 
nella vasca inferiore (anodo) e si effettua una precorsa 
per 30 1 a BO V per allontanare le impurezze dal gel. 

Poichè la deposizione del campione si effettua in una 
condizione in cui il gel è sommerso dal tampone, si miscela 
preventivamente il campione da caricare con una miscela di 
caricamento 11 10x loading buffer11 cosi costituita: 

5 g di Ficoll-400 (Pharmacia-LKB), 
- 18 ml di H2o (sciogliere per una.notte sotto agitazione), 

1 ml Blu di bromofenolo al 5% in metanolo al 10%, 
l ml di xilene cianolo al 5% in metanolo al 10%. 
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Si prepara il campione nel seguente modo: 
- 2~1 di RNA (1/10 dell'RNA ricavato da 0.6 ml di lisato), 
-2.5 ~l di TBE lOX, 
-2.5 tJl di "lOx loading buffer" 

In genere si depongono 25 tJl di questa miscela cosi pre­
parata con una siringa Hamilton da 25 ~l oppure con specia­
li pipette automatiche munite di puntali monouso con punta 
0.17 x 4 mm. 

La corsa si effettua a temperatura ambiente. Inizialmen­
te il voltaggio si mantiene basso, nel nostro caso so V 
per 4 h per migliorare la risoluzione delle bande. In que­
sta fase dell'elettroforesi la migrazione del campione av­
viene lentamente ed è possibile monitorare la corsa grazie 
alla visualizzazione delle due bande corrispondenti a cia­
scuno dei due coloranti addizionati al campione. successi­
vamente si alza il voltaggio a 160 V e si continua la corsa 
per altre 20 h. 

Poichè una vasca elettroforetica può contenere due gel 
per un totale quindi di 28 pozzetti, è possibile analizzare 
in una singola corsa altrettanti campioni. 

1.3. Analisi di 2° livello: caratterizzazione molecolare 
mediante Northern-blot. 

Identificati attraverso lo screening i lisati contenen­
ti enterovirus è opportuno, ma non strettamente indispen­
sabile, effettuare un'analisi di caratterizzazione mo_leco­
lare per la conferma della loro presenza. 

L'RNA degli enterovirus è un singolo filamento di circa 
7.400 nucleotidi e la sua purificazione elettroforetica 
seguita da un successivo trasferimento su filtro di nylon 
e quindi ibridazione con sonde molecolari (Northern-blot) 
dà una indicazione molto precisa della natura del segnale 
che rileviamo sulla lastra autoradiografica. Infatti a 
causa della bassa stringenza d'ibridazione in cui si 
effettua il dot-blot, si corre il rischio di rilevare 
false positività a causa di cross-ibridazioni della sonda 

,-
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con acidi nucleici non appartenenti ad enterovirus (ll). 
Un segnale positivo ottenuto nel dot-blot è soltanto un 
indice di omologia genetica tra l'RNA virale esaminato e 
la sonda utilizzata, ma non ci dà nessuna informazione 
riguardante la grandezza dell'RNA identificato. 

1.3.1 Preparazione dell'RNA virale. 

E' necessario operare in condizioni RNAse-free per 
evitare la degradazione dell'RNA virale. A causa della 
complessità dell'indagine occorre una discreta quantità di 
materiale che varia in funzione del suo grado di purezza. 
10 ml di lisato cellulare si centrifugano a 5000 xg per 30 
min a 4°C. L' estratto chiarificato viene ulteriormente 
centrifugato a 150.000 xg (accelerazione sul fondo della 
provetta) per l h. Il sedimento contenente particelle 
virali ed RNA ribosomiale viene risospeso in un piccolo 
volume di acqua, generalmente 0.6 ml, e quindi sottoposto 
ad l ciclo proteinaseKjestrazione fenolica! precipitazio­
ne alcolica come già descritto per il dot-blot. 

Il pellet viene ridisciolto in 20 ~l di acqua, quindi 
si denatura con 3 vol. di miscela denatur~nte contenente 
formammide deionizzata 63% (v/v), formaldeide 2.2% (v/v), 
MOPS-acetate 56 mM pH 7 [3-(N-morpholi~o) propanesulfonic 
~cid], acetato di sodio l. 4mM, EOTA 1. 4 mM) e scaldando 
successivamente la soluzione a 65°C per 5 min seguito da 
rapido raffr.eddamento in ghiaccio. La miscela a questo 
punto deve essere trattata per il caricamento sul gel 
d'agarosio. A questo scopo si aggiunge 1/l.O vol. della 
miscela "l.Ox gel-loading buffer" subito prima dell'esecu­
zione del Northern. 

1.3.2. Preparazione del gel d'agarosio all'l%. 

Il gel d' agarosio per la corsa elettroforetica deve 
contenere dei denaturanti che permettano la migrazione 
dell'RNA come singoli filamenti senza appaiamenti interni. 
In genere occorrono circa 100-120 ml di gel per piastra. 
Inizialmente si scioglie l'agarosio in 70 ml di acqua e si 
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porta all'ebollizione, poi si porta il gel in bagno terme­
statico a 55°C e si aggiungono formaldeide e MOPS (15). 
Parallelamente si prepara lo stampo: esso à un vassoietto 
in perpex chiuso solo presso due lati, mentre gli altri 
due lati si chiudono con del nastro adesivo, quindi si 
sistema il pettine (generalmente a 10-14 denti) e si 
poggia l'apparato su un piano -livellato (15) sistemato 
sotto una cappa aspirante; si versa rapidamente il gel, si 
eliminano eventuali bolle d'aria con un ago sterile e si 
lascia solidificare il gel. 

1.3. 3 Esecuzione del Northern. 

Il gel si trasferisce con tutto il vassoio nella vasca 
elettroforetica e la si riempe con il tampone fino a 
sommergere completamente il gel, è necessario che la 
superficie del gel sia ricoperta dal tampone per uno spes­
sore di almeno mez~o cm. Incompleta o scarsa ricopertura 
del gel provoca surriscaldamenti del qel con conseguenti 
migrazioni ad "arco". Una pompa peristaltica esterna, 
col1eqata alla vasca, deve consentire la circolazione del 
tampone durante l'elettroforesi. La corsa viene effettuata 
a 20 V per almeno 20 h. 

1.3.4. Trasferimento su filtro dell'RNA. 

Dopo la corsa elettroforetica, bisogna effettuare il 
trasferimento su di un filtro di nylon del contenuto del 
qel in modo da avere l'esatta replica della migrazione. 
Questa operazione può essere effettuata mediante speciali 
apparecchiature (elettroblotting) o più semplicemente per 
capillarità mediante soluzioni saline (blottinq). Il 
nostro procedimento standardizzato è il seguente: 
-rimuovere il qel dal vassoio e tenere a baqno in SSC 20x 
per almeno 30 1 per rimuovere la formaldeide, 
-trasferire il qel su un ponte di carta Whatman n.J poggia­
ta su di un supporto in perpex, le due estremità del ponte 
devono pescare in una vasca contenente 0.5 l di SSC 20x, 
-si stende sopra al gel una membrana di ny!on in modo da 

' . 
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ricoprire l'intera superficie del gel, 
si stratifica sopra alla membrana almeno 20 cm~ in 

altezza, di carta da filtro pretaqliata alle stesse 
dimensioni del gel (meglio se Whatman n.3) tenendola 
compressa con un peso da 1Kg. 
Il trasferimento capillare dura 20-24h. Alla fine del tra­
sferimento la membrana si tratta agli U.V. per 2' e si con­
serva in sacchetto di nylon a -20°C fino al momento dell'u­
so. La preibridazione e ibridazione del filtro si effettua­
no esattamente come nel dot-blot. 

2. Discussione dei primi risultati sperimentali. 

Le metodiche descritte prescindono dalla matrice ambien­
tale del campione esaminato. Esse infatti prevedono la con­
centrazione del campione d'acqua e l'isolamento del virus 
su colture cellulari da cui si estraggono successivamente 
gli acidi nucleici da analizzare. Esse non sono proponibi­
li per 1 1 identificazione diretta dei virus nei campioni 
ambientali in quanto la loro sensibilità è dell'ordine di 
105 TCI:o50 particelle virali, una quantit~ difficilmente 
riscontrabile in un campione d 1 acqua di mare o d 1 acqua 
potabile. Sono allo studio metodiche pi~ valide (es. PCR) 
che sono potenzialmente in qrado di superare questo osta­
colo (17). Indubbiamente l'approccio dot-blot/ Northern­
blot/PAGE ci ha consentito di fare il punto della situa­
zione fissando alcuni punti di riferimento evidenziati nei 
lavori già pubblicati sull'argomento: a) validità delle 
procedure di screening che generalmente confermano la 
presenza virale solo in quei campioni che manifestano 
effetto citopatico sulle colture cellulari; b) utilità 
della diagnosi differenziale tra enterovirus e virus 
enterici non-enterovirus per ottemperare alle normativa 
vigenti; c) inizio della costituzione di un archivio di 
enterovirus ambientali sia da utilizzare per le 
valutazioni epidemiologiche che come riferimento 
messa a punto di nuovi metodi diagnostici. 

prime 
nella 

I campioni di acque di mare provenienti dal mare Adria-

l 
' 
' 
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tico (9) prelevati nell'estate 1989, concentrati e suc­
cessivamente inoculati su colture di cellule BGM sono stati 
analizzati secondo le metodiche descrittea Sia il dot-blot 
che il Northern-blot avevano escluso la presenza di entero­
virus nonostante la presenza di una lieve cross-ibridazione 
con la sonda Poliol. (BamHI220.670) a specificità di gruppo. 
Mediante PAGE è stato facile stabilire inequivocabilmente 
la presenza di reovirus dello stesso elettroferotipo in 
tutti i campioni esaminati. La costanza del ritrovamento 
ha fatto pensare in un primo momento alla possiblità 
potenziale dell'esistenza di un virus guida da poter 
utilizzare come indice di fecalizzazione di un'acqua. 
Successivamente grazie al perfezionamento delle tecniche 
di concentrazione (18) utilizzate su campioni di acque 
prelevate dal mar Tirreno e dalla foce del Tevere nella 
primavera-estate 1990, è stato possibile identificare una 
notevole eterogeneità di enterovirus e reovirus (mano­
scritto in preparazione). Questo lavoro oltre a confermare 
ancora una volta la validità dell'approccio molecolare, ha 
permesso di fare diverse considerazioni sui dati ottenuti 
sintetizzati in Tab. 1 

Tabella L Sommario dei risultati ottenuti nell'isola-
mento e identificazione dei virus nei campioni di acque 
provenienti dal mar Tirreno e dalla foce del Tevere nel 
corso della campagna primavera-estate 1990. 

MARE ESTUARIO TOTALJI 

n. di 
campioni 106 20 126 

CPE 8 (7 .SO) 20 (100\) 28 

Enterovirus 6 9 15 
(polio) P l (3 l 
(coxsackie) ( 4 l ( 41 
(non-tip.) (31 (51 (81 

Reovirus 2 11 13 

Le acque di estuario hanno dato il 100% di positività 
(20/20) con un rapporto enterovirus: reovirus 9:11. Nelle 
acque di mare si ha una percentuale molto bassa di positi­
vità, probabilmente a causa della diluizione.che la carica 
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ACQUA DI ESTUARIO 

!Il ENTEROVIRUS 

0 REOVIRUS 

ACQUA DI l/ARE 

Fig. ~. Rappresentazione grafica, in ordine cronologico, 
dei risultati delle ana.;Lisi di ide_ntificazione dei virus. 

• 
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virale subisce quando le acque dolci si riversano nel 
mare. Infatti solo il 7.5% dei campioni di acqua di mare 
sono risultati poSitivi (8/106) con un rapporto enterovi­
rusfreovirus di 6:2. Un'altra considerazione importante 
emerge graficando in ordine cronologico i risultati (Fig. 
1). La carica virale è alta durante i mesi primaverili in 
entrambi i tipi di acque; con l'approssimarsi della sta­
gione estiva gli enterovirus scompaiono quasi totalmente 
nel l 1 acqua di mare mentre i reovirus sono scarsamente 
rilevabili. Nelle acque di fiume la presenza virale subi­
sce un decremento parallelo, sono stati riscontrati sia 
enterovirus che reovirus nella primavera-estate. Probabil­
mente questo fenomeno è legato soprattutto all'aumento 
della temperatura dell'acqua, alle concentrazioni saline 
in prossimità degli estuari ed alla luminosità, tutti 
fattori nocivi alla sopravvivenza dei virus enterici 
nell'ambiente acquatico. 
Da questi dati si comprende l'importanza dell' identifica­
zione dei virus enterici dopo il loro isolamento sulle col­
ture cellulari sulla base dell'effetto citopatico: un'accu­
rata valutazione della situazione di rischio può aiutare il 
legislatore nell'aggiornamento delle normative vigenti in 
materia di qualità delle acque destinate ad uso ricreativo 
o di acque destinate al consumo umano. 
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PROPOSTE DI TECNICHE PER LA CONCENTRAZIONE DI CAMPIONI DI 
PROVENIENZA AMBIENTALE. 

F.A. AUUCIN<Y, P. ORSINI", A. MASTRAN10NI<Y, C. BELLUCO•, M. MUSCILL<Y, 
A.M.PAITI"' e L. VOLTERRA•. 

•Laboratorio di Igiene Ambientale.- Istituto Superiore di Sanità, Roma-

••Istituto di Igiene "G. Sanarelli''- Università degli Studi di Roma "La Sapienza" 

Si riportano qui di seguito una serie di schemi relativi a tecniche per la 
concentrazione di campioni di acqua di diversa provenienza ambientale (acque di 
superficie-acque potabili), liquarni, materiale particellato e fanghi di impianti di 
depurazione. 

Per alcune delle metodologie schematizzate sono riportate le indicazioni 
bibliografiche. Gli altri metodi per i quali non ci sono riferimenti bibliografici, sono 
stati saggiati presso il Laboratorio di Igiene Ambientale di questo Istituto. 



14 3 

SCHEMA l 

CONCENTRAZIONE DI ACQUA DI SUPERFICIE: 
ADSORBIMENTO-ELUIZIONE SU MEMBRANE 

ELETIROPOSITIVE (l) 

*Acqua (IO L) 

l 
Filtri + virus adsorbi ti 

l 
Eluato pH 9 

l 
Eluato pH 7 

l 

Filtrare con membrane 
elettropositive 

Filtrare 50-70 mL di 
soluzione l. 

Portare a pH 7 con 
!N HC! 

Decontaminare con 
cloroformio ( 10-30%) 
e miscela di antibiotici 

Eluato decontaminato pronto 
per il saggio colturale 

* Prefiltrare, se necessario su membrane in polipropilene (schema 2). 

,--, 
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SCHEMA l 

PROCEDURA 

l. Campionamento e conservazione del campione 

1.1 Prelevare IO L di acqua in contenitori disinfettati con ipoclorito di 
sodio e risciacquati accuratamente. Il campione va trasportato e 
conservato tra 4-8CC. Le analisi vanno effettuate subito o al 
massimo entro le 24 ore successive al prelievo. Se il campione non 
é torbido, si può procedere direttamente alla fase di concentrazione­
adsorbimento, altrimenti é necessaria la prefiltmzione (schema 2). 

2. Adsorbimento 

2.1 Controllare il pH del campione che non deve essere superiore a 8. 

2.2 Fùtrare attraverso 2 membrane elettropositive tipo Virosorb IMDS 
(CUNO Division Meriden- USA) di 142 mmdi diametro. 
Velocità del flusso: 28 mL al minuto/erri' . 

3. Eluizione 

3.1 Eiuire filtrando attraverso le membrane 50-70 mL della soluzione l 
La soluzione l va lasciata a contatto con le membrane per 20' 
prima di procedere alla filtrazione. La filtrazione deve avvenire 
molto lentamente e va ripetuta per tre volte, controllando che il 
valore del pH dell'eluato rimanga 9 ed, eventualmente, correggerlo. 
Misurare il volume dell'eluato. 

3.2 Portare il pH dell'eluato al valore di 7 con IN HCI. 

3.3 Deèontaminare il campione con c.loroformio. Si aggiunge 
cloroformio nella quantità del 10-30% *. Agitare per 30' a 
temperatura ambiente. Centrifugare a 3000 rpm per 30' a 4'C. 
Prelevare il sovranatante e !asciarlo in agitazione sotto cappa a 
flusso verticale per 4-5 ore. Trattare il caffipione con la miscela di 
antibiotici (0,1 mL della misceWmL di campione). Lasciare agire 
per 3 ore a 37'C. 

3.4 Saggiare il campione sulle colture cellulari o congelare a-30'C per 
saggiarlo successivamente. 

• La quantità di cloroformio utilizzata dipende dello stato di contaminazione del 
campione. 
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SCHEMA 2 

PREFILTRAZIONE DI ACQUA DI SUPERFICIE TORBIDA (l) 

Acqua torbida 

Prefiltrare con 
membrane in propilene 

Solidi sospesi 

Porre in agitazione le membrane, 
oppure i solidi sospesi raccolti da 
esse, nella soluzione l per 30'. 
Centrifugare la sospensione (eluato) 
a 3000 rpm per 30' a 4•c. 
Portare il pH dell'eluato al valore di 
7con1NHCI 

Eluato pH 7 

Schema l. 

Acqua prefiltrata 
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SCHEMA 2* 

PROCEDURA 

l. Adsorbimento 

1.1 Filtrare il campione attraverso membrane in 
polipropilene con porosità 10-25 um e diametro di 142 mm 
(Gelman Sciences, Ann. Arbor, U.S.A.). 

1.2 Raccogliere l'acqua filtrata, trattarla secondo lo schema 
l. 

2. Eluizione 

2.1 Porre le membrane tagliuzzate o i solidi raccolti su esse in 
un becker sterile contenente un magnetino. 

2.2 Aggiungere 10-30 mL di soluzione l e porre in agitazione 
per 30' a temperatura ambiente. Controllare che il pH 
rimanga costantemente a 9, altrimenti correggerlo con 
IN NaOH o IN HCI. 

2.3 Centrifugare per 30' a 3000 rpm a 4°C. Scartare il 
sedimento e recuperare il sovranatante. 

2.4 Il sovranatante recuperato deve es_sert: portato alla 
neutralità e riunificato all'acqua prefiltrai.a eseguendo lo 
schema l. 

• Nel caso di campioni torbidi può essere eseguita la prefiltrazione 
contemporaneamente alla filtrazione (scbema 1), ponendo in serie 
prefiltro (membrana polipropilene) e filtri (membrane elettropositive), 
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SCHEMA 3 

CONCENTRAZIONEACQUADISUPERFICIE: 
UL TRAFILTRAZIONETANGENZfALE *' 

Acqua {10-50 L)** 

Far circolare l'acqua nello 
strumento nel quale sono 
montate le membrane 
pretrattate con soluzione 2. 

Ultraconcentrato (50-70 mL) 

Far circolare nello strumento 
la soluzione l per il lavaggio 
delle membrane (50-60 mL). 
Unire la soluzione di lavaggio 
all'ultraconcentrato. 

Ultraconcentrato + soluzione 
di lavaggio (100-130 mL) 

Riconcentran:: con 
ultrafiltrazione 

Riconcentrare con 
flocculazione organica 

Schema 3 Schema 8 

*E' necessaria la dotazione di un apposito apparecchio per uttrafiltrazione, 
per il cui utilizzo occorre seguire le indicazioni delle Ditte produttrici. 
** Prefiltrare se necessario ( Schema 2). 
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SCHEMA 3 

PROCEDURA. 

l. Campionamento e conservazione dei campioni 

L 1 Prelevare 10-50 L di acqua di superficie in contenitori disinfettati 
con ipoclorito di sodio e risciacquati accuratamente. 
Il campione va trasportato e conservato tra 4-8CC. 
Se il campione non é torbido si può procedere direttamente alla fase 
di concentrazione, altrimenti é necessaria la prefiltrazione (vedi 
proceduraschema 2). 

2. Pretrattamento sistema filtrante 

2.1 

3. 

3.1 

3.2 

3.3 

Utilizzare un apparecchio per ultrafiltrazione (Pellicon Cassette 
System. Millipore; Sartocon, Sartorius; Sistema pilota ultraflltrantc, 
Dasit, Pumped systems spiral-wound/hollow fiber, Amicon) con 
membrane di polisulfone da 10.000-30.000 Daltons. 

Pretrattare le membrane facendo ricircolare nel sistema per 10' la 
soluzione 2. Durante questo trattamento la pressione dello 
strumento deve essere O e la valvola dell'ultraflitrato deve essere 
mantenuta chiusa. 

Concentrazione 

Operare la ultrafùtrazione con l'apparecchio fino a ridurre il volume 
iniziale del campione a 50-70 mL. Le condizioni operative sono 
indicate dalle Ditte. 

Lavare le membrane con 50 mL di soluzione l, facendola 
ricircolare a pressione O e a bassa velocità della pompa. Unire 
lUltraconcentrato con la soluzione di lavaggio. N 
Controllarne il pH ed eventualmente portarlo al valore eli 7 con l 
HCl. 

Riconcentrare l'ultraconcentrato + la soluzione di lavaggio 
applicando il metodo della flocculazione organi?a. L/1 
riconcentrazione può essere effettuata anche apphcand_o 
nuovamente l'ultrafiltrazione tangenziale utilizzando un apparec~hJf) 
per ultrafiltrazione in grado di processare volumi più piccoli dJ 
campione. 
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SCHEMA 4 

CONCENTRAZIONE DEI "LIQUAMI DI IMPIANTI DI DEPURAZIONE": 
ADSORBIMENTO- ELUJZIONE SU MEMBRANE ELETTROPOSITIVE 

Liquame (1-5 L) 

Filtrare con membrane 
elettropositive 

Filtri + virus adsorbiti 

1 
Filtrare 50-70 mL di 
soluzione l 

Eluato pH 9 

l Portare a pH 7 con IN HCI 

Eluato pH 7 

Decontaminare con 
cloroformio (30%) e 
miscela di antibiotici 

Eluato decontaminato pronto 
per il saggio colturale 



l. 

' ' . ' >o' 

2. 

2.1 

.i. . .:. 

3. 

3.1 

?relieYO e ccnserv3.:zione èel campione 

Prdevare da l a 5 L di liquame in contenitori disinfettati con 
ipoclorito di sodio e risciacquati accuratamente. n campione va 
trasnortato e conservato tra 4-SC.C. Le analisi vanno effettuate subito 
v al'massimo entro !e 24 ore successive al prelievo. 

Adsorbimento 

C:o~troll~"'"e il pH del campione che non deve essere superiore a 8, 
l:.:::,;_e::::. ;:::r:-egg~r!o. 

~~·=,. ..., ....... , ... ~," o -e,...,.,._,_,..,,. .. 1et-·-•r"os'•;v· ~e' .,·po •;·:-os"rb - ··- -" "-"-""'~~ '-' "" ••• ••• t:~ .... .., "' •""'-'Y .w. ~ ...;. • l. .w. - '-' , 

(l~IDS C-..mo Di,;ision N!erièen-USA) da 142 !T1Ii1 di diarr:etro. La 
v~!cci!à C.el ~usso èeve essere di 28 rrL al r.ùJmto!crr.2. 

Eluizione 

Eluire fùt:rando attraverso le membrane 50-70 mL della soluzione 
l . La soluzione l va lasciata a contatto con le membrane per 20' 
prima della filtrazione. La filtrazione deve avvenire molto 
lentamente e va ripetuta per tre volte, controllando ogni volta che il 
valore del p H rimanga 9 ed, eventualmente correggerlo. Misurare il 
volume dell'eluato. 

3.2 Portare il p H dell 'eluato al valore di 7 con lN HCL 

3.3 Decontaminare il campione con cloroformio (30%) e 
succ!:ssivamente con IPiscela di antibiotici (vedi vrocedura schema 
l uunto 3.3), · 

3.4 Saggiare il campione sulle colture cellulari o congelare a -30'C per 
saggiarlo successivamente. 
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SCHEMA 5 

CONCENTRAZIONE DEI "LIQUAMI DI IMPIANTI DI DEPURAZIONE": 
ADSORBIMENTO- ELUIZIONE SU MEMBRANE ELETTROPOSITIVE 

CON SEPARAZIONE DEI SOLIDI SOSPESI DAL CAMPIONE 

Liquam senza 
solidi sospesi 

Concentrazione secondo 
Io schema 4. 

o 

Liquame ( 1-5 L) 

Centrifugare a 5.000 rpm 
per 30' a 4°C 

Solidi sospesi 
sedimentati 

Aggiungere la 
soluzione 3 (1:3) (2). 
Agitare per 30'. 
Centrifugare a )_000 
rp!D per 30' a 4°C. 
Eliminare i sedimenti 

Eluato dei solidi sospesi pH 9 

Portare a pH 7 
con l N HCI 

Eluato pH 7 
(dei solidi sospesi) 

l Decontaminare con 
cloroformio (30%) e 
miscela di antibiotici 

Eluato dei solidi sospesi 
decontaminato pronto 
per il saggio colturale 
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SCHEMA 5 

PROCEDURA 

l. Separazione dei solidi sospesi dalla parte acquosa 

1.1 Centrifugare i liquarni in tubi da centrifuga da 500 rnL per 30' a 
5000 rpm a 4'C. 

1.2 Raccogliere il sovnmatante. 

1.3 Riunificare i solidi sedimentati e pesarli. 

2. Eluizione dei solidi sospesi sedimentati 

2.1 Aggiungere ai solidi sospesi sedimentati la soluzjone 3 nel 
rappono 1:3 (campione:eluente), far agitare per 30'. Controllare, 
durante l'agitazione, che il pH si mantenga intorno a 9 ed, 
eventualmente correggerlo. 

2.2 Centrifugare per 30' a 3000-9000 rpm a 4'C, scanare il sedimento 
e recuperare il sovranatante (eluato dei solidi sospesi). 

2.3 L'eluato dei solidi sospesi deve essere portato alla neutralità e 
successivamente saggiato direttamente sulle colture di cellule previa 
decontaminazione (procedura schema 1). 

3. Trattamento parte acquosa dei liquami 

3.1 Il sovranatante, di cui al punto 1.2, é concentrato secondo quanto 
riportato per lo schema 4. 

4. Trattamento parte acquosa + eluato dei solidi sospesi 

4.1 Il sovranatante (liquame senza solidi sospesi) può essere 
addizionato dell'eluato dei solidi sospesi e successivamente 
concentrato (schema 4). 
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SCHEMA 6 

ESTRAZIONE DA MATERIALE SOLIDO: 
MUCILLAGINE (3) 

Mucillagine (100-200 g) 

Aggiungere la 
soluzione 4 (l :3) 
Agitare per 30' 
Centrifugare a 3.000 
rpm per 30' a 4°C 
Eliminare il sedimento 

Sovranatante eluato a pH 7 

Riconcentrare con 
flocculazione organica 

Schema 8 
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SCHEMA 6 

PROCEDURA 

l. Prelievo e conservazione del campione 

1.1 Prelevare il campione di mucillagine in contenitori sterili. 
conservarlo tra 4-8CC fino al momento dell'analisi che va effettuata 
entro le 24 ore. 

2. Preparazione del campione 

2. 1 Congelare e scongelare per 3 volte. Omogeneizzare fmemente. 

3. Eluizione 

3.1 Aggiungere al campione di gelatina la soluzione 4 in rapporto l :3 
(campione: eluente), far agitlre per 30'. 

3.2 Centrifugare a 3000 rpm per 30' a 4'C. Scartare il sedimento, 
recupenrre il sovranatante e misurame il volume. 

3.3 Operare la riconcentrazione per flocculazione organica (vedi 
schema 8). 
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SCHEMA 7 

ESTRAZIONE DA FANGO (4) 

Fango (100 mL) 

Porre in agitazione magnetica ed 
aggiungere (0,05M) AICI 3 l mL 

Acidificare con (5M) HCI 
fino a pH 3,5 
Agitare per 30' 
Centrifugare a 5.000 rpm 
per 15' a 4°C 
Eliminare il sovranatante 

Sedimento 

Aggiungere 100 mL di 
soluzione 4 
Agitare con magnetino 
per 30' 
Centrifugare a 9.000 rpm 
per 30' 
Eliminare il sedimento 

Eluato pH 7 

Riconcentrare per 
flocculazione organica 

Schema 8 
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SCHEMA 7 

PROCEDURA 

l. Prelievo e conservazione del campione 

1.1 Prelevare l kg di fango e conservarlo tra 4-8'C fmo al momento 
dell'analisi. 

2. Preparazione del campione 

2.1 Pesare 100 g di fango in un contenitore sterile contenente un 
rnagnetino. 

3. Condizionamento 

3.1 Porre in agitazione il campione, aggiungendo 0,05M AICJ3 l 
mUIOO mL di campione e acidificare fino ad un valore di pH 3,5 
con 5M HCl. Mantenère in agitazione per 30' a temperatura 
ambiente avendo cura di controllare che il pH si mantenga costante 
ed eventualmente correggerlo. 

3.2 Centrifugare a 5.000 rpm per 15' a 4'C. Eliminare il sovranatante. 

4. Eluizione 

4.1 Aggiungere 100 mL della soluzione 4 . Porre in agitazione per 30' 
con barretta magnetica a temperatura amb~te. 

4. 2 Centrifugare a 9000 rpm per 30' a 4 'C. Eliminare il sedimento e 
misurare il volume dell 'eluato recuperato. Eventualmente 
centrifugare nuovamente per chiarificare ulterionnente il campione, 
oppure fùtrare attraverso membrane di 25-1 O um poste in serie. 

4.3 Effettuare la riconcentrazione dei 100 mL di eluato per 
flocculazione organica (schema 8) .. 
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SCHEMA 8 

RICONCENTRAZIONE DEI CAMPIONI: 
FLOCCULAZIONE ORGANICA (5) 

Campione da riconcentrare* 

l Portare a pH 3,5 con 
!N HCl 
Agitare per 30' 

Campione con flocculi 

l Centrifugar.e a 
3.000 rpm per 30' 

Flocculi con virus 

l Aggiungere la 
soluzione 5 (1:20) 
Agitare per 10' 

Flocculi dissolti pH 9 

l Portare a pH 1·,2 
con O,lN HCl 

Flocculi dissolti p H 7,2 

l Dializzare contro PBS•• 

Campione dializzato 

Decontaminare con 
cloroformio (10%) e 
miscela di antibiotici 

Campione pronto per 
il saggio colturale 

"":: ::ampione da riconcentrare deve contenere il 3% di estratto di carne. Nel caso in cui 
~: a-.:essero campioni senza questa percentuale di tale composto occorre aggiungervi 
~r~a::o di carne fino a raggiungere la percentuale citata. **Schema 9. 
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SCHEMA 8 

PROCEDURA 

l. Flocculazione• 

1.1 Porre in agitazione l'eluato ed aggiungere IN HCI fino ad avere 
pH 3,5. Mantenere in agitazione per 30' a temperatura ambiente, 
avendo cura di controllare che il pH si mantenga a 3,5 altrimenti 
correggerlo. 

1.2 Centrifugare a 3000 rpm per 30' a 4'C. Eliminare il sovranatante. 

l. 3 Risospendere i flocculi con i virus adsorbiti con la soluzione 5 nel 
rapporto 1:20 (campione: soluzione). 

1.4 Dissolvere i flocculi agitando per 10' e neutralizzare con O, IN HCI 

1.5 Dializzare il campione utilizzando la procedura riportata nello 
schema 9. 

1.6 Decontantinare il campione con cloroformio (10%) e miscela di 
antibiotici con le modalità esposte negli schemi precedenti. 

l. 7 Saggiare il campione sulle colture cellulari o congelare a -30'C per 
saggiarlo successivamente. 

• Prima di eseguire la flocculazione organica sull 'eluato, occorre saggiare 
l'eluente con un processo di flocculazione per verificarne il potere 
flocculante. 
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SCHEMA 9 

PROCEDURA 

l. Preparazione tubi da dialisi 

1.1 Utilizzare tubi da dialisi disponibili in commercio da 10.000~ 
30.000 Daltons (Union Carbide). Tagliare i tubi della lunghezza 
desiderata. Immergerli in una soluzione di EDT A l mM e 
bicarbonato di sodio (Soluzione A) e farli bollire per 10'. 

1.2 Prelevare i tubi e lavarli diverse volte con acqua distillata, quindi 
podi in una bottiglia sterile di circa 2L. Aggiungere: 1,5-2 L della 
una soluzione di EDTA l mM e bicarbonato (soluzione A). 
Sterilizzare in autoclave a 121 'C per 15'. 

1.3 Far raffreddare ed aggiungere etanolo assoluto (1!10 del volume) e 
l mL di sodio azide 1M (soluzione B). In tali condizioni i tubi si 
conservano per diverso tempo tra 2 e 8'C. 

2. Allestimento prova_ 

2.1 Prelevare un tubo da dialisi da utilizzare e lavarlo_con acqua sterile 
e PBS per alcune volte prima dell'uso. 

2.2 Inserire nel tubo il campione da detossificare in quantità nota. 
Chiudere il tubo e risciacquarlo con PBS sterile. 

2.3 Porre il tubo in un recipiente contenente PBS sterile (circa 3L). Il 
tubo deve rimanere in posizione verticale. Porre in agitazione 
magnetica a 4-80:C per 3 ore. 

2.4 Sostituire la soluzione salina (PBS) con dell'altra sterile. Porre di 
nuovo in agitazione a 4-8'C per 12 ore. 

2. 5 Recuperare sterilmente il campione e consexvarlo per effettUare il 
saggio colturale. Effettuare la decontaminazione. 



16 l 

SCHEMA 10 

CONCENTRAZIONE DI GROSSI VOLUMI DI ACQUA (100-1000 L) (6) 

Acqua• 

Filtrare con filtri a 
cartuccia elettropositiva 

Filtro con virus adsorbiti 

Eluato pH 9 

Schema 8 

Filtrare 1000 mL 
di soluzione l 

Riconcentrazione con 
flocculazione organica 

* L'acqua deve essere declorata aggiungendovi una soluzione di Na2S203 lO% (l mL/ L 

di campione). 
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SCHEMA 10 

PROCEDURA 

l. Esecuzion-e della filtrazione su campo 

1.1 La filtrazione può essere realizzata. su campo, riempiendo una vasca 
di roccolta in polietilene con 100 L di campione. Un flussimetro 
posto a valle del sistema permette una misurazione esatta del 
campione. 

1.2 Utilimn"e filtri a cartuccia tipo Virosorb (1MDS Cuno Division 
Meriden-USA) di 348 rmn di al~Cua. La velocità di filtrazione deve 
essere di: 4-5 Uminuto. 

1.3 l filtri con i virus adsorbiti, svuotati dell'acqua, vanno trasportati in 
laboratorio immersi nella soluzione 2 e conservati tra 4-8'C in 
attesa dell'eluizione anche per qualche giorno. 

2. Eluizione 

2.1 Eluire con 1000 mL di soluzione l. Facendo ricircolare per circa 
20'l'eluente attraverso la cutuccia. 

2.2 L'eluato va riconcentrato applicando la metodologia della 
flocculazione organica (scbema 8). · 
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SCHEMA 11 

ESTRAZIONE E CONCENTRAZIONE DI VIRUS DA MOLLUSCHI 
(8,9,10) 

Molluschi (50-100 g di tessuto) 

l Omogeneizzare a 
7.000-10.000 g/minuto 

Omogenato di molluschi 

Aggiungere 200 mL di soluzione 6 
e porre in agitazione magnetica 
per 15'. 
Centrifugare per 45' a 8.000 
rpm a 4°C. 
Recuperare il sovranatante. 
Eliminare il sedimento. 

E1uato pH 9 

l Ponare a p H 7 .S 
con IN HCI 

E1uato p H 7,5 

Aggiungere 50 mL di 
PEG 6000 (50%). 
Porre in agitazione magnetica 
per 2h a 4°C. 
Centrifugare a 8.000 rpm 
per 45' a 4°C. 
Eliminare il sovranatante 

Sedimento + virus 

Aggiungere la soluzione · 
5 (1/20 del volume iniziale) 
Sonicarc per 30' c • 
agitare a 250 rpm per 20 • 
Portare a p H 7,4 con 

IN HCI 
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l 
Campione con virus l Dializzare il campione 

Schema 9 

l 
Decontaminare con 
cloroformio (30%) e 
miscela di antibiotici 

Campione pronto per 
il saggio colturale 

1 
1 
' 
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SCHEMA ll 

PROCEDURA 

l. Campionamento e conservazione del campione 

1.1 Prelevare i molluschi, trasportare e conservare tra 4-8 'C. 
Le analisi vanno effettuate subito o al massimo entro le 24 h successive al 
prelievo. 

2. Preparazione del campione 

2.1 Lavare accuratamente 10-15 individui e sgusciarli. Porre il materiale in un 
contenitore pulito e pesar lo. La quantità di carne deve raggiungere 50-100 g. 

2.2 Omogeneizzare il materiale utilizzando un apparecchio adatto (ad esempio 
Sorvall Omni Mixer). 

3. Eluizione dei virus dai molluschi 

3.1 Porre l'omogenato in un beclcer sterile contenente un magnetino. Aggiungere 
200 mL della soluzione 6. Porre in agitazione per 15'. 

3.2 Centrifugare a 8.000 rpm per 45' a 4 'C. Scartare il sedimento, recuperare il 
sovranatante (eluato) e portare a p H 7,5 con IN H CI. 

4. Concentrazione dei virus 

4.1 Aggiungere all'eluato 50 mL di PEG 6000 al 50% in acqua distillata. 

4.2 Porre in agitazione magnetica per 1,5-2 h a 4 'C. 

4.3• Centrifugare a 8.000 rpm per 45' a 4'C. Eliminare il sovranatante contenente il 
PEG e recuperare il sedimento. 

5. Risospensione dei virus 

5.1 Aggiungere la soluzione 5 (1!20del volume iniziale). Sonicare per 30' ed 
agitare a 250 rpm per 20'. Ponare a pH 7,4 con !N H CI. 

5.2 Dializzare il campione come descritto nella procedurà schema 9. 

5.3 Decontaminare il campione con clorofonnio (30%) e miscela di antibiotici 
come descritto nello schema l. 
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5.4 Saggiare il campione sulle colture cellulari o congelare a -30 'C per saggiarlo 
successivamente. 
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Soluzioni 

-Soluzione salina 

PBS (Phosphate buffered solution): 

0,2 g 
0,2 g 

8 g 

2 g 

1000 mL 

KO 
KHzP04 
N aCl 
Na2HP04 x 7H2o 
acqua distillata 

La soluzione si può trovare in commercio già pronta per l'uso. 

-IN HCI: 

36 mL 
1000 mL 

• J.N NaOH: 

40 g 
1000 mL 

HO 
acqua distillata 

NaOH 
acqua distillata 
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. Soluzione l (Estratto di carne al 3%): 

3 g 

100 mL 

Portare a pH 9 con l N NaOH. 
Sterilizzare in autoclave a 121°C per 15' 

estratto di carne (Lab-Lemco 
powder-Oxoid L29) 
acqua distillata 

-Soluzione 2 (Estratto di carne al 3% pH 7): 
come soluzione l, controllando che il pH sia 7 

-Soluzione 3 (Estratto di carne al 3% con glicina): 

3 g 

0,38 g 
100 mL 

Portare a pH 9 con l N NaOH 
Sterilizzare in autoclave a 121 °C per 15' 

estratto di carne (Lab-Lemco 
powder-Oxoid L29) 
glicina 
acqua distillata 
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-Soluzione 4 (Estratto di carne al 10% con Na2HP04 e acido citrico): 

IO g 

1.34 g 

0,12 g 
100 mL 

Sterilizzare in autoclave a 12l°C per 15' 

-Soluzione S (0, 15M Na2HP04 pH9): 

40,2 g 

1000 mL 

Portare a pH 9 con IN NaOH 
Sterilizzare in autoclave a 121°C per 15' 

estratto di carne (Lab-Lemco 
powder-Oxoid L29) 
Na2HP04x H20 

acido citrico 
acqua distillata 

NazHP04 x 7H2o 
acqua distillata 

- Soluz.ione 6 (tampone borato O,OlM al 3% estratto di carne pH 9): 

30 g estratto. di carne (Lab-Lcmco 

powder-Oxoid L29) 

100 mL soluzione stock* 
800 mL acqua distillata 



Portare a pH 9 con l N NaOH 
Portare a l L con acqua distillata 

• Soluzione stock: 

6,1 g 

1000 mL 

l 7 l 

• PEG 6.000 (Pol.yethylene Glycol) 

acido borico 

acqua distillata 

prodotto reperibile in commercio pronto per l'uso 

-Soluzioni per la preparazione dei tubi da dialisi: 

-Soluzione A (lmM EDTA Acido ethylendiamminotetracetico): 

20 g 

2 mL 
800 mL 

NaHC0
3 

EDTA (0,5 M) 

acqua distillata 
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- Soluzione B (Sodio Azide 1M): 

6,5 g 
100 mL 

Sterilizzare con filtri da 0,45um 

- O,OSM AICIJ: 

0,66 g 

100 mL 

- Miscela di antibiotici (7): 

100.000 U.I. /mL 
0.015 g/mL 
0.1 g/mL 

172 

sodio azide 
acqua distillata 

AICI3 
acqua distillata 

Penicillina G 
Neomicina 
Streptomicina solfato 

Sterilizzare la miscela con filtri da 0,45 um. 
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SCHEDE DI ACCOMPAGNAMENTO CAMPIONI 

• * • F.A.AULICINO, P.ORSINI, L.VOLTERRA 

* Laboratorio di Igiene Ambientale, 
Istituto Superiore di Sanit~ -Roma-

Si consiglia di seguire le indicazioni seguenti per uniformare il più 
possibile i procedimenti di trattamento sia dei campioni di acqua 

concentrata che di lisati cellulari da inviare in Istituto 

Campioni di acqua concentrata per i saggi su colture di 
cellule 

l) La concentrazione dei campioni, effettuata in una o più fasi, deve 
essere applicata in modo tale- da ottenere quantità di lisati non 
superiori a 40 mL. 

2) Decontaminare il campione con cloroformio (vedi schema 1). 

Campioni di lisati di cellule da sottoporre ad 
identificazione 

l) Le prove di identificazione possono essere effettuate su campioni 
che hanno mostrato positività su colture di cellule in almeno due 
passaggi consecutivi. 

2) Tra un passaggio e l'altro si consigliadi eseguire il trattamento di 
decontaminazione con il l 0% di cloroformio. 
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3) Una volta comparso l'effetto citopatico (sia al l 0 che al no 
passaggio) occorre aspettare che almeno 1'80% del tappeto cellulare 
sia distrutto prima di congelare la fiasca. 

4) Il campione prima di essere inviato deve essere nuovamente 
trattato con il IO% di cloroformio e chiarificato a 3.000-3.500 rpm 
in centrifuga refrigerata per 20'. 

5) La quantità di lisato cellulare da inviare deve essere almeno di 
40 mL. 

6) Congelare i lisati cellulari a -30°C ed inviarli m contenitori 
refrigerati o (meglio) in ghiaccio secco. 

7) Ogni campione numerato deve essere corredato da una scheda di 
accompagnamento che descriva: il tipo di campione, il punto di 
preliev~, la quantità prelevata, il trattamento di concentrazione 
applicato, il numero di passaggi su colture cellulari ed il tipo di 
cellule utilizzate, nonché le indicazioni circa i trattamenti di 
decontaminazione effettuati e la quantità di chiarificato inviato in 
Istituto (vedi schede allegate). 
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CAMPIONAMENTO E .CONSERVAZIONE DEL CAMPIONE 

Camulone: ~ua potabile 
Acqua mare 
Acaua estuario 
l.c:<j_ua fiume 
Acqua lago 
Altro 

.. 

Punto di orellevo: 

Ouantitil campione: 
Asoetto del campione: Torbido 

Opalescente 
Limpido 
Altro 

-
Trasoorto refrigerato: Si 

No 

Conservazione del campione: Tra 4-s•c 
-20•c 

Altro 

Tempo di conservazione del 24h 
campione prima della 48 h 
c::oncentraziOne: Altro 

Eventuali osservazioni: 
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T 'ITO U1 

~ lo 
~ oer la 'l no 

~ 
~ i:E:Iuoa fase 

ldue fasi 

la rase 

ITipo~ 

,;, ~ 

~!!!!!!!!!=. 

ITest di_!! l SI 
IN o 

lf 
l 

~ -di 
. 

(mL): 

O.tl di da !!!!E. 

oer la 
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IQ.ti di campione . concentrato: l 

Lavaeeio membrane: SI 
No 
Osservazioni: 

Soluzione di lavatzeio: Tioo 
p H 
Quantità (mL): 

Totale volume ottenuto 
camp.concentrato+sol.lavaggio): 

Ila fase (riconcentrazione campione) 

Tipo di strumento: 

. 

Membrane: Tioo 
Porosità 
S\}perficie 

. filtrante (cm2): 

Test di inteR<iti membrane: Si 
No 
Osservazioni; 

. 

Pretrattamento membrane: Si 
No 
Osservazioni: 

Soluzione di pretrattamento: Tioo 
·lp H 

Quantità (mL): 

Temoo di esecuzione oer la 
concentrazione: 

IQ.tl di campione concentrato: l 
dopo la II fase 

Lavaggio membrane: Si 
No 
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Osservazioni: 

Soluzione di laVRRRiO: Tipo 
lpH 
Quantità (mL): ' 

Quanti t• finale di concentrato 
(camo.concentrato+sOl.htvaggio): 

Neutralizzazione della quantità SI 
finale di concentrato: No 

Altro metodo di riconc:entrazione_: 
' 

Eventuali osservazioni: 

ADSORB~ELUIZIONE: l 

l Ouantit• di camoione , da filtrare: l 

Membrane: n• di membrane 
Tipo 
Superficie 
mtrante (cm• ): 

Eluente: Tipo 
H 

Quantità __ (mL_); 

Numero di pa&SRRRi dell'eluente: l _[__l 

Quantità eluato ottenuto: _l 

N eu tralizzazlone Si 
No 

Eventuali · ossenazlonl: 
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Altri metodi di concentrazione 
utilizzati • alternativa a quelli ID 

descritti: 

Descrizione del procedimento 
utilizzato con specifica dei vari 
passani: 

-
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SAGGIO SULLE COLTURE CELLULARI 

Decontaminazione del cam---oione: Cloroformio (IO% 
Cloroformio (30% 
Antibiotici 
Altro 

Colture cellulari: BGM 
Altre 

Q.tà totale del camoione sali!!-iato 
sulle colture cellulari: 

Numero di fiasche utilizzate per 
ciascun camo ione: 

Quantità del camoione SBI!I!iato 
loer fiasca: 

Descrizione effetto citonatico: fiasca A 
fiasca B 
fiasca C 
fiasca D 

Numero dei passae:e:i effettuati 
loer ciascun caDiD"ione: 

Risultati 1° -Dassi22io: fiasca A 
fiasca B 
fiasca C 
fiasca D 

Risultati 2° Dassillio: fiasca A 
fiasca B 
fiasca C 
fiasca D 

Risultati passaPPi successivi: fiasca A 
fiasca B 

,··-
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fiasca C 
fiasca D 

Decontaminazione tra 1" e 2" Si 
passa22io: l'lo 

Decontaminazione tra 2.0 e 3" Si 
PllSsaggio : l'lo 

Decontaminazione tra 3" e succesp Si 
sivi passae:ei: l'lo 

. 

Tipo di decontaminante utilizzato: Cloroformio (10%Jc 
Cloroformio (30% 1 
Freon 
Altri 

Centrifugazione del lisato: Si 
l'lo 

- Velocità 
Temp·o 
Temperatura 

IQ.tà dei Usati cellulari inviati: fiasca A 
fiasca B 
fiasca C 
fiasca D 
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