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ACQUE DI BALNEAZIONE CONTROLLI PROGRAMMATI

Prelievo routinario
Programmato da

calendario ——
Condizioni

meteo
Avverse o
emergenze

Spostamento
Data prelievo
Entro 4 giorni
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Prelievo routinario

Programmato da
calendario

Fuori norma Risultati Nella norma

- analitici -
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Prelievo suppletivo entro 72 h

Dal routinario

Nella norma Fuori norma

Risultati
analitici

Richiesta Prelievo suppletivo _
inquinamento Entro 10 giorni dal Nuovo prelievo

Breve durata routinario

Nella norma Fuori norma

Risultati
analitici
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VIDEO INDICATORI COME VENGONO COMUNICATI I FUORI NORMA
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INQUINAMENTO PRESUNTO

Cgm(l;nict:aZionea Comunicazione
Ca estore, Cittadini e/o
onsorzio, Operatori ARPAT
Comune

*Nel punto di immissione di

. _So_pralluogc_) . contaminanti
Rilievi fotografici e *Nel punto di prelievo area
prelievi interessata a distanza crescente

*Nel punto di prelievo area limitrofa
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INQUINAMENTO PRESUNTO

Prelievi

Risultati
analitici

Nella norma Comunicazione
di assenza
di contaminazione

Fuoriinorma

/

Sopralluogo e

prelievi

Prelievi possibilmente
Giornalieri fino a revoca

Fuori norma divieto

Nella norma

Risultati
analitici
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INQUINAMENTO PRESUNTO CON
ORDINANZA DI DIVIETO PREVENTIVO

Comunicazione,

da Gestore, | Presunto
Consorzio, nqm_namento
Comune accidentale

*Nel punto di immissione di
Sopralluogo contaminanti
SOV e ele =i« H  *Nel punto di prelievo area
prelievi interessata a distanza crescente
*Nel punto di prelievo area limitrofa

Spostamento prelievo
Routinario entro 4 giorni
Dalla data del calendario
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INQUINAMENTO PRESUNTO CON ORDINANZA DI DIVIETO PREVENTIVO

Prelievi

Risultati
analitici

Nella norma

Fuori horma

Sopralluogo

e prelievi
Prelievi possibilmente P

Giornalieri fino a
Revoca divieto

Fuori norma Nella norma

Risultati
analitici
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Metodo culturale utilizzato
Enterolert-E
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Immagini Modificate da: https://www.shutterstock.com
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Enterolert-E
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Immagini Modificate da: https://www.shutterstock.com
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Crescita
/| batterica

24 h

Immagini Modificate da: https://www.shutterstock.com
http://germzoo.blogspot.it/2012/01/death-by-chicken.html
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Enterolert-E

Fonte Immaaqini: http://www.idexx.it
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Fonte Immaaini:
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<EPA
United States
Environmental Protection
Agency

Method 1609.1: Enterococci in Water
by TagMan® Quantitative
Polymerase Chain Reaction (QPCR)
with Internal Amplification Control
(IAC) Assay

April 2015

1
Fonte Immagini:https://pixabay.com/it/dna-biologia-scienza-elica-163710/
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GLI EVENTI CHE HANNO DETERMINATO LA SCOPE
DELLA PCR

1953 Watson e Crick

1957 Arthur Kornberg,

dimostro che era possibile sintetizzare un

nuovo DNA con la stessa composizione di
basi di un DNA di partenza in una provetta
che conteneva tre tipi di sostanze:

i quattro desossiribonucleosidi trifosfati
dATP, dCTP, dGTP e dTTP (molecole
contenenti ciascuna una base azotata
legata al desossiribosio, a sua volta legata a
tre gruppi fosfato);

I'enzima DNA polimerasi;

un DNA che serviva da stampo per guidare
I'ingresso dei nucleosidi.

1983 kary Mullis poneva le basi per una grande

Innovazione tecnologica: la reazione a catena della
Polimerasi PCR

By brian0918&#153; - Own work, Public Domain,
https://commons.wikimedia.org/w/index.php?cigrid=404735



LA REAZIONE A CATENA DELLA POLIMERASI SI
DEFINISCE COME

UNA REAZIONE DI AMPLIFICAZIONE IN VITRO DI

UN SEGMENTO SPECIFICO DI DNA (SEQUENZA
TARGET) PER MEZZO DI UNA DNA POLIMERASI




NELLA REAZIONE SONO COINVOLTI TRE
SEGMENTI DI ACIDI NUCLEICI:

1) LO STAMPO DI DNA A DOPPIA ELICA CHE
DEVE ESSERE AMPLIFICATO (SEQUENZA

TARGET)
2) DUE PRIMERS OLIGONONUCLEOTIDICI

SINGOLO FILAMENTO
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| PRIMERS SI ACCOPPIANO IN MANIERA
SPECIFICA, ATTRAVERSO LA REAZIONE DI
BRIDAZIONE, CON SEGMENTI COMPLEMENTARI

N POSIZIONE SIMMETRICAMENTE OPPOSTA, CON
A MOLECOLA DEL DNA STAMPO E FORNISCONO

GLI ELEMENTI DI INNNESCO PER L'AGGIUNTA DI
UCLEOTIDI E LA SINTESI DI UN FILAMENTO DI

DNA COMPLEMENTARE AL DNA STAMPO
EDESIMO

21



RIPETENDO NUMEROSE VOLTE QUESTA
REAZIONE S| POSSONO OTTENERE MILIONI DI

MOLECOLE DI DNA IDENTICHE A QUELLE DEL
DNA DI PARTENZA
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wanted gene

Exponential amplification

=<3|h eyele

|
A
AN NANAN AN

lsteyele e = 35th cvele
template DNA
2= A= <
= A
4 copics Beopies |6 eopies 32 copies 2 =68 hillion copies
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Source: Andy Vierstraete,
http://users.ugent.be/~avierstr/index.html
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| PASSAGGI PER EFFETTUARE QUESTA
REAZIONE DI AMPLIFICAZIONE ESPONENZIALE
SONO RAPPRESENTATI NELLA PROSSIMA
DIAPOSTIVA
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PCR : Polymerase Chain Reaction

30 - 40 cycles of 3 steps :

wwmmm sip 1 : dens Y

H“Trﬂ T IIT Ll l—mﬁmm | minut 94 °C
-—I-U.I\___U/‘LLLI___,U-I-\LL/J\“ il Ll

SR L II‘Trmrmwgﬂﬂ“Tﬂ_T‘T Stepz:anneaun.

MU\M . 45 seconds 34 °C
i. \ )
. i _;li )

_| il _ forward and reverse
) primers !!!

2 minutes 72 °C
only dNTP's

amby Miendsscic FFF)

Source: Andy Vierstraete,
http://users.ugent.Bg/~avierstr/index.html
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Ricerca quantitativa di Enterococchi mediante qPCR

PCR Components PCR Process (ONE Cycle)

(=

DNA Sample

Tag polymerase

=
=

Primers

=

Mix Buffer

c 6 )

A T

Mucleotides

PCR Tube

LLLLLMALH

1. Denaturing

LLLLL AL

l 95°C - Strands separate

2. Annealing

l 35°C = Primers bind template

l 12°C - Synthesise new strand

3. Extension

26
Immagini Modificate da: http://ib.bioninja.com.au/standard-level/topic-3-genetics/35-genetic-modification-and/pcr.html
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La valutazione quantitativa dell'acido nucleico avviene tramite
sonda dual-labeled come la sonda Tagman

Tale sonda ibridizza un tratto di genoma interno al frammento di DNA amplificato dalla coppia
di primers.

All’'estremita 5’ della sonda € legato il Repogrter, fluorocromo ad alta energia.
All'estremita 3' € legato il Quencher, fluorocromo a bassa energia.

Quando i fluorocromi sono legati alla sonda, i fotoni emessi dal Reporter sono assorbiti dal
Quencher, che ha minore livello energetico.

27
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Nella fase di denaturazione non vi e emissione di fluorescenza.

Durante I’annealing, i primers e la sonda si uniscono ai tratti di DNA ad essi
complementari.
Reporter e Quencher sono ancora legati alla sonda.

Nella fase di estensione:

I’attivazione della Taq e il coseguente appaiamento dei nucleotidi trifosfati
raggiunge la sonda.

Il Reporter, all’estremita 5’, si stacca dalla sonda.

| fotoni del Reporter non sono piu assorbiti dal Quencher ed emettono
fluorescenza.

Quando la sonda emette fluorescenza si ha la conferma in tempo reale
dell’amplificazione del tratto di DNA ricercato.

L’esame di Real Time PCR avviene in termociclizzatori in grado di registrare
la fluorescenza

28
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Fluorophaore Quencher

Forward PCR primer Tt;ql"v:;un
. q robe ?

Feverse PCR primer

ish idy

1

| Amplification Assay

Polymerization
A— - - - - L

:

"TI-‘II‘I‘

v Probe displacement

Fluorescence and deavage

1

Result
Fluorescence
SRR, ‘
SO
-
PCR. Products Cleavage Products

Source: http://bit.ly/XGvVoP
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VALUTAZIONE DEI RISULTATI

La fluorescenza emessa in fase di amplificazione e registrata da
software dedicati che visualizzano il segnale di fluorescenza come
curve di amplificazione.

Le curve sono riportate su monitor collegati al termociclizzatore.
L’emissione di fluorescenza e direttamente proporzionale alla quantita
di DNA presente.

Per elevate concentrazioni di DNA le curve di amplificazione si
registrano gia dopo i primi cicli di PCR.

30
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Quantificazione del DNA nel campione
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Fonte Immagini: http://www.mypols.de/qpcr-probe-2x-master-mix/
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Applicazione del metodo EPA 1609.1

* |l metodo EPA prevede la stima di cellule di Enterococcus spp.
indipendentemente dalla loro vitalita

Cellule Non Vitali Cellule Vitali

Metodo Molecolare Colturale Molecolare Colturale

& SOVRASTIMA DELLE CELLULE CELLULE PRESENTI NEL CAMPIONE
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Modifiche adimetodo EPA 1609.1

* BLU-V Viability PMA (Propidium Monoazide) Kit @

Degradazione batteri non vitali

33
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Modifiche apportate al metodo EPA 1609.1

Cellule Non Vitali Cellule Vitali

N
s A

Metodo Molecolare Colturale Molecolare Colturale
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s Differenze non significative tra:
- : *Metodo colturale
., *Metodo molecolare
10 1:5 2:[) 2:5 3I.D 3I.5 40
Log 10 MPMN
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Ricerca quantitativa di Enterococchi mediante qPCR

gPCR

Amplificazione DNA

Risposta dopo 4 ore dal campionamento

36
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Enterolert-E

Metodo MPN

Crescita Batterica

Risposta in 24 ore dal campionamento
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