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Prefazione

L'interesse che ha suscitato presso gli addetfaadri la prima uscita della guida pratica delleys
microbiologiche ci ha spinto alla stesura di questava edizione tenendo conto dell’evoluzione naivaa

dei sistemi gestione qualita e delle metodicheiticta.

Lo spirito e il carattere di questa nuova pubbligaz rimane sempre quello di voler offrire all'astd una
traccia pratica, sintetica e di facile consultagiomvvero uno strumento che lo possa accompagnare
giornalmente nel suo lavoro nel rispetto delle rekigenti.

La guida e divisa in quattro parti: la prima paéteedicata agli alimenti, la seconda alle acquégriza ai
terreni di coltura, la quarta parte infine & detdicalle indicazioni sulla validazione dei metodstima
dell'incertezza di misura.

Le metodiche microbiologiche indicate per gli alitiee le acque, al momento della stesura, fanno
riferimento a quelle emesse da organismi ricontis@BO, CEN, UNI, APAT, ISTISAN) o da disposizioni

di legge cogenti (D.Lgs, DM). Sono metodi analischematizzati in diagrammi di flusso che sintetizz la
procedura e comunque sara cura dell'utilizzatordizare I'ultima edizione del documento.

La terza parte raccoglie i terreni colturali ugalle metodiche descritte e la loro preparazioegeribili in
commercio presso le varie ditte specializzate etbee.

L'ultimo capitolo e dedicato a tabelle di naturatistica. E' questo un aspetto che sempre piudssar in
campo microbiologico perché la validita dei metadilizzati &€ direttamente proporzionale alla loro
riproducibilita e ripetibilita, inoltre la stima @éncertezza di un risultato € I'unico dato cherpette la
verifica e la corrispondenza dei risultati otterdaialtri laboratori.

Speriamo di aver prodotto con questo manuale, vieed ampliato rispetto alla prima pubblicazioneo u
strumento utile e versatile, che possa, attraversue schematiche illustrazioni, essere di rapidacile
interpretazione e soprattutto di aiuto al tecnietbanpratica quotidiana.

Ci scusiamo per eventuali errori e inesattezzalirpossiamo essere incorsi e saremo grati a qaargnno
la bonta di segnalarli.

Ademaro Rinaldi Lazzerini, Patrizia Tinti, ARPAT






1.1 Preparazione e semina campioni
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Dal campione da analizzare prelevare asetticameeimenodo rappresentativo, quindi in piu punti, 3di
prodotto () e trasferirlo in contenitore sterile.

Aggiungere il diluente misurato in mL nella quaatiti 9 xm,in modo da ottenere umluizione 1:10 (usare
per praticita la notazione esponenziale negats@m@io—1 come abbreviazione della diluizione 1:10).

Il diluente, al momento dell'uso e salvo casi gattari, deve avere all'incirca la stessa tempesatlel
campione. A parte norme specifiche, i diluenti gamente usati sono:

Buffered Peptone WateiT42)', Acqua triptonata sterileT(l12), Brodo di arricchimentoT(27), Acqua
peptonataT03)

Campioni solidi o semisolidi
Pesarli in sacchetti sterili di plastica specialealia resistenza o vasetti sterili per mixer.

Prodotti secchi

Per i prodotti duri o secchi, hon omogeneizzar®rimtogenizzatore a rotazione per piu di 2,5 minud al
volta.

Per prodotti secchi e duri o eterogenei, puo essgessario tritare o macinare il campione di latooio. In
guesto caso, per evitare un eccessivo aumentotdeif@eratura, non tritare o macinare per piu dinimuto.

Campioni surgelati

| prodotti conservati congelati dovrebbero essemtati a una consistenza che consenta il campiontame
per esempio mediante conservazione da 18 a 27A@é€ratura di laboratorio) per un massimo di tre ore
oppure a 2 + 2°C per un massimo di 24 ore. Dope&dicdampioni dovrebbero essere sottoposti a piquia i
rapidamente possibile.

Se il prodotto € ancora congelato al momento deliddivisione, &€ possibile utilizzare un diluente a
temperatura di laboratorio per facilitarne lo sagagento.

Campioni liquidi e non viscosi

Prima delle analisi il campione di prova dovrebbsege prelevato dopo un’agitazione manuale (pengse
25 volte per una lunghezza di 25 cm.), o con memicanici al fine di garantire la uniforme distdimne
dei microrganismi. Il campione puo essere esamitahiguale o diluito direttamente.

Campioni liquidi viscosi
Dopo l'aggiunta del diluente e dopo 'omogenizzaei@rocedere alla separazione delle fasi. Utilezzar
fase acquosa per le diluizioni necessarie.

Campioni eterogenei

Per i prodotti eterogenei (che contengono pezzalaenti diversi) il campionamento dovrebbe essere
effettuato prelevando aliquote di ciascun compameappresentativo delle relative porzioni del pttmlo
iniziale.

E’ inoltre possibile omogeneizzare l'intero campiodi laboratorio per consentire il prelevamentoudi
campione di prova omogeneizzato.

Puo essere necessario tritare 0 macinare il cammlbtaboratorio. In questo caso, per evitare WeEKIVO
aumento della temperatura, non tritare 0 macinargia di un minuto.

Campioni di carne
Prelevare asetticamente piccoli pezzi di circa iecquindi omogenizzarli.

1| codici tra parentesi indicano i terreni di cotte i reagenti descritti nella Parte IV “ Terrdntoltura — Reagenti e
soluzioni”.
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Campioni in polvere

| prodotti in polvere dovrebbero essere completameariscelati nel loro contenitore e pesati diretata in
condizioni asettiche. Pud essere necessario, pamigdrodotti, spezzettarli o tagliarli in piccgézzi usando
strumenti sterili.

Campioni di burro

Sciogliere in un contenitore sterile, e in bagndemar 45°C, 10 g del campione. Aggiungere 90 mL di
diluente di Ringer 1/4T(94). Mantenere in bagnomaria fino a completa fusimescolando.

Attendere la separazione della materia grassa @askaacquosa (2 mL della fase indiluita corrisporda 1

g di burro).

Campioni di formaggi
Omogenizzare la quantita per le analisi con iletile riscaldato a 45°C.

Campioni di latte

Per le prove di sterilita (latte sterilizzato - UHPpastorizzato) ripartire in due aliquote uguatliecampione
casuale di 10 confezioni. Preincubare un aliqud®& per 7 giorni e l'altra a 32°C per 14 giorArima
dell'inizio delle analisi agitare e capovolgere #rca 25 volte il contenitore al fine di assicwarna
distribuzione il pit uniforme possibile del prodo#d iniziare le analisi entro 3 minuti.

Campioni di uova fresche

Prelevare 10 uova da varie confezioni dello stésiso. La ricerca della salmonella deve essere ctadcia
sul guscio sia sol tuorlo-albune. Dopo aver sepaaaetticamente i gusci dal tuorlo e dall'albunikeirare i
primi in stomacher con BPWT@2) nel rapporto ponderale di 1:10. | tuorli e glbaii vanno anch’essi
omogenizzati in stomacher prelevandone poi 5Casférendoli in 450 mL di BPW.

Omogenizzazione

Se per 'omogenizzazione dei campioni viene usatomogenizzatore ad alta velocita (mixer) inizieoa
brevi impulsi fino a raggiungere alla fine 15000000 giri/minuto per un tempo di circa 2 minuti.
Usando un apparecchio di tipo peristaltico (storegcbmogenizzare per circa 2 minuti.

Dopo 'omogenizzazione lasciare il campione a ripper circa 10 minuti.

Diluizioni successive

Nel caso occorra procedere a diluizioni decimaticesgsive trasferire dalla prima diluizionel) con pipetta
sterile 10 mL del campione in bottiglia contene®®emL di HO triptonata sterile 0.1%rl(12) (diliz.—2).
Chiudere e agitare la bottiglia per circa 25 vo8e. richiesto trasferire da quest&) altri 10 mL in una
nuova bottiglia con 90 mL di J@ triptonata sterile 0.1% (diluiz3), e cosi di seguito fino a raggiungere la
diluizione desiderata.

Semina campioni su piastre Petri (tecnica puor plate)

Preparare 1 o 2 piastre Petri piccole (diametron@f) (in base al numero indicato nel metodo di pjavy
una grande (diametro140 mm) per ogni diluizionestifa e trasferire con pipetta sterile 1 mL irsciana
piastra della diluizione da saggiare, aggiungerteoe0 minuti 15 mL di terreno fuso in precedenza e
mantenuto prima dell'uso in bagno-maria a 50°CaciMescolare delicatamente e far solidificare.

In casi particolari puo essere necessario, dopdifichzione, aggiungere altri 5 mL del terrenonimdo da
formare un secondo strato.

Semina in superficie (tecnica spread plate)

Distribuire su terreno gia solidificato in piastPatri 1 mL del campione da analizzare usando Ip@a&re

(in base al numero indicato nel metodo di prova)gemi diluizione allestita.

12



Spargere I'inoculo sull'intera superficie della §iim, usando bacchette sterili se necessario,texadate il
completo assorbimento prima di riporla in termastat

Nota: per i metodi di prova in cui e previsto inoculareedpiastre per diluizione, € possibile inoculareaun
sola piastra per diluizione invece di due, comec#mato nella ISO 7218:2004 (p.to 10.2.2). Speaife
tale modifica nel Rapporto di Prova.
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1.2 Schemi di diagnostica batteriologica
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1.2.1 Prove di sterilita
(Numero piu probabile - Metodo MPN/g o mL)

Da un campione casuale di 10 confezioni ripartiediuote uguali

Incubare una aliquota a 55°C « > Incubare una aliquota a 32°C
per 7 giorni per 14 giorni
Dall'intero e dalle opportune diluizioni scalari Dall'intero e dalle opportune diluizioni scalari
successive allestite preparare per ognuna 3 tubi@onL successive allestite preparare per ognuna 3 tubi@onL
di PCB (T85). Trasferire 1 mL dall'intero e di ogni di PCB (I85). Trasferire 1 mL dall'intero e di ogni

diluizione nei rispettivi tubi diluizione nei rispettivi tubi

55 + 2°C per 48+ 3 ore 32 + 1°C per 48+ 3 ore

Trasferire per strusciamento Trasferire per strusciamento

un‘ansata da ogni tubo in piastra PO&4) un‘ansata da ogni tubo in piastra PO&4)
55 +2°C per 48+ 3 ore 32 £ 1°C per 48+ 3 ore
Crescita batteric Crescita batteric

* Riportarea MPN il numero di piastre con crescita batterica.

* Per risalire al numero piu probabile (MPN/g o nignsiderare le piastre appartenenti a 3 diluizemmsecutiv
significative assegnando 1 ad ogni piastra posiéiv@ a quella negativa: Sommare i valori otteneti piascu

gruppo. Cecare il corrispondente valore nelle tabelle di Maady (Tab. n.1) e moltiplicarlo per l'inverso
fattore di diluizione.
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1.2.2 Carica batterica mesofila
UNI EN 1SO 4833:2004

| batt. mesofili si moltiplicano a temp. 2% °C (37°C). Elevato tasso di crescit

CARATTERISTICHE proliferazione relativamente breve (fase stazi@nad48 ore). Trattasi per la maggior pi
di saprofiti anche se non mancano specie comurateggne sia per 'uomo che per
animali

ALIMENTI Alimenti conservati a temperatura ambiente o gefiti qualora vi sia stata interruzi

nella catena del freddo.

TECNICHE DI ISOLAMENTO

Prelevare in piu punti ed asetticamente 30 gati@ito dal campione da analizzare. Trasferirlo in
contenitore sterile ed aggiungere 270 mL di BPW2) diluizione 1:10 (-1) Suluzione madre.

v

Omogeneizzare la soluzione madre per circa 2 mimapparecchio ad alta velocita (mixer) o con
apparecchio tipo peristaltico (stomacher). Lar riposare per circa 10 nim

v

Dalla soluzione madre e dalle successive diluizadlastite (almeno 2) con TW{12) fino a coprire
I'intervallo microbico sospettato (in gene-5 -6) preparare 2 piastre per ogni diluizione pre

v

15 mL di PCA (T84) o di AG (T10) per escludere i lattobacilli.
Agitare delicatamente e far solidificare

v

30x1°C 72+£3 o0l

ESPRESSIONE RISULTATO (formula generale) N = 2C = UFC mL/g
SO 7218:2007 ' V(n, +01n,)d
PROBABILITA ESPRESSIONE DEL RISULTATO
e Seinpiastra< 10 ma 4 UFC applicare la formula generale (n. stimato)
+ Seil totale compreso tra 3 e 1 UFC UFC presenti ma con < 4 UFC x d mL/g
« Sed >150 UFC tipiche o confermate UFC < 1/d >1d, per mL/g
e ¢ < 150 UFC non tipiche o confermate
« Sed >150 UFC non tipiche o confermate] UFC < 1/d per mL/g
e ¢ <150 UFC non tipiche o confermate
« Sed tra 150 e 167 UFC Applicare la formula generale
E d,tra 8 €10 UFC c
. Sed >167edtra8- 10 UFC Valida solo ¢ UFCzNZV*d
* Sed >167ed<8 UFC Risultato inaccettabile
+ Se tutte le diluizioni >167UFC UFC >150/du (du = diluizione piu elevata)

N.B.: arrotondamento: se la terza cifra € < 5 leegifrecedenti non sono modifie
se la terZaace >= 5 le cifre precedenti sono aumentate itz
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1.2.3 Ricerca coliformi - Metodo UNI EN ISO 4831

CARATTERISTICHE Famiglia enterobacteriaceae. Sarsistenti ai derivati della bile e ai coloramifienilmetanici. Utilizzano il Lattosio a 35-37°C
Gram — dasd+ ossidasi — riducono i nitriti a nitrati. F&rescono a 46°C.
E. coli etaglucoronidasi e indolo pos. Alcuni sono assbalk diarrea infantile (EPEC enteropatogeni H)atri produttori
di entersgme (ETEC enterotossigeni E.coli), altri a maattssenteriche (EIEC enteroinvasivi E.coli).

MANIFRSTAZIONI  Incubazione 7-12 ore (solito-P2): dol.ori addominali febbre vomito diarrea ccangue e muco; durata 3-5 giorni.
CLINICHE
HABITAT Larghissima diffusiorenbientale suolo, acqua, animali, uomo in maf@iiee sia di origine animale che vegetale.

CAMPIONE 30 gr

v

270 mL
Diluiz. 10* | BPW(T42)
—1om === Per 24+ 2 or

BGB doppia concT24)

|
' gl /

BGB nor. conc. 30°C +1
90 mL_ (T24) I

TW

(T112) _ :

~ |

1mL 24-48% 2 ore | '

| ~A > v
1N m

BGB (T24) nor. conc. _—_

BGB doppia conc. —]
90 mL Se crescita bterice
Diluiz. 107 ™ - 1mL P ). i
7 VilN . v

BGB (T24) nor. conc. BGB norm. conc. Trasferire un ansata

Se crescita batterica ——p> BGB norm. con
con nroduzione di n.
Ve

I 30°C £ 1
1 4' ........... 24-48+2 (€ - e

# RISULTATI: calcolo del numero piu probabile (MPN)

Diluiz. 10?

_—

) Sosp. Madre a 1/10 (10 mL) : 3 provette +
Esempio:  gosp. Madre a 1/10 (1 mLp:provette +
Diluizione 1/100 (1 mL)2 provette +
— > Diluizione  1/1000 (1 mL)1 provetta +
Diluizione 1/10000 (1mL) : O provette +
N.B. per il calcto del numero piu probab
(vedi tab.n.1 MPN) prendere in
considerazione le tre diluizioni in grassetto.

Crescita batterica e
produzione di ga:
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1.2.4 Ricerca coliformi - Metodo 1SO 4832:2006

CAMPIONE 30 ¢

Entro 15 min.
VRBL (T122) circa 15 mL ir VRBL (T122)
tutte lediluizioni circa 4 mL
270 -
: O
— BPW .
742)_ Diluiz Trasferire —»
.10° 1mL Q 3010
| N 37¢1°C
10 ml 24 2 ore
Agitare delicatamente.

+ Far solidificare ed aggiungere un Incubare P

secondo strato di VRBI4-mL circa

90 mL @ L
TW Trasferire
—H12) | Diluizi. — 1mL—p
10° @ @ I]:I
controllo ’ @ Colonie tipiche rosso porpora talvolta
alone rossastro diametro 0,5 mm
Selezionare 5 UFC atipiche da ogni pie Eventuali prove di

delle due diluizioni e trasferirle in VBLB <4— conferma su colonie <4—
atipiche es. piccole

3o

HE

Diluizione 10* Diluizione 10° Controllo
/
@ —— Trasferire —Ppp 7_ 1 3010
y 37+1°C
== /. C
- 24 2 ore
\/ / |
BGLB \[/ /_ Incubare ~ ———Pp
(T24) L 7]

1
_ﬁ_

Espressione del risultato

=S

) Presenza di coliformi se crescita batteri
4— formazione di gas nel tubo di Durham
\
—_ b * ),
a=—*C
A

Numero di colonie sospette Dopo le prove di conferme utilizzare la _ Z C

Numero di colonie —> seguente formula per calcolare il numere—Jp» _V * (n + 0,1* n )d

Numero di colonie saggiate di colonie appartenenti alla specie 1 2

Numero di colonie calcolate

>C somma delle colonie confermate

V  volume dell'inoculo in mL in ogni piastra

n;  numero delle piastre considerate per la primazidaie
n, numero delle piastre considerate per la sigdiluizione
d fattore di diluizione corrispondente allanpe diluizione
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1.2.5 Ricerca enterobacteriaceae — Metodo ISO 21258 - 2:2004

CARATTERISTICHE Si riconoscono 28 genefi® specie. Metabolismo degli zuccheri sia respiiache fermentativo, sono Gram —
Ghsio + con formazione di acidi e gas, ossidasduBdNno i nitrati in nitriti
MANIFESTAZIONI Sono causa di infeziori malattie con decorso e gravita variabile secangknere interessato
CLINICHE
HBITAT Larghissima diffiase ambientale. Presenti principalmente in ttenaterie prime dell'industria alimentare.

Demioati “indici di produzione” sono utili per deteimare se vi € stato rispetto delle norme di buana-|
Razéodei prodotti. Sono degli indici di igienicita.

| CAMPIONE 30 ¢

: Entro 15 min.
VRBG (T121) circa 10 mL
¢ In tutte le diluizioni VR.BG (T121)
_ circa 15 mL
= =
\\

| BPW @ Q
—F42) Diluiz  Lasferire _p 33;);1108
e o ne

ore

270 mL

10 ml Agitare delicatamente.
Far solidificare ed aggiungere un
secondo strato di VRBG -15 mL circa Incubare —» ]
Trasferire

90mL| Diluizi., — 1mL—p ——
T™W 102 Colonie tipiche rosso porpora talvolta
—F112)- alone rossastro. Selezionare piastre con
— = O

controllo <150 UFC iniche

L

Provedi conferma
< Selezionare 5 UFC atipiche da ogni piastra delk
diluizioni e trasferirle in Nutrient agaf {9)

B
&0

Diluizione 10* Diluizione 10>  Controllc
7 confer ma biochimica
1 g;)tll g @ Dopo incubazione prelevare una parte d‘P
i [ = . . . . - On
@ X~ J ogni qolon!a_|solate, strisciare su carta
Incubarep- 2442 bibula inumidita dal reattivo per 'oxidasi
ore

l ¢ Se test ossidasi negativo
L | Oxidasi R02) trasferire le stesse colonie

L. v

30+l 0 Glucosio agar T62)

371°C <«4— Incubarn

24 £2

ore
I L e colonie ossidasi negative
—> epositive al test del glucosio
0T sono confer mate come
__— Enter obacteriaceae
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1.2.6 Ricerca di Salmonella spp - Metodo UNI EN ISO 6579: 2008

CARATTERISTICHE Gram — ossidasi — catalagit: + malt. + mann. + sorb. + latt — (+) adomitelareasi — indolo — (+)
VPRiduzione dei nitrati + crescita 35-37°C Aw 0,959DpH4,5-9

MANIFESTAZIONI
CLINICHE

ABITAT

CAMPIONE 25 g

Prodotti car01nsalumi, polli, ovo prodotti

Incubaz. 12-36 ore. Diaa, dolori addominali, vomito, febbre. Durata tauai giorni a 3 settimane

v v

Y
* N~—
1mL
-»> 10 mL Muller-Kauffmann T78)
/ _ a 37+ 1°C 24+ 3 ore
225 mL BPW Trasferire ~/
(T42)
|  37+1°C \ C
24 + 3ore— N
0,1 mL 5> I~
10 mL Rappaport-Vassiliadis*T(93
v v a 41,5+ 1°C 24+ 3 ore XLD (T123) HEA (T64)
- **UNI EN I1SO 6579:2008 Incubare 3% 1 °C 24+ 3 ore
~ Rappaport-Vassiliadis semisolido
(T92) L ¢
C . B
Colonie rosse con Colonie verdi blu con o
XLD HEA centro nero. senza centro nero
Incubare 3% 1 °C 24+ 3 ore 5 UFC per piastrao 5 UFC per piastra o tutte
i f tutte se < se<5
Colonie rosse con Colonie verdi blu con o
centro nero. senza centro nero 1 37 £1°C
5 UFC per piastra o 5 UFC per piastra o tui ®
tutte se <5 se<5
4
Nutrient agar Nutrient agar
(T 79) | | (T 79)
| L 24r30n—p - < 24+30re
TSI (T115) >
) I
/ Nutrient\‘
LISINA agar T 79) UREASI B-GALATTOSIDASI
(T73) (T 118) (R08)
~SA 7 3
37 +1°C
[IN.B. con piastre piccole (diame I
90 ) seminare in doppio senza
ricaricare I'ansa. Con piastre grandi I
(diametro 140) una sola piastra
TSI ] B-GALATTOSIDASI
Formaz. acido pos. 100 reazione negativa 98,5%
egas 91,3% LISINA Incubare 24 3 ore. UREASI (S Arizona pos.

Reazione positiva 94,6%
(S Paratyphi A neg.)

L —»

Salmonella spp

Assenza di viraggi
del colore 99%

-1

> v

API 20E

<

CONFERMXSI EROLOGICA
(Esprimere il risultato: PRESENTE / ASSENTE su 25 g)
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1.2.7 Ricerca di Salmonella su uova fresche - Rapporti ISTISAN 96/35

TECNICA DI ISOLAMENTO
Prelevare 10 uova da varie confezioni dello stéstto.
Separare asetticamente il guscio dall’albume da

Tuorlo ed albume omogenizzare in stomacher.

Trasferire 50 g in 450 mL di Acqua pept. Gusci triturare in stomacher con Acqua pept. taffii3)
tamp. T 03) (diluiz. madre 1:10) In rapporto ponderale 1:10 (diluiz. madre)
36,5+ 1°C per 24 =3 ore 36,5 = 1°C per 24 + Bre
10 mL in 100 mL 0,1 mLin 10 10 mL in 100 mL 0.1 mL in 10
di MK (T78) di RV (T93) di MK (T78) di RV (T93)
44°+ 0,5°C per 24 + 3 ore 44°+ 0,5°C per 24 + 3 ore
Trasferire it Trasferire ir
HEA (Te4) —P> 4 EA(Tey)
24 +3 ore 36,5+1°C 24 +3 ore
1
]

Colonie sospette almeno 5 o tutte se n. <5
(blu-verdi con o senza centro nero)

TSA (TlII4) inclinato 36,5 = 1°C per 24+3 ore
36,5 + 1°C per 24+3 ore PCA (T84) in piastra

v

*PROVE DI CONFERMA

In frigorifero +4°C
(per mantenere il ceppo

CITOCROMOSSIDASI COLORAZIONE DI GRAM(T04)
Strisciare su carta da filtro
imbibita di reattivo R 02)
Salmonella ossidasi neg. Q Salmonell:
Gram neg.

IDENTIFICAZIONE SIEROLOGICA (SIEROTIPO)

* N.B. Per prove di conferma &
possibile utilizzare sistemi
miniaturizzati di identificazione
biochimica reperibili in commercio
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1.2.8 Ricerca di Salmonella nei molluschi - Rapporti ISTISAN 96/35

Omogenizzare 25 g di polpa di mollusco in 225 m
Acqua peptonata tamponaf0g )

Incubare per 20 ore

v

O]

M
T —

Depositare 3 gocce (0.1 mL circa) in
unti separati e distanti tra loro in pias
on MSRYV ([92) effettuare 2 repliche

@ @

Incubare le piastre senza rovesciarle
per 20-24 ore

v

O]

]
__—

Osservare intorno alle gocce aloni di crescitardsge
@ dimensioni. Aloni ristretti (diametro <1.5 cm) aesgbno
X/ la presenza di salmonelle mobili

v

Procedere ad accertamento rapido sul materialegp@rno
dell’alone con il test di agglutinazione al lattioen sieri anti-H
Si possono usare per I'accertamento metodi eqeipil|
reperibili in commercio

ESPRESSIONE DEI RISULTATI
Presenza/Assenza di Salmonellain 25q
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1.2.9 Ricerca Escherichia coli - Metodo ISO 16649 — 2:2001
(Escherichia coli 3-glucoronidasi-positivo)

CARATTERISTICHEFamiglia enterobatteriace resistenti derivati della e coloranti trifenilmetanici. Lattosio + Graapssidasi-
Catalagducono i nitriti a nitrati. LE. coli aerobio e anaerobio facoltativo non sporigenocerdg+1°C indolo +
3-D-gluonidasi + (eccez. sierotipi 0157:H7) associata diarrea infantile (EPEC enteropatogEruoli) produt-
tori diterotossine (ETEC enterotossigéigoli), malattie dissenteriche (EIEC enteroinvagivioli)

E’ indtoge di inquinamento fecale

MANIFESTAZIONI

CLINICHE
HABITAT
CAMPIONE 30 ¢
TBX (T117) circa 15 mL

270 mL BP

O
—— ——| Diuizione —Trasterire p

TBX circa 15 ml
= =

Incubaz. 7-12 ore (solito 12-24); dolori addaati, vomito, diarrea con sangue e muco. Durafagserni

Laraa diffusione nelllambiente. suolo. acaue. atiinu@mo in materie orime sia di oriaine animalecreaetale

44 +1°C

QO |

90 mL

T™W )
—T112) | Diluizione —rasferire_g

10 mL

+ TBX circa 15 ml
\\\ \\\

90 mL

TW

Diluizione —'rasferire_gp,
10° 1mL

-
-

Istituire una piastra di
controllo con il solo terreno
(TBX)

1Con minimo 10 UFC calcole

—> N = ZC
Vinld

2 Con meno 10 UFC calcolare

3 Se UFC tipiche assenti < 1d

—>

4 Se d >300 UFC tipiche esk 300 non tipiche _><1/d2 ma >14,
5 Se d >300 UFC tipiche e non e & 300 non tipiche —pp»  <1/d,
6 Se UFC indétra 150 e 167—p> appédarmula generale
7 Se d & > 167 considerarg d——p> applicare formula 2

8 Se > 150 UFC tipiche in tutte le diluizZ®  di 1508 UFC doved= ultima dil.

9 Se > 150UFC tipiche solo nella piti bassa dilsizp» applicare formula 2

23

Diluizione 1C

» UFC/g-

1
—__

Incubare 18 - max 24 ore.
Se si sospetta la presenza di cellule
stressate incubare prima 4 ore a

/ iyo(‘,n&inda_o'\
DO S
O O

Diluizione 13

BE

Controllc

Colonie tipiche blu — verdi. Controllo < 1 UFC

>cC

V(n, +01n, )d

ml =

>C somma delle colonie confermate

volume dell'inoculo in mL in ogni piastra

1 numero delle piastre considerate per la prirhazibne

n, numero delle piastre considerate per la sidiluizione
fattore di diluizione corrispondente allanpat diluizione

s <

o

N:B: I'espressione del risultato differisce leggermetsate
indicazioni della ISO 7218:2001




1.2.10 Ricerca Yersinia enterocolitica - Rapporti ISTISAN 96/35

Stesse caratteristice delle enterobacteriaceae-@aluce i nitriti enterotossina

CARATTERISTICHE  {grmostabile e ac. Resistente pH 5 -9 (7,7 = iBhobile a 37°C mobile a 25°Q.(
pestis immobile). Temperatura di in attivazione 60°C 3 minuti. Resistente NaCl
fino al 5%. Ureasi + Glucosio + lattosio — esculingas da glucosio-, H2S -:

MANIFESTAZIONI  sintomatologia talvolta simile a salmonella. Diartiguida o pastosa o

CLINICHE purulenta maleodorante. Sintomi incostanti: febbodori addominali, vomito.
HABITAT Carne di maiale. Manzo. Pollame. Latte.Uova. Rissce.carote
Pesare una quantita x del Pesare una quantita x del
campione da avere un€———— CAMPIONE [|————p» campione da avere un
rapporto campione/terreno rapporto campione/terreno
1:10 1:100
PSB / ITC
(T 34 (T 31)

Incubare 1-3 giorni agitando

0 5 giorni senza agitazione Incubare per 48 ore a 25°C
a22025°C I
L Dal PSB trasferire 0.5 mL in Dal ITC (T 31)
Dal PSB [34) 4.5 mL di KOH seminare in
seminae in Dopo 20 secondi seminare in L
l ’
CIN (T47) —
O SSDC T 97)
I— Incubare 24 ore —p I ¢ Incubare 24 ore
o SSDC [197) Y. enterocolitica
CIN (T47) Y. enterocolitica [I:| o)

lonie Piccole. I —_ colonie grigie, contorno non
colonie Ficcole, lisce con <+“— —P  ben definito, non iridescenti,

centro rosso o bordo incolore )
\ TEST PRESUNTIVI DI CONFERMA finemente granulose
Da ogni piastra prelevare 5 colonie /
e trasferitrle in Agar nutritivoT(11)
UREASI / incubare a 30°C per 24 or\
(T114) & \A

TRIPTOFANO-DEAMINASI OSSIDASI TERRENO KLIGLER AGAR(T 07)
Inoculare softo la Aggiungere 3 gocce alla ste Strisciare la colonia in Y. enterocolitica becco di clarino

T rosso fondo giallo (gluc. Pos.)
" - rovetta per la reaz. dellure/? carta da filtro imbev :
Sugglrgg;gﬁ:e“r%l;go p(R o) Cpolorazione o di reattivo R 02) senza annerimento (H2S ng;
violetta reaz. positiva reaz. positiva

ESPRESSIONE DEI RISULTATI
Presenza o Assenza Y. entercolitica

Ricerca lisina decarbossilasi -
TEST BIOCHIMICI DI CONFERMA —>Ricerca ornitina decarbossias| +
( possono essere utilizzati sistemi miniaturizdati ;
identificazione biochimica disponibili in commergio

Fermentazione del saccarosio
Fermentazione del ramnosio -
Utilizzazione del citrato -
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1.2.11 Listeria monocytogenes - Rapporti ISTISAN 96/35
(negli alimenti escluso latte e derivati)

Catalasi + Gram + aerobio non sporigeno mobiledire beta emolisina
CARATTERISTICHE Mannitolo- Xilosio- Ramnosio+ Non idrolizza I'ureeon produce H2S in TSI
Ossidasi- Temp. 30-37°C (1-45°C) pH 6-9 (pH <5.5 sopravvive)

MANIFESTAZIONI Sintomatologia simile all'influenza, disturbi cerabtalvolta accompagnati
CLINICHE Da setticemia. Pecolosa per donne gravi

HABITAT Latte, formaggi, verdure. Carni con risultati paah sempre concordi

CAMPIONE 25 g

+ s

30°C
225 mL I Trasferire dopo 24 ore dal Half FB 63)
. Half —  Incubare > 0,AmLin10 mLdi LFBT 71)
fase © 24-48 ore |
—F63 —> s

T — - I e

( l

Incubare
l_>
| Trasferire dopo 24 e 48 ore 1IN
dal Half FB e dal LFB ———
in LPA* (T 72) e in OXFORD
| agar T 80) <+— 24-48 ore
<+ Incubgre *LPA (T 72) preferibile

in microaerofilia

Incubare a 37

24-48 ore 0 Trasferire almeno 5 UF —»  oui30re
L \—"*~/ inTSYEA(T 17 > v

CAMP TEST &—
Dalle colonie in TSYEA in una piastra di AST {3)
)strisciare con ans@iaph. aureus ad una distanza di 2 n
strisciare dopo aver infisso nel terreno le colamspette. COLORAZ. GRAM R 04)

Istituire allo stesso modo controllo pas nonocyt.) e

TSYEA (T 17)

CATALASI (R 0D

controllo neg L. innocua)
° TEST MOBILITA’ )
+ +
Incubare a 36,5+1°C per 24+3 ore In TSYEB (T 40) a 20-25°C o )
) dopo 8-24 ore osservare al 200
S aureus R. equi . R o «
microscopio.In alternativa i

Terreno Mobilita T 106) per
infissione a 25°C per 48 ore
Positivo se sviluppo bollicine di gas

Emolisi pel
infissione
L. monocytogenes

Colonia testata
IDENTIFICAZIONE BIOCHIMICA

No emolisi pe L. innocua possibile utilizzare sistemi miniaturizz
infissione L. ivanovii di identificazione biochimica peeribili in
commercic

ESPRESSIONE DEL RISULTATO
Presenza/Assenzd.. monocytogenes
della quantita in g dell'inoculo
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1.2.12 Listeria monocytogenes - Rapporti ISTISAN 96/35
(nel latte e derivati)

LATTE IN POLVERE E SIERO IN POLVERE: agitare finadéssoluzione

FORMAGGIO E CASEINA: aggiungere al terreno doporavportato a 45°C ed omogeneizzare

BURRO: dopo aver fuso in campione trasferire cqefa riscaldata a 45 °C e mescolare

GELATI E PRODOTTI LATTIERI CONGELATI: fondere il ampione e mantenere in bagnomaria a 37°C
LATTI FERMENTATI, YOGURT, CREME,DESSERT: esequirerhogenizzazione in flaconi conlline di vetro

CAMPIONE 25 g

v y

30°C
Trasferire dopo 48 ore dal EB
in LPA (T 72) preferibile in microaerofilia
225 mL e in OXFORD agarT 80)
*EB — Incubare —Pp> |

m2a— 48 ore

*Prodotti T

fermentati usar

BEB (T28) 7
37°C
Incubare
| ¢ 24— 48 ore
* ) Incubare a 37
_Tra_sfenre almeno 5 UF —»  oui30re
"M in TSYEAT 17~ P v
TSYEA (T 17)
CAMP TEST
Dalle colonie in TSYEA in una piastra di AST 13) COLORAZ. GRAM (T04) CATALASI (T 01)
strisciare con ans&taph. aureus ad una distanza di 2
strisciare dopo aver infisso nel terreno le colauspette. ,
Istituire allo stesso modo controllo pas nonocyt.) e TEST MOBILITA . )
controllo neg I(. innocua) In TSYEB (T 40) a 20-25°C H,0, 0
dopo 8-24 ore osservare al 30%

Incubare a 36,5+1°C per 24+3 ore . ; e
microscopio.|n alternativa i

Terreno Mobilita T106) per
S aureus R. equi infissione a 25°C per 48 ore
Positivo se sviluppo bollicine di gas

Emolisi pet
infissione

L. monocytogenes IDENTIFICAZIONE BIOCHIMICA

Colonia testata possibile utilizzare sistemi miniaturizz
) di identificazione biochimica reperibili
L. innocua .
No emolisi pe, commercit
infissione L. ivanovii

ESPRESSIONE DEL RISULTATO
Presenza/Assenzd.. monocytogenes
della quantita in g dell'inoculo
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1.2.13 Numerazione di Listeria monocytogenes - Rapporti ISTISAN 96/35

CAMPIONE 10 g

90 mL .
10t T | 1mLin

“F63)—| ogni tubo =

- = Listeria

— Frase br.T 71) p
10 mL
¢ 32°C
Incubare I
90 mL 24-48
10? T | 1mLin |
7 ogni tubo
10 mL _1
Trasferire in
90 mL Imiin - = OXFORD aga
3 ‘
10 _T_ ogni tubo — (T 80) Terreno anneri
L r
37°C
Incubare
24-48 > I

D el

Almeno 5 colonie caratteristiche
<+“— (col. bruno alone scuro) seminare in TSYET 17)

Incubare. >

24 ore a
37°C ) .
Sele2|onare le colonie e sottoporle a

COLORAZ. GR MRO4) CATALASI Q&
) Le colonie Gram pos. e
0 —p catalasi pos. trasferirle
AS Col. (T 13) incubarle >
a37°C per 24 ore *

MQ?ILI.TA’ « Colonie emolitiche trasferirle in TSYEB
per Innissione su Utilizzare la brodocoltura per le prove

terreno semisolido /
Preparare 10 mL di brodocoltura di 24 ore

FERMENTAZIONE ZUCCHERI

Su brodo per I'utilizzazione dei carboidrati TEST BIOLOGICO —Jp contenente T0cellule centrifugarla (4000 rpm 30
min.). avare il il sedimento e risospenderlo i 1 di

sol. fisiologica. Inoculare 5 topini Swiss (16-18 g

(T34) (mannitolo, ramnosio, xilosio)
ESPRESSIONE DEL RISULTATO per via intraperitonale con 0,1 mL di sospensidne.
In base a provette risultate pos. ceppi patogeni uccidono i topi entro 5 giorni
risalire al numero piu probabile di
L. monocytogenesin 1g.
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1.2.14 Listeria monocytogenes - UNI EN ISO 11290-1:2005

CAMPIONE 30 g - -
v
I Trasferire 0,1 mL i I
270 mL — Fraser broth T 71)
— Incubarc —p» I Incubar I
Half-Fraser Broth T 63) __I]:I_ __I]:I_
24 £ 3 ore 48 + 3 ore
Dai tubi anneriti
Incubare a 37°C p PALCAM (T 72) <« +— trasferire *
24 max 48 + 3 or
ALOA (T70) <« * Per ogni diluizione allestita in dop

usare o 2 piastre grandi (diametro :
trasferendo 1 mL per piastra, ¢
piccole ((diametro 90). Distribuenc

PALCA : ; A :
(T 72) mL in 3 piastre. Considerare 3 pia
\ J \ /) o ] piccole come fossero 1 sola.
——p CONFERMA Listeria specie
0 0 Trasferire le colonie sospette
ALOA X %% i -
—— Incubare per 18 — 24 ore —p»

(T 70)

I

TSYEA (T 17) |
Colonie sospette 1 I
4— bpluverdeconaloneopa — (N

v P

CATALASI (RO1) A/ +

COLORAZ. GRA TEST MOTILITA’
) (R 04) (Facoltativo)
H,0, 0 Una colonia dal TSYEA e
30% trasferirla in provetta con TSYE

(T 40) incubare a 25°C per 8-24
ore fino a comparsa di torpiditae——3p»
Depositare una goccia in un
vetrino, mettere un copri oggetto
esaminare al microscop

Catalasi pos. Gram pos.

Incubare in termostato
(facoltativa I'incubazione

in microaerofilia CONFERMA

/ Listeria monocytogen%\ CAMP TEST

Trasferire in ASC le colonie creso@uin TSAYE incubai

UTILIZZO DI CAR?OI_DRATI - a 37°C 18-24 ore. In piastra ASCT (13) striscian

Dal TSYEB (T40) trasferire in terreniin orizzontalmente con ansa da un l#®@ph. aureus ¢
provetta con carboidrati o utilizzare sistemi dallaltro lato Rod. equi. Parallelamente strisciare d
miniaturizzati reperibili in commercio averle infisse nel terreno le colonie da confermistétuire
controllo pos K. monocytogenes) e controlli  conlL.

Listeria & mobile

+1° +
SPECIE EMOLISI pRoD‘UZ. ACI_DQ CAMP test ‘ innocua, L. ivanovii. Incubare a 36,5+1°C per 24 + 3 ore
Ramnosio Xilosio | S aureus R. equi S aureus R. equi
L. monocytogenes + + - + -
L innocua - \
L. ivanovii + - + - + Emolisi pel
L. seeligeri (+) - + (+) - infissione

L. monocytogenes

Coloniea testa
ESPRESSIONE DEL RISULTATO

Presenza o Assenza Listeria monocytogenes in g/mL No ?mqlisi pe
Infissione

L. innocua

L. ivanovii
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1.2.15 Listeria monocytogenes - UNI EN ISO 11290-2:2005

CAMPIONE 30 g

* Trasferire 1 mL >

IF

|
O
OO
OO

BPW (T 42) o in half-

Fraser broth T 63) Agar PALCAM (T 72) 2

Lasciare 1 ora =5 min. Incubare in termostato

a 20 +0,2°C per rianimar (facoltativa I'incubazione
microrganismi in microaerofilia I

69+
@i@

(6

CONFERMA

i ; <4—— Colonie blu-verde
Listeria speci

con alone opaco

v

Trasdferire le colonie
sospette in TSYEAT(17)

> Incubare per 18 — 24 ore >

i
<«4— Colonie sospette
B ———

CATALASI (R 01) /

(Metodo per la conta)

* Per ogni diluizione allestita in dop
usare o 2 piastre grandi (diametro :
trasferendo 1 mL per piastra, ¢
N.B—pp [ piccole (diametro 90). Distribuendc
mL in 3 piastre. Considerare 3 pti&s
piccole come fossero 1 sola.

1
T

18-24 max 48 ore

,
I

TEST MOTILITA’

Catalasi pos.

COLORAZ. GRA
) (R 04) (Facoltativo)
H20, 0 Una colonia dal TSYEA e
30% trasferirla in provetta con TSYE
(T 40) incubare a 25°C per 8-24

Gram pos. ore fino acomparsa d|_ torp|d|ta—>
Depositare una goccia in un

vetrino, mettere un copri oggetto
esaminare al microscop

CONFERMA

/ Listeria monocytogen%\
UTILIZZO DI CARBOIDRATI

Dal TSYEB trasferire in terreni in provetta conlmaidrati o utilizzare
sistemi miniaturizzati reperibili in commercio

SPECIE EMOLIS| |—PRODUZ ACIDO CAMP test
Ramnosio Xilosio S aureus R. egui
L. monocytogenes + + - + -
L innocua - \
L. ivanovii + - + - +
L. seeligeri *) - + *)

ESPRESSIONE RISULTATI
1 - Calcolare per ciascuna piastra il n. di colatiie. monoc. con la formula:

a:B*C
A

2 - Se piastre con < 150 colonieldimonoc. e una < 15 colonie di. monoc.:
> a
N=——~
V(n, + 0.1n,)d
3 - Se due piastre della prima diluiz. >15 colompl@are formula 1

4 — se nelle due piastre della prima diluiz. colassenti :
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Listeria & mobile

CAMP TEST
Trasferie in ASC le colonie cresciute in TSAYE incuk
a 37°C 18-24 ore. In piastra ASCT (13) striscian
orizzontalmente con ansa da un lg#@aph. aureus ¢
dall’altro lato Rod. equi. Parallelamente strisciare de
averle infisse nel terreno le colonie da comfare. Istituirn
controllo pos I .monocytogenes) e controlli  conlL.
innocua, L. ivanovii. Incubare a 36,5 + 1°C per 24 + 3 ore

S aureus R. equi

Emolisi pel
infissione

L. monocytogenes

Coloniea testa

- L. innocua
No emolisi pe

infissione L. ivanovii



1.2.16 Ricerca del Vibrio cholerae - Rapporti ISTISAN 96/35

CARATTERISTICHE  Gram — di forma incurvata, non sporigeno, mobigphio o anaerobio facoltativo. Cresce optimum 37°C
pH 6.9 — 9 concentrazione NaCl 0% - 3%. Ossidagu¢osio + mannitolo + saccarosio+ lattosio —

arabinosic- lisina ed ornitina decarbossilasi + arginino daii— catalasi -

MANIFESTAZIONI Il colera & una malattia grave. Insorgenza imprsaydiarrea profusa acquosa, vomito,

CLINICHE disidratazione, acidosi e collasso circolatoriculb&zione da alcune ore a 5 giorni (solito 2-3)
HABITAT Acqua contaminata. Mollusc
Campione non inferiore a 200 g. mantenuto a 2 -d&l(prelievo alle analisi che devono essere egegui
entro 6 ore. Se trattasi di molluschi vanno lagati acqua distillata, aperto il guscio sterilmentgrelevato
il tutto. compreso il liauido intervallare. Pesa@0 ¢ del campione e omoaenizz
259 in225mL DAL CAMPIONE OMOGENIZZATO 259 in225mL

v - v
:

— Incubare per > <

6-8 ore

GPSB

(T 29)
Incubare per

6-8 ore

Dal AP trasferire D{;\I GPSB trasferire
in TCBS [T 108) in GPSA [ 09)
&~ A

Incubare a 35°C p <\

18 — 24 ore
Colonie sospette larghe d&82nm, lisce , gialle
appiattite con cent&) paco periferia traslucida

PROVE DI CONFERM/

Trasferire colonie sospette in TSA 1(14)
e in provette di Kliger Iron agaf (07)

~
Trasferire per infissione e strisciamento
su Agar ferro di KligerT 07) incubare a
TSA (T 114) l 35°C per 24 oreV. cholerae produce
Incubare 35° viraggio al giallo sul fondo ( reaz. acida)
per 24 ore P> |]:| «¢— becco di clarino rosso né gas n&sH

N ——

ALTRI TEST DI CONFERMA: String test. Sensibiligd vibriostatico 0/129

* N.B. Per prove di conferma
biochimica & possibile utilizzare
sistemi miniaturizzati reperibili

in commerci * PROVE DI IDENTIFICAZIONE
Test Biochimici principali Reazioni biochimiche del Vibrio cholerae

Ossidasi + 100 Test Reaz. pos Reaz. neg V. cholerae

Utilizzazione del citrato + 74 H.S /Kliger) Annerimento Ass. ) -

Utilizzazione D-mannitolo + | 99.8 | Produz. gas Soll. o rott. Tef. Ass. soll. o rott. -

Utilizzazione meso-inositolo | - 0 Destrosio Giallo Porpora +

Decarbossilazione L-lisina + 100 Mannitolo Giallo Porpora +

Decarbossilazione L-ornitina | + 99.2 || Inositolo Giallo Porpora

Decarbossilazione L-arginina | - 0 Decarbossilazione llisina Porpora Giallo +
Decarbossilazione arginina Porpora Giallo -
Decarbossilazione ornitina Porpora Giallo +

IDENTIFICAZIONE SIEROLOGICA
Prove di agglutinazione con sieri polivalenti,
sieri ant-Inaba e an-Oaaw:

ESPRESSIONE DEL RISULTATO
Presenza o Assenza V. cholerae
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1.2.17 Ricerca del Vibrio parahaemolyticus - Rapporti ISTISAN 96/35

CARATTERISTICHE Gram — ossidasi + lattosio — mannitolo + lisina®itha decarbossilasi
+ arginina deidrati — arabinosio + (-). Alofilo

MANIFESTAZIONI Incubazione 12 — 24 ore. Dollori addominali, vomidarrea, disidratazione,
CLINICHE febbre. Durata della malattia 1 — 7 giorni
HABITAT

Prodotti ittici crudi e cotti. Pesci, molluschi,cae

259 in 235 mL DAL CAMPIONE OMOGENIZZATO —  25gin225mL
Vs
SPB 0 3537°C GSTB
(T 37 (T 36)

Incubare per —p—

<« Incubare per
6-8 ore

6-8 ore

Dal SPB trasferire Dal GSTB trasferire

in TCBS e in TCBS (T 108) e
TSAT TSAT (T 109)
Piastre in TCBS a 35-

—> 37°C per 18 max 24 org—

Piastre in TSAT a 337°C
per 20-24 max 48 ore

TCBS colonie di pochi mm lisce, color verde
TSAT coloniedi pochi mm, lisce, piatte , rosso scur

IDENTIF&AZIONE

Prelevare da ogni piastra almeno 4 colonie effegtsabculture
in Agar nutritivo salinoT 12) incubare 35-37°C 18-24 ore

TEST PRESUNTIVI

Ossidasi Motilita
/ Inoculare in APAT 02)
incubare 35-37°C.
Esaninare la motilit:
Strisciare su carta da filtro

imbibita di reattivo R 02)

Stemperare la colonia in una goccia di
soluz. salina . Osservare al microscopio

TEST BIOCHIMICI ( E’ possibile usare sistemi miniaizzati reperibili in commercio)

V. parahaemolyticus reazioni biochimiche
Saccarosio -l b8 -
Ossidasi +| Crescita aero-anaerobipsi | +
Motilita + | Decarbossilasi lisina R
Glucosio +[ Produzione di indolo i
Formaz. di gas dal glug. 3-galattosidasi -
Lattosio -

ESPRESSIONE DEL RISULTATO
Presenza o Assenza V. parahaemolyticus
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1.2.18 Ricerca Campylobacter termoresistente - Rapporti ISTISAN 96/35

Bacilli a forma elicoidale o incurvata (ad S odilgabbiano). Ne esistono 5 specie con
sottospecie . Gram- ossidasi + catalasi + (i csitaleg. non sono patogeni). Mobili alosensibili
termofili (quelli di interesse pratico) aerobi/noeerofili, non utilizzano i carboidrati né per via
fermentativa né per via ossidativiQljejuni cresce a 42°C, . fetusa 25 °C

CARATTERISTICHE

MANIFESTAZIONI C. jguni/coli predomina diarrea profusa ed acquosa maleodordoyte, 2 — 3 giorni talvolta
CLINICHE sangue e pus, muco. Ipertermia, mal di testa datttominali. IIC. fetus-subspecie fetus
provoca forme setticemiche con ipertermia.
HABITAT Latte crudo, carne del pollame
CAMPIONE
25 gin 225 mL di 25 gin 225 mL di Par
Preston brothT 87) « > Sanders brotlT 81)
P

42°C

|
O |
|

Incubare 32°C per 4 ore

aggiungere antibiotico
Incubare a 37°C per 2 ore

Incubare 42°C in
microaerofilia per 18 ore

Incubare 42°C in
microaerofilia per 40-42 ore

Dopo incubazione in Preston e in Park
Sanders effettuare strisci multipli
* _____________ |
Skirrow agar T 99)
4— Einunodiquesti terreni a scelta:
@ Modified Blutzler agarT 43), ~aA @

Karmali agar T 66), CAT (T 44),

@ @ 4 Preston agaiT 86)

Incubare 42°C in

d 4— microaerofilia per 18 ore v

Contemporaneamente alle semine prelevare cortpipastet
8 goccie dal Preston broth e 8 dal Park S.brotktribuire in
4——| membrane da 0.65 pm metterle in piastre di NB& &g 15)
a 37°C Dopo circa 1 ora rimuovere la membrarecabare |
piastre a 42°C in microaerofilia per 24 — 48 ore

Esaminare tutte le piastre:

—Jp Campylobacter termoresistente su Skirrolv 99) colonie
piccole, lisce, convesse traslucide non pigmentats
emolitiche, possono sciamare.

Su NBG colonie piccole, grigiastre,traslucide t#larregolari

Selezionare 5 colonie da ogni piastra, trasfeigra oolonia in
———— 1 mL di Brucella brothT 41) ed a fresco osservarne al
¢ microscopio la mobilita (Bacilli ricurvi, movimentwotatorio)

Dal Brucella broth seminare in AST (3)

. COLORAZIONE DI GRAM R 04
incubare a 42°C per 24 ore R04)

* Incubare a 25°C per 2-3 giorni la
| >

CRESCITA A 25°C —p-Coltura in provetta di Brucella brc
(T 41) Osservare la crescita

TEST BIOCHIMICI DI CONFERMA
( possono essere utilizzati sistemi miniaturizdati CAMPYLOBACTER TERMORESISTENTI SPECIE DI PIU' FREQWHE RISCONTRO
identificazione biochimica disponibili in commergio

C.jguni | C.coli | C.laridis
Reazione all'ossidasi H,S * *) _
Utilizzazione degli zuccheri Ac. nalidixico s s R
Reazione della catalasi drolisi dell'ippurato ¥

Testsensibilita all'acido nalidixico e alla cefaiat *Leggero sviluppo nellacqua di sineresi dopo 5rgio

Idrolisi dell'ippurato

ESPRESSIONE DEI RISULTATI
Presenza o Assenza C. termoresistente
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1.2.19 Metodo orizzontale per la conta di Bacillus cereus presunto

Metodo UNI EN ISO 7932:2005

CARATTERISTICHE Gram + catalasi + gluc.+ malt. + glic + mannitatt.|— arab. — mobile anaerobio facol. Riduce atiitr

ligadh gelatina. Emolitico aw 0,93-0,95 pH4,3-9,3pertB-43°C(esistono psicofrili) Produce tossina
ematied enterotossina.

MANIFESTAZIONI
CLINICHE

HABITAT

CAMPIONE 30 g

Diluiz. 10}
270 mL *
BPW
(T 42) ___Trasferire
1mL

10m

Diluiz. 102

___Trasferire
1mL

Diluiz. 10°
*
90 mL
TW ___Trasferire
1mL
RISULTATO DEI TEST¢

TEST Conferma presuntivB. cereus
MYP Agar Formazione di colonie rosa

con precipitato
Emolisi in AS Positivo

v

Insalate, pure, mitesdi verdure, riso.

MYP Agar

4—

Incubare a 30° C per 24 + 2 ore

Forma gastro-intestinale (Sadoica — S. emetica) Incubazione 6-16 ore (1i&)rda acuta
crampi addominali.tAtco acuto nausea, vomito diarrea contenuta. B piu di 24 ore

* Per ogni diluizione allestita in doppio usare o 2
piastre grandi (diametro 140) trasferendo 1 mL peg
piastra, o 6 piccole ((diametro 90). Distribuendol
mL in 3 piastre. Considerare 3 piastre piccole conje
fossero 1 sola.

=

7o

7

30°C

O |

1
_l—_

Incubare 2+ 48 ore.

Flole

Colonietipiche: larghe rosa, circondate da un
precipitato (produzione di lecitinasi)

Colonie atipiche: stesse dimensioni e colore delle
tipiche senza precipita:

Trasferire 5 UFC da ogni
piastra (3 piastre piccole
1 piastra) in AST13)

Il numero delle UFC/g - mL & calcolato applicatadormula

UFC/g-ml =

2a
V(n, +01n, )d

ESEMPIO:
Diluiz. UFC contate Testate Positiv Risultato
10t 65 5 5 65
10* 85 5 3 51
10? 3 3 3 3
10? 7 5 4 6
65+51+3+6 =568 arrotondato 5,7% UFC
1(2+0.1*2)* 10°
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1.2.20 Numerazione Bacillus cereus
Rapporti ISTISAN 96/35

ALIMENTI SOLIDI
Pesare una massadel campion

aggiungere diluente in misura 9x

ALIMENTI LIQUIDI

e Dal tal quale

Trasferire
0.1mL

Incubare 2+ 48

—>

Su 2 piastre di MYI
(T 714 osu piasti
PEMBA (T 82)

Trasferire
0.1 mL

ore. %

_—_

- EEDED

PEMBA (T 82)colonie d circa 5 mm,dentate, blu-turchese
con alone opaco di precipitazione di uqual colore
MYP (T 74) colonie simili ma di color rosa

v

Selezionare almeno 5 colonie da ciascuna piastra. S
colonie non ben isolate strisciare le colonie pnésae
in PEMBA incubare a 30°C per-24 ore

1

REAZIONE
VOGES-PROSKAUE

v

CONFERMA 4—‘
v ow  ——,

A/

Inoculare le colonie in prove
con terreno VPR 10) incubare
30°C per 24 ore. Da ogni prove
trasferire 1 mL per la ricer
dell'acetil-metilcarbinolo.

Aggiungere 0.2 mL di idrossi
di potassio, 0.6 du-naftolo e«
alcurni cristalli di creatina. Agital

Inoculare le colonie in prove
con terreno per i nitratiR 09)
incubare a 30°C per 24 c
Aggiungere 0.2 0.5 mL reattiw
per i nitrati. Se dopo 15 m
nessuna reazione aggiung
polvere di zingo e attendere
min. Color rosso reaz. neg.

R RIDUZIONE FERMENTAZIONE COLORAZIONE
DEI NITRATI GLUCOSIO RAPIDA (R 05)
\4 \4

In Glucose agarT( 62)
inoculare colonie

centralmente ed in profondita

e riposare 1 ora.

INTERPRETAZIONE PROVE BIOCHIMICHE B. CEREUS (GRUPPO)
PEMBA Colonie dentate, circa 5 mm color blu-turcheseaone di precipitazione (mannitolo
— lecitinasi +)
MYP Colonie di circa 5 mm color rosa con alone migipitazione (mannitolo — lecitinasi +
ESAME Cellule vegetative 4-5um di lunghezza, larghe I¥b Spore vede pit 0 meno pallidg
MICROSCOPIOCO | centrali o paracentrali senza sporangio. Globpidici neri. Citoplasma rosso
FERMENTAZIONE Produzione di color giallo e usualmente di gas
GLUCOSIO
REAZIONE VOGES- | Produzione di acetilmetilcarbinolo (95% dei casigenziata da color rosa dopo
PROSKAUER addizione dei reattivi
RIDUZIONE DEI Nitrati a nitriti evidenziata da color rosso doptilzione dei reattivi
NITRATI

PROVE

a) Emolisi su agar sangue di montonelq)
b) Mobilita (T 106)

PER DIFFERENZIARE IL B. CEREUSDA ALTRI BACILLI
( B. mycoides, B. thuringensis, B. antracis)
c) Aspetto delle colonie in agar sangue
dresenza di cristalli parasporali

ESPRESSIONE DEL RISULTATO

C=A-N-\4-F Dove: .
~ BV C = n. di colonie confermate per 100 mL
A =n. di colonie confermate
B = n. di colonie da sottoporre a conferma
N = n. di colonie caratteristiche cont
V1= volume (mL) di campione analizzato

Vs= volume di riferimento per i risultati (100 mL)
F = fattore di diluizione
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1.2.21 Ricerca di Clostridium botulinum e sue tossine (Tipo A-B E)
Rapporti ISTISAN 96/35

CARATTERISTICHE Il C. botulinum corrisponde pitl a un consorzio di specie che aspraie tassonomicamente definita.
Produce neurotossine dall'azione paralizzante inoiugn Differenti ma dallo stasso effetto (C. bagati
C.butyricum producono tossine btuliniche). Ttipi sviluppano a 37°C, pH prossimo alla neutratité
cresce a pH <4.5 (4.6-8.3) La tossina & tremolgB0e100°C per 30 min) distrutta a 100°C. Svilugpo
produz. di tossina pud avvenire a temp. E conceiotma di Aw e di NaCl a secondo del tipo.

MANIFESTAZIONI Incubazione 186 ore. Il botulismo & malattia grave per 'uomglieanimali. Paralisi muscola
CLINICHE con inizio da occhi e faccia, poi torace, bracogambe; pud avvenire morte per asfissia
HABITAT Carni, conserve (soprattutto prod. familiare), weed prosciutti affumicati o salati

(preparaxz. Artigianale) Il B. di tipo E & legaiaccansumo di pesce. (botulismo da pesce).

ALIMENTI SOLIDI ALIMENTI LIQUIDI
Alimenti sospetti analizzati Utilizzarli tal quale. Controllo pH portar
piu presto possibile vicina alla neutralitd con HCl o NaOH 1
v
50 g in mortaio sterile.

Aggiungere uguale quantita di
TFGelatinaT 102) freddoe —p Trasferire a 4°C per 6-8 ore
triturare. L'opoerazione puo es: *

fatta in busta stomacher
Centrifugare a 1200 x g per 2
min. a 4°C.

TRATTAMENTI PRELIMINARI

TRIPSINIZZAZIONE TRATTAMENTO TERMICO TRATTAMENTO CON ANTISIERI
Portare il surrnatante a pH 6.2 « Trattare il surrnatante a 100°C per 1ml di surnatante piu 0.25 mL di
NaOH o HCI 1N, aggiungere a 10 min. Inattiva I'eventuale tossiné antitossina (anti A, anti B, anti E)

In b.m. a 37°C per 30 nimuti

1,8 mL di surnatante 0.2 mL di funge da controllo negativo
sol. Acquosa di tripsiﬂa\ ¢ /

Incubare a 37° per 1 ora

MOUSE TEST
) In presenza di tossina botulinica i topi muoiono
Supernatante trattato e non, inocu entro 6 — 24 ore. Sintomi in genere entro 4 ore:
IP diverse copi di topi con 0.5 m| arruffamento del pelo, respirazione affannosa,
di preparazione/topo paralisi degli arti. Protrarre osservazione peoi&2
Coppia topi | Surnatante Trattamento Risultato se presente botulinica tossina
n.1 1mL Nessuno Coppian. 1 2 morti
n. 2 1.8 mL 0.2 mL sol. tripsina Coppia n. 2 2 morti
n.3 1mL 0.25 mL anti A-B-E Coppian. 3 2 vivi
n. 4 1.5mL 100°C per 10 nim b.m. Coppia n. 4 2 Vivi

La morte dei topi senza segni clinici di botulismmon & prova sufficiente
della presenza di tossina botulinica

IDENTIFICAZIONE DELLE TOSSINE
CALCOLO DELLA MINIMA DOSE LETALE mL (MDL/mL)
v

Diluire il surnatante con TFG(102) 1:2 — 1:10 -1:100 -1:1000 e inoculare
ogni coppia di topi con 0.5 mL di ogni diluizior@sservare i topi per 72 ore.

Determinare la MDL utilizzando la diluizione preesate a quella che uccide tutti i topi. Trattarestae
con sieri monospecifici anti A, anti B, anti Edt 10 Ul/mL) addizionando separatamente 0.25 mil
sieri secondo lo schema sotto riportato e mantemnar87°C per30 min. in b.m.

Coppia topi Diluiz. Estratto Trattamento
n.1 1mL Nessuno
n.2 1mL 0.25 mL anti A
n.3 1mL 0.25 mL anti B
n.4 1mL 0.25 mL anti E
Controllare periodicamente i topi per tre giorni
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1.2.22 Ricerca delle spore di Clostridium botulinum e identificazione
Rapporti ISTISAN 96/35

ALIMENTI SOLIDI ALIMENTI LIQUIDI
Alimenti sospetti analizzati Inoculare direttamente I'alimento
piu presto possibile con pipetta sterile

+ ESAME MICROSCOPICO
50 g in mortaio sterile.

Aggiungere uguale quantita di
TFGelatina T 102) freddo e ———p»
triturare. L’'opoerazione puo es:
fatta in busta stomacher

Forma bastoncellare eventuale presenza di

Inoculare 2-3 g di alimento o 2/8L di alimento liquido ir
due provette contenenti 15 mL di CMNI 64) e in du
provette contenenti 15 mL di TPGY (L13)

v

Trasferire una provetta di CMM e
una di TPGY a 80°C per 10 min.

v

Incubare le provette trattate e non

CMM a 35°C / \ PTGY a 26-28°C

Dopo 5 giorni osservare la crescita, torpidita,edor
digestione di carne. Osservare al microscopio la
morfologia dei batteri

.

Centrifugare parte del brodo a 12000 x g
per 20 min. a 4°C. Usare il surnatante

ISOLAMENTO

A 1-2 mL della coltura di arricctthe mostra forme sporali a 80°C per 10 min. aggite
alla coltura 1-2 mL di ugual volume di Etanolo deswsterilizzato per filtrazione.

Ve

e =
Seminare in EYAT 59) e

incubare in anaerobiosi per circa > ™~

Colonie rugose, perlacee superficie
iridescente alla luce obliqgua

Selezionare circa 10 colonie e trasferire ognuna in
TPGY (T113). Incubare a 35°C per 5 giorni. Incub
a 26°C se riscontrata tossina di tipo E

EFFETTUARE LA RICERCA DELLA TOSSINA CON PROVA BIOLGICA SU
TUTTE LE COLTURE OTTENUTE
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1.2.23 Conta di batteri solfito riduttori negli alimenti (ISO 15213:2003)

CARATTERISTICHE Il gruppo dei clostridi solfito riduttori comprendgiei clostridi dotati della capacita di ridurreomposti
ossidati dello zolfo a solfuro. Si tratta di badiborigeni Gram-positivi, anaerobi stretti. A qteegruppo
appartengono sia un patogeno quale il Clostridienfripgens, sia microorganisrapatogeni quali C.
baratti, C. bifermentans, C. celatum, C. novyip@rificum, C. paraputrificum, C. pasteurianum, C.
roseum, C. ramosum, C. saccarolyticum, C. tertium

DIFFUSIONE Normalmente saprofiti si ritrovano nel terrenmell'intestino di alcuni animali, incluso I'uorr

CAMPIONE 10 g

v

0
_ . , 3
9(? mL foluzmrI\e Trasferire 1 mL della sospensione °
| peptone sale iniziale e delle eventuali
peptonatdT 03) diluizioni successive > N\ Y
I

(1 piastra per diluizione)

Aggiungere entro 15 min. 15 mL
di Iron Sulfite agar T 65)

* Diluiz. 10*

¢////

Agitare delicatamente
e far solidificare

37+1°C
24-48t

O 1

_—
\\
Incubare ir

anaerobios >

aggiungere un secondo strato
di iron sulfite agar (5-10 mL)

* Per alimenti liquidi la prima
piastra deg essere inoculata col
campione tal quale. Alimenti
solidi con diluiz. 1:10 Colonie tipiche nere, possibilmente

circondate da una zona nera.
< Selezionare piastre con50 UFC
\/ tipiche e <300 UFC totali
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1.2.24 Numerazione Clostridium perfringens

Rapporti ISTISAN 96/

ALIMENTI SOLIDI
Pesare una massadel campione
aggiungere diluente in misura 9x

BPW _ \
(T42) Trasferire 1 mL della

sospensione iniziale e
delle eventuali successi
diluizioni

Agar TSC T 19) far
\ solidificare ed aggiungere u
X

strato dello stesso terreno -

NN
o

Scegliere 5-10 colonie nere e
trasferirle in B. tioglicollato
(T 25) incubare a 37°C per

<4 18-24 ore

Dopo incub.eseguire strisci

Agar TSC T19) far
solidificare ed aggiungereu ——_p

strato dello stesso terreno

Dopo incubazione

« Trasferire 1 mL

Incubare 20 ore ), |1
anaerobiosi

35

ALIMENTI LIQUIDI
da tal quale

Incubare 18-24 ore a 37°c

scegliere almeno u
col.onia caratteristica per le
PROVE DI CONFERMA \./

PROVE MOBILITA’ E DEI NITRATI /

\

Seminare per infissione le colonie in ter. mobratit(T 107)
Incubare in anaerobiosi a 37°C per 24 ore. Verifick
crescita e la mobilita . Presenza deri nitriti aggjere 0.2.5
mL del ret. Nitriti (R 09). Colorazione rossa entro 15 n
pos., al contrario aggiungere polvere di zingorefd min
color rosso neg (presenzadi nitrati)

persistenza color giallo pos. (assenza nitrati)

Sa

PROVA DEL LATTOSIO-GELATINA

\

Inoculare le colonie in Terre
Lattosio-gelatina T105) incubare i
anaerobiosi a 37°C per 28 ore
Presenza di gas e color giallo indic
fermentaz. Lattosio, raffreddare peér
ora in frigo per evidenziare
liguefazione della gelatina

Espressionedd risultato

utilizzare la N =L
are il nurr »> V*(n +01*n,)d

somma delle colonie confermate

volume dell'inoculo in mL in ogni piastra

numero delle piastre considerate per la primazidoie
numero delle piastre considerate per la sidiluizione

b C Numero di_ coloni_e sospette Dopo le prove di conferme
a=—*(C b Numerodicolonie _ — seguente formula per calcol
A A Numero di colonie saggiate di colonie appartenenti alla specie
a Numero di colonie calcolate
>C
\%
Ny
N
d
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1.2.25 Metodo orizzontale per la conta di Stafiloco  cchi coagulasi -positivi
(Stafilococcus aureus e altre specie) UNI EN ISO 6888 — 1:2004

CARATTERISTICHE Gram + catalasi + coagulasiduce i nitrati. Non sporigeno. Moderatamente #&qgfiroduce
alfa bglamma delta emolisi. Sviluppa a 30-37°C (5,6-3¢€7,0-7,5 aw 0,86-0,87.
Produhkee tipi di enterotossina. Glucosio, lattosio, n@sio positivi.

MANIFESTAZIONI Incubazione 2-4 ore (1-8)us®a, vomito, dolori addominali, prostrazione, megate diarrea
CLINICHE disidratazione, teenptura inferiore alla norma. Durata 1-2 giorni.
HABITAT Carni, pesce, salympasticceria, gelato,insaccati.

CAMPIONE 30 g

Diluiz. 10"
* * Per ogni diluizione allestita idoppio usare
270 mL Trasferire N.B. —p 2 piastre grandi (diametro 140) trasferendo :
BPW — 1imL > per piastra, o 6 piccole ((diametro ¢
(T 42) @ @ @ Distribuendo 1 ml in 3 piastre. Consideral
piastre piccole come fossero 1 sola.

Agar Baird-ParkerT 21) Ve
10 mL ]
Diluiz. 10* I~ 35037 °C
N
90 mL Trasferire @ @ >
T™W T 1mL
(T 112) I

1

Incukare 24- 48 ore.

&) (O

Colonietipiche: nere o grigie, lucenti e convesse
circondate da alone chiaro.

Colonie atipiche: stesse dimensioni e colore delle
tipiche senza alone.

10 mL

Diluiz. 10° ¢

*

Trasferire
90 mL — 1imL >

Trasferire 5 UFC da og
< piastra (3 piastre piccole
=1 piastra) in BHIT 23)

Test coagulasi incubare Incubare a350 37°C p
350 37°C max 24 ore 24 + 2 ore
2a
UFCg/m = —F————
V(n, +01n,)d

> a somma delle colonie confermate

V  volume dell'inoculo in mL in ogni piastra

n, numero delle piastre considerate per la prirhazithne

n, numero delle piastre considerate per la stdiluizione
d fattore di diluizione corrispondente allanpat diluizione
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1.2.26 Staphylococcus aureus
Rapporti ISTISAN 96/35

CAMPIONE SOLIDC CAMPIONE LIQUIDC

10g
90 ml é i ') ( ; Trasferire da 0.1 a0.5 mL in
Trasferire da 0.1 a 0.5 mL . .
> due piastre di BPAT(21) —

| BPW due piastre di BPAT(21) - ;
—F42) Dalla diluizione iniziale @ @ Direttamente dal campione | ——

10*

Effettuare ulteriori diluizioni del campione sati@ del
campione liquido fino a 1:1000 (10. E procedera &lfo
semina in BPA con le stesse modalita

v

Incubare le piastre 24-48

O ]

0]

Colonietipiche: nere o grigie, lucenti e convesse

circondate da alone chiaro.
Colonie atipiche: stesse dimensioni e colore delle
N\ /v\ /  tipiche senza alone.

Sdezionare almeno 5 colonie tipiche e noi
ciascuna piastra
Trasferirle in BHI [ 23) incubare 24-48 ore

QO]

]
_—_ Q

TEST COAGULASIRO03)

Dopo incubazione del BHI incubare a 350 Verificare la coagulazione
esequire —> 37°C max 24 ore |2 > del plasma dopo 4-6 ore
COLORAZIONE GRA ESPRESSIONE DEL RISULTATO
Dove:
C=A-N-\-F C = n. di colonie confermate per 100 mL
B-V A = n. di colonie confermate

B = n. di colonie da sottoporre a conferma

N = n. di colonie caratteristiche cont

V1= volume (mL) di campione analizzato

Vs= volume di riferimento per i risultati (100 mL)
F = fattore di diluizione
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1.2.27 Staphylococcus aureus
Rapporti ISTISAN 96/35 (Tecnica MPN)

CAMPIONE 50 g

v

250 mL Trasferire in
BPW | _ ogniprovetta —p |
42) 1mL ||
Diluiz. 10™ ~—

Oom

90 mL Trasferire in
™ ogni provetta
— COmPOIEE L
—F112) m ||
‘ Diluiz. 102 |

10 mL

v

90 mL Trasferire in =
W —— ogniprovetta L
1mL |

:

=

10 mL di Brodc
TSBcp [ 39)

10 mL di Brodc > Incubare
TSBcp T 39) 48 ore

10 mL di Brodc
TSBcep [ 39)

—
Diluiz. 10°
Selezionare da ogni
piastra almeno una
<— colonia tipica e trasferi
Incubare a 37° in BHI 23
per 2¢+-48 ore T2

Colonietipiche: nere o grigie, lucenti e convesse
circondate da alone chiaro.

Colonie atipiche: stesse dimensioni e colore delle
tipiche senza alone.

v

Dopo incubazione del BHI
esequire

¥ a

COLORAZ. GRAM R 04) TEST COAGULASI

incubare a 35 o]~
37°C max 24 ored

(R 03)

ESPRESSIONE DEL RISULTATO

Leggere il valore MPN/g o mL nellakalla n.1 ¢
Mac Crady e moltiplicare tale valore per l'inveide
fattore di diluizione della prima serie di prov:
considerata per ricostruire il numero caratteristic
Il valore MPN rilevato dalla tabella determine
Numero Piu Probabile tramite formule

—-» C.,=N

S

Y/

S

41

a 37 °C

1l
_M_

v

Dopo incubazione trasferire
da ogni provetta un’ansata in
BPA (T 21)

v

Incubare a 37°
per 2¢-48 or¢

— @&

Q——

Verificare la coagulazione
del plasma dopo 4-6 ore

Cs = concentrazione piu probabile nella
quantita di riferimento Vs
N = valore MPN letto nella tabella 1
F = fattore di diluiz. Della diluiz. Base
Prescelta (es. F= 10, 100 etc.)
V = fattore di diluizione in base alla tabella
Vs = quantita di riferimento scelta (g o mL)



1.2.28 Conta Pseudomonas spp in carne e prodotti a base di carne (ISO 13720:2010)

Pseudomonas spp sono batteri a fodinaastoncello, mobili per flagelli polari, Grameerobi, catalasi +
ossidasi +. | membri delle varie specie hanno teriatiche metaboliche diverse, quindi sono in grdi
colonizzare varie nicchie, molte specie producagmpnti fluorescenti e/o colorati.

CARATTERISTICHE

MANIFESTAZIONI La maggior parte Pseudomonas spp. sono naturalmesittenti alla penicillin@ la maggior parte ¢
CLINICHE relativi beta-lattamici antibiotici Provocano infezioni alle vie urinarie, ulcere rezali e cheratit
setticemie, gastroenteriti nei neonati, broncopaiithe meningiti.

Acque contaminate, vegetali, carni, latte e dérivabatteri del genere Pseudomonas sono in gre

HABITAT provocare negli alimenti numerosi fenomeni raltiwi. Nel caso del latte ed i suoi prodotti detivgli
enzimi prodotti da questi microrganismi possonoseae comparsa di sapore amaro, di odori atipid
rancido, colore grigiastro, gelificazione dei praidoHT, difetti di struttura. Alcuni ceppi possopoodurre
pigmenti fluorescenti e/o colorati, che possondedre all’alimento colorazioni innaturali.

Omogenizzare 10 g del
campione in 90 mL di
soluzione peptonatd (03)
AY

¢ Trasferire 0,1 mL su ogni pias
*Allestire eventuali diluizioni —» di CFC (T 89) entro 1015 min.
(1 piastra ogni diluizione)

0
. . S ) 102
Per alimenti liquidi la prima

piastra deve essere inoculata ci
campione tal quale. Alimenti
solidi con diluiz. 1:10

107

25+1°C

incubare
44— per44+4n

]
T —

\

Provedi conferma
Dopo l'incubazione selezionare 5 UFC tipiche dai pigstra dell
due diluizioni, prelevare una parte di ogni cofonistrisciare su
carta bibula inumidita dal reattivo per I'oxidasi

v

Oxidasi R02)

L e colonie ossidasi positive sono
confer mate come Pseudomans spp
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1.1.29 Conta Pseudomonas spp in latte e derivati (ISO/TS 11059:2009)

Omogenizzare 10 g del
campione in 90 mL di
soluzione peptonatd (03) 0

v ()

*Allestire eventuali diluizioni > Trasferire 0,1 mL su ogni pias

(1 piastra ogni diluizione) di PPA (T 88) entro 10-15 min. @
10?

*Per alimenti liquidi la prima
piastra deve essere inoculata ci p ‘
campione tal quale. Alimenti
solidi con diluiz. 1:10

25+1°C )
incubare

I < per48+2h

L]

Provedi conferma
Selezionare 5 UFC atipiche da ogni piastra delk
diluizioni e trasferirle in Nutrient agaf (79)

e
25x1°C conferma biochimica
8 24-48
Incubare P ore Dopo incubazione > 0
prelevare una parte di ®
ogni colonia isolate A

|
strisciare su carta bibula inumid
dal reattivo per I'oxidasi
v

_—_ Oxidasi R02)

e Se test ossidasi negativo
trasferire le stesse colonie
25+1 in Glucosio agarT62)
24+3

<4— Incubare ——

al test del glucosio sono confer mate
come Pseudomonas spp

ore
]
T —
Le colonie ossidasi positive e negative
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1.2.30 Conta di batteri lattici mesofili negli alimenti (ISO 15214:1998)

CARATTERISTICHE | batteri lattici sono bacilli Gram positivi, immilib asporigeni, anaerobi microarofiliSono privi d
catalasi, di citocromo ossidasi, di riduttasi &tsui nitrati. Metabolizzano gli zuccheri con proeidne d
acido lattico. | mesofili si sviluppano a temperatal di sotto dei 40°C (con un optimum tra i 20i
30°C)

HABITAT Sono largamente diffusi in natura, benché, datartaspecializzazione, ogni specie sia confinataria
piu abitat caratteristici, all'interno del qualdatteri lattici giocano spesso un ruolo importanitie €
desiderabile, anche quando noma@resenti in numero dominante. Infatti, queshitaa (vegetali, latt
intestino, ecc.) favoriscono la crescita di maltii datteri chemio eterotrofi, ma la grande quindi acid
organici (lattico e acetico) che si accumula @aorkscita di batteri lattici, unita alla loro agitblleranzs
alla produzione di acqua ossigenata e all'eventpedeuzione di batteriocine o di sostanze antiboti
simili, finisce col farli predominare numericamen® giustifica cosi I'effetto batteriostatico attericid:
da essi esplicato nei confronti dei germi nocisponsabili delle alterazioni delle caratterist
organolettiche degli alimenti fermentati (Eseudomans, Achromobacter, Flavobacterium) o pericolos
per la salute pubblica (eSalmonella, Clostridium, Staphylococcus).

| CAMPIONE 10 ¢

v

90 mL 0

soluzione di .
peptone sal Trasferire 1 mL

5\
peptonata In tutte le diluizioni
(T 03) ——— (1 piastra per diluizione) ——p> \ y

* Diluiz. 10 |

*Per alimenti liquidi la prima Entro 15 i, 75 mL
) : < di MRS (T 76)
piastra deve essere inoculata ci
campione tal quale. Alimenti ///
solidi con diluiz. 1:10 / -
7

30 £1°C
72+3
ore

Agitare 7/, N 1
delicatamente; ; il —— Incubarn —P

N Z. |]:|
———

< Colonie tipiche compatte, con aspetto
@ piumoso, piccole, opache e bianche
\/ Selezionare piastre coms00 UFC tipiche

Diluizione Diluizione Controllo
10t 10?

Colonie sospette

COLORAZ. GRAM
N 7 (R 04)
CATALASI (R 01) / \

H20, 0 Gram pos.
30% g

Catalasi neg.
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1.2.31 Ricerca lieviti e muffe - Rapporti ISTISAN 96/35

CARATTERISTICHE | miceti hanno dimensioni maggiore dei batteri, Ju® essere unicellulari (lievit) o filament

pluricellulari (muffe) in questi ultimi la parte getatva é costituita da filamenti (ife) che produconors

(parte riproduttiva) I'insieme dell’ife costituisdemicelio. Le colonie con micelio aereo sono dettuffe

Quelle costituite da blatospore isolate di consizte cremosa sono colonie-lievito. Lelarge d

blastospore con capacita di produrre pseudomiselim dette lievito formi. Il corpo di un micete ceil.

o filamentoso € detto tallo e si origina sempreuda spora. La spora si riproduce per via ses:

asessuale o veaoetati

MANIFESTAZIONI | miceti sono responsabili di micosi superficidlnéa o pitiriasi versicolor), cutanee (tigne adfizie),
CLINICHE sottocutanee (sporotricosi) e sistemiche (blastosilicTra i lievitiformi la Candida albicans e caus
infezioni acute o subate. Nellacqua i funghi assumono significato negat(produzione ¢
micotossine), negli alimenti il limite di accetthtsi & variabile ed in funzione della materia prjrtasui
conservazione ed i processi di produzione. Comurmfuighe elevate di mitepossono deteriora

Presenti in terreni e materie prime crescono aitleendizioni estreme, quali basse temperatureat
HABITAT acidita, scarsita di acqua. | lieviti si ritrovaaoche in ambienti acquatici e la spora fungina ywveére
anni in condizioni sfavorevoli

N ) S N . S )
Omogenizzare in 270 mL di Allest|r_e eventuqh ql|||_J|_Z|on| P_er alimenti liquidi le prime du
BPW (T 42) 30 g del campione4> (Due piastre ogni diluizione) plastre_ devonc_> essere inoculate
Trasferire 0,1 mL su ogni piastfa con il campione tal quale.

entro 1¢-15 min. Alimenti solidi con diluiz. 1:10

spatolamento. Se si adotta il metodo per
Per gli altri alimenti: Yeast-dexstrose-

inclusione trasferire 1 mL per piastra e )
ricoprire con 15-20 mL di terreno di coltura. 10 clhoramphenicolo-agar-mediurfi (24)

N.B. La tecnica migliore & ritenuta quellamp @ @ 10t **Usare per carne e derivati : Yeadxtros
oxytetracicline-gentamicin-agar (125)

incubare
per 3-5 gg

25°C

]
T —

v

Annotare le colonie presuntive
considerando le piastre che contengon
15 e 150 colonie

MUFFE *LIEVITI
larghe piatte superficie fioccosa o cotono piccole mucose spesso con odore di
polverulenta bianche o colorate. lievito di pane

Eventualmente prelevare con I'ansa parte di unanimled allestire preparato microscopico.

Esama a fresco stemperare le
Colorazione GramR 04.) In 1 goccia di HO sterle. Coprire

con vetrino copri oggetti.
)] Lieviti forma ovale, grandi —
> blu-neri Gram positivi < S
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1.2.32 Conta lieviti e muffe in alimenti con aw > 0.95 (ISO 21527-1:2008)

Omogenizzare 10 g del *Allestire eventuali diluizioni

campione in 90 mL di soluziol T (Una piastra ogni diluizione)

peptonata 0.1%T(03) Trasferire 0,1 mL su ogni piastra
DRBC (T 58)

*Per alimenti liquidi la prima
piastra deve essere inoculata ci
campione tal quale. Alimenti
solidi con diluiz. 1:10

O
v

incubare
per 2-5 gg

N.B. La tecnica migliore € ritenuta quella |
spatolamento. Se si adotta il metodo per
inclusione trasferire 1 mL per piastra e

ricoprire con 15-20 mL di terreno di coltura.

10t

10?

25+ 1C*

]

_—_

v

Annotare le colonie presuntive
considerando le piastre che contengon
10 e 150 colonie

MUFFE
larghe piatte superficie fioccosa o cotono
polverulenta bianche o colorate.
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1.2.33 Conta lieviti e muffe in alimenti con aw £ 0.95 (ISO 21527-2:2008)

Omogenizzare 10 g del *Allestire eventuali diluizioni
campione in 90 mL di soluziol T (Una piastra ogni diluizione)
peptonata 0.1%T(03) Trasferire 0,1 mL su ogni piastra
DG18 T 57)
*Per alimenti liquidi la prima N.B. La tecnica migliore & ritenuta quella |
piastra deve essere inoculata c spatolamento. Se si adotta il metodo per
campione tal quale. Alimenti inclusione trasferire 1 mL per piastra e

solidi con diluiz. 1:10 ricoprire con 15-20 mL di terreno di coltura.

1¢?

O w
v

incubare
per 2-5 gg

25+ 1C*

]
T —

v

Annotare le colonie presuntive
considerando le piastre che contengon
10 e 150 colonie

MUFFE LIEVITI
larghe piatte superficie fioccosa o cotono piccole mucose spesso con odore di
polverulenta bianche o colorate. lievito di pane
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1.2.34 Filth-test sfarinati e prodotti di trasformazione
(DM 12.01.1999 GU n. 64 18.03.1999)

| CAMPIONE IN ESAME

Pesare 50 g

Introdurre ancoretta magnetica e porre in

Aggiungere 15mL di HN@a_I 65% agitatore riscaldante. Portare ad ebillie
—> e 4-5mLdi Alcol Isc-amilico per 10 — 15 min. Raffreddare sotto acqua
corrente

CH;COOH
30% 300 ml

Trasferire in beuta di Wildman,

sciacquando piu volte con@ distillata <4+—

Agitare con bacchetta in vetro @ o @
evitando formazione di grumi ( \

Portare la soluz. fino |
alla base del collo 1

della beuta di W. con

alcol denaturato a 60° > —>

Aggiungere130 mL

di benzina o eptano.
Agitare
vigorosamente.
—
N—— _—
— _ Ej

Lasciar riposare Intrappolare nel
per 5 min. collo della beuta di
W. Lo strato di
benzina o etanolo

] L
Versare nellimbuto Buchner contenente un disco di
T carta da filtro. Aspirare. Ripetere per 3 volte la
\ flottazione e la filtrazione
|

Osservare il /
disco al [
microscopio [

stereoscopico < \

|
&

Eventualmente Liquido 7
\ approntare preparati —» di Faure —» | |—> | () | —>
{ ) microscopici
montando i frammen ]
\___/ su vetrino con liquido Osservazione al

di Faure 48 microscopio ottico



1.2.35 Schema riassuntivo dei terreni colturali per ricerche microbiologiche su alimenti

Terreni arricchimento e

Terreni differenziali

Microrganismi Metodo : . : Terreni selettivi -
arricchimento selettivo e reattivi
. . Plate count broth(PCB)
Prove di sterilita Plate count agar (PCA)
Buffered peptone water
. . (BPW)
%erlt(:)%lgattenca U4'\g3§',\££40 Acqua triptonata (TW)
' Plate count agar (PCA)
Agar gelisato
Buffered peptone water
Coliformi UNERSC | @Pw) Verde brillante (BGB)
Acqua triptonata (TW)
Buffered peptone water Violet red bile lactose agar
Coliformi 150 4832:2008| (BPW) lactose agar (VRGL)
' Brillian green lactose bile broth
Acqua triptonata (TW) (BGLB)
Buffered peptone water
| (BPW) . .
Enterobatteriaceae lSO_ 21258 Acqua triptonata (TW) Violet red bile glucose agar Ossidasi
2:2004 : (VRGG)
Nutrient agar
Glucose agar
Hektoen enteric agar (HEA)
Salmonella uova Rapport Acqua peptonata tamponata| Muller-Kauffmann Colorazione di Gram

fresche

ISTISAN 96/35

Tryptic soy agar (TSA)
Plate count agar (PCA)

tetrathionate br oth (MK)
Rappapor Vassiliadis s.p. br
(RVS)

Ossidasi
Sieri gruppo

Salmonella nei
molluschi

Rapporti
ISTISAN 96/35

Acqua peptonata tamponata
(APT)

Semi solid Rappaport-
Vassiliadis med.(MSRV)

Siero agglut. anti-H

Buffered peptone water

Muller-Kauffmann
tetrathionate br oth (MK)
Semi solid Rappaport-
Vassiliadis med.(MSRV)

Triple sugar iron agar
3-galattosidasi

Salmonella spp Uggégéﬁg (BPW) Hektoen enteric agar (HEA) | Urea agar
: Plate count agar (PCA) Xilosio lisina desossicolato Lisine iron agar
agar (XLD) Sieri gruppo
Rappaport-Vassiliadis soya
peptone br. (RVS)
- . Buffered peptone water
I(EBSC ;gég?;an?gg i ISO 16649- | (BPW) Tryptone bile glucoronide
positivo) 2:2001 _ medium (TBX)
Acqua triptonata (TW)
Brodo peptone sorbitolo Sali
biliari (PSB) Urea triptofano
Yersinia Rapport Brodo irgasan tiqarcillina Salmon_ella shig_ella _ o ossida_tsi _
enterocolitica ISTISAN 96/35 clorato di potassio (ITC) desossicolato di sodio Sali di | Deaminasi
Cefsulotina irgasan calcio (SSDC) Agar Kligler
novobiocina agar (CIN) Test biochimici
Agar nutritivo
L Half fraser broth
Listeria Listeria Fraser broth (FB) CAMI_D\test
monocytogenes R . . Oxford agar Mobilita
e - apporti Brodo triptone soya estratto ]
(negli alimenti Catalasi

escluso latte
e derivati)

ISTISAN 96/35

di lievito (TSYEB)
Agar triptone soya estratto d
lievito (TSYEA)

Listeria palcam agar (LPA)

Colorazione di Gram
Test biochimici
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Terreni arricchimento e

Terreni differenziali

Microrganismi Metodo . . : Terreni selettivi L
arricchimento selettivo e reattivi
Brodo arricchimento selettiv
o &g N CAMP test
Listeria Brodo arricchimento selettivo Listeria palcam agar (LPA) .
. Terreno per la mobilita
monocytogenes Rapporti tamponato (BEB) Colorazione di Gram
(nel latte ISTISAN 96/35 | Agar triptone soya estratto di )
o gt Catalasi
e derivati) lievito (TSYEA) Oxford agar N
. Test biochimici
Brodo triptone soya estratto
di lievito (TSYEB)
Acqua peptonata tamponata
(APT)
Listeria Fraser broth (FB) - .
N - . Brodo per utilizzazione
Listeria . Agar triptone soya estratto di : . ;
Rapporti g dei carboidrati
monocytogenes lievito (TSYEA) Oxford agar
(numerazione) ISTISAN 96-35 Brodo triptone soya estratto Terreno per la mobilita
di lievito (TSYEB) P
Agar sangue Columbia
(ASC)
Agar triptone soya estratto di Listeria accordino to Ottavini- g':t'\;g;ies'[
Listeria UNI EN ISO lievito (TSYEA) Agosti (ALOA Colorazione di Gram
monocytogenes 11290-1:2005 Brodo triptone soya estratto g?éageziﬁizn;c;g:gtr?e dei
di lievito (TSYEB) Listeria palcam agar (LPA) L
carboidrati
Half-Fraser broth CAMP test
Agar tribtone sova estratto di Listeria accordino to Ottavini- | Catalasi
Listeria UNI EN ISO Iiegvito (‘FI)'SYEA) y Agosti (ALOA Col.orazione di Gram
monocytogenes 11290-2:2005 Ter. per la mobilita

Brodo triptone soya estratto
di lievito (TSYEB)

Listeria palcam agar (LPA)

Brodo putilizzazione de
carboidrati

Vibrio colerae

Rapporti
ISTISAN 96/35

Acqua peptonata alcalina
(AP)

Brodo gelatina fosfato
(GPSB)

Agar gelatina fosfato (GPSA

Tiosolfato citrato bile
saccarosio agar (TCBS)

Triple soy agar 1%
NaCl (TSA)

Agar ferro Kligler

Prove biochimiche

Vibrio
paraemolyticus

Rapporti
ISTISAN 96/35

Brodo salt polimixina B
(SPB)

Brodo salino glucosio sodio
duodecil lauril solfato
(GSTB)

Agar trifenil tetrazolio
(TSAT)

Agar nutritivo salino

Acqua peptonata salina
alcalica (APA)

Tiosolfato citrato bile
saccarosio agar (TCBS)

Ossidasi
Terreno per la mobilita

Test biochimici

Campylobacter
termoresistente

Rapporti
ISTISAN 96/35

Preston broth

Park sanders Broth
Preston agar

Agar sangue nutritivo con
supplementi (NBG)
Brucella broth

Blutzler agar Modificato
Karmali agar
Campylobacter blood free
selective agar (CAT)
Skirrow agar

Colorazione di Gram

Crescita 25 °C

Test biochimici

Bacillus cereus
presunto

UNI EN ISO
7932:
2005

Buffered peptone water
(BPW)

Acqua triptonata (TW)

Mannitolo egg yolk polymyxin
agar (MYP)
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Terreni arricchimento e

Terreni differenziali

Microrganismi Metodo . . : Terreni selettivi L
arricchimento selettivo e reattivi
. Glucose agar
aﬂoﬁcr?]';?(lifgg yolk Reag. Per reazione di
Bacillus cereus Raporti Peptone mannitol bromthymol \éggesgrigzl:éuiritrm
Numerazione ISTISAN 96/35 | agar (MYP) bleu agar (PEMBA) 9. :

Agar sangue di montone

Reattivi per evidenziare
cristalli parasporali
Terreno mobilita

Tampone fosfato gelatina

Clostridium (TFGelatina)
botulinum Rapporti Cooked meat medium broth
Spore e ISTISAN 96/35 | (CMM) Egg yolk agar
identificazione Trypcase peptone glucose
yeast (TPGY)

Clostridium
botulinum
e sue tossine

Rapporti
ISTISAN 96/35

Tampone fosfato gelatina
(TFGelatina)

Antisieri

Clostridium
perfringens

Rapporti
ISTISAN 96/35

Agar triptosio solfito
cicloserina

Brodo tioglicollato

Ter. mobilita-nitrati
Ter. lattosio gelatina -
reat.per nitriti

Conta batteri

L . ISO )
SO|fIt.O r]dutto.rl 152132003 Acqua peptonata Iron sulfite agar
negli alimenti
Bufferet peptone water
Stafilococco UNI ENISO (BPW)
Coagulasi Acqua triptonata (TW) Baird parker agar (BPA) Reattivo per coagulas|
-~ 6888-1 . . .
positivo Brain Hearth infusion broth
(BHI)
Bufferet peptone water
Safilococcus Rapporti (BPW) . Coagulasi
Aureus ISTISAN 96/35 | Brain Heart infusion broth Baird parker agar (BP) Colorazione di Gram
(BHI)
. Bufferet peptone water
) Rapporti .
Stafilococcus ISTISAN 96/35 (BP.W) . . Baird parker agar (BP) Coagula}5| .
Aureus Brain Heart infusion broth Colorazione di Gram
Metodo MPN
(BHI)
Pseudomonas sp 1SO
Carne e prodotti - Soluzione peptonata Pseudomonas agar base/CFC  a€lssid
) 13720:2010
base di carne
Pseudomonas spp ISO/ITS Soluzione peptonata Pseudomonas agar base con| Ossidasi
In latte e derivati 11059:2009 | Nutrient agar suppl.to PP Glucosio agar
Batteri Lattici ISO . . Coagulasi
mesofili 15214:0998 Soluzione peptonata MRS agar with tween 80 Colorazione di Gram
_ Bufferet peptone water Yeast d_e>_<trose oxytetracicline
Rapporti gentomicin agar

Lieviti e muffe

ISTISAN 96/35

(BPW)

Nutrient agar

Yeast dextrose clhoranfenicol
agar medium

Lieviti e muffe

alimenti con ISO_ 21527 Soluzione peptonata DRBC agar base
1:2008

aw > 0.95

Lieviti e muffe

alimenti con lSO_ 21527 Soluzione peptonata DG 18 agar base
2:2008

aw< 0.95
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2.1 Normativa e modalita

53



2.1.1 Acque potabili

Gli esami microbiologici per le acque potabili sosibiliti, in attuazione della direttiva 98/83/Céal
Decreto Legislativo del 2 febbraio 2001, n.31, phecisa (art.2) cosa si deve intendere per “acegtrte
al consumo umano”:
* acque trattate e non trattate destinate ad usdifta preparazione cibi e bevande o altri usi
domestici, fornite attraverso rete di distribuzipcisterne, bottiglie o contenitori ;
e acque usate da imprese alimentari per fabbricazidretamento o conservazione o I'immissione
nel mercato di prodotti 0 sostanze destinate atwmo umano;
e impianti di distribuzione domestici per l'erogazéordell’acqua destinata al consumo umano,
compresa la rete esterna.
Il campionamento per le analisi deve essere fatt@cipienti sterili dalla capacita di almeno 500 ennel
rispetto scrupoloso delle norme di asepsi.
Per le acque clorate e opportuno che le bottigkatas per i prelievi contengano sodio tiosolfato
(Na:S,05BH,0) al 10% nella quantita di 1 mL per litro di acqllaampione va conservato in frigo a + 4°C
fino al momento delle analisi.
Il D.Lgs. 31 per le analisi microbiologiche prevedsd|'allegato | i seguenti parametri e valori:

PARAMETRI E VALORE DI PARAMETRO

Parametro Valori di parametro
Escherichia coli 0/100 mL
Enterococchi 0/100 mL

ACQUE IN VENDITA IN BOTTIGLIE O CONTENITORI

Parametro Valori di parametro
Escherichia coli 0/250 mL
Enterococchi 0/250 mL
Pseudomonas aeruginosa 0/250 mL
Conteggio delle colonie a 22T 100/ mL
Conteggio delle colonie a 37C 20/ mL

PARAMETRI E VALORE DI PARAMETRO

Parametro Valori di parametro
*Clostridium perfringens
(compreso s;l)aore) ) 0/100 mL
Conteggio delle colonie a 22T Senza variazioni ano male
Batteri coliformi a 37C 0/100 mL
Per le acque confezionate in
bottiglie o contenitori 250/ mL

*Tale parametro non deve essere misurato a menie elegjue provengano o siano influenzate da acquerfaiali. In

caso di non conformita con il valore parametricdAl&.L. competente al controllo dell’approvvigionanto d’acqua
deve accertasi che non sussistano potenziali piegeo la salute umana derivanti dalla presenzanitirorganismi
patogeni esempio il cryptosporidium. | risultati witti questi controlli debbono essere inseritileeaklazioni che
debbono essere predisposte ai sensi dell’art. d8nzo1.
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Il Decreto Legislativo sopra citato prevede inolitee tipi di controllo:

Controllo di routine (Allegato Il tabella A punto 1)intende ad intervalli regolari controllare la qtzli
organolettica e microbiologica delle acque forrpgs il consumo umano, nonche l'efficacia di eveltua
trattamenti di disinfezione a cui I'acqua puo ess®ttoposta, controlla i valori de i seguentiapaetri:

» Clostridium perfringens comprese le spore(solo se le acque provengonomisfluenzate da acque
superficiali;

e Escherichiacoli;

* Pseudomonas aeruginosa (solo per le acque vendute in bottiglie o in carttei);

» Carica batterica a 22°C e 37°Qsolo se le acque provengono o sono influenzateaactpue
superficiali);

» Batteri coliformi a 37°C

Controllo di verifica (Allegato Il tabella A punto 2): accerta che tittialori dei parametri contenuti nel
decreto siano rispettati. L’autorita sanitaria cetepte, se lo ritiene opportuno, puo inoltre riaeeci
seguenti parametri accessori:

* Alghe * Batteriofagi anti E. coli

e Elminti « Enterobatteri patogeni

* Enterovirus e Funghi

e Protozoi e Pseudomonas aeruginosa

« Stafilococchi patogeni
La normativa non viene applicata per le acque ralheraturali e medicinali riconosciute, e tutte Bpieacque,
individuate da apposito decreto, destinate a quegglche non hanno ripercussioni dirette o indérstilla salute dei
consumatori.

2.1.2 Acque minerali

Per quanto riguarda le acque minerali la normdivédierimento riportante i metodi di analisi dadlimzare € il DM

del 13.1.1993 GU n. 14 del 19.01.1993 (Metodindiliai per la valutazione delle caratteristicherabologiche e

di composizione delle acque minerali naturali elatith per i relativi prelevamenti dei campioni).

Il prelievo alla sorgente € effettuato dal perserniatnico laureato del laboratorio che eseguedeepfart.3
DM 13.1.93) alla presenza dell’autoritd sanitar@mpetente per il territorio che redige il verbale d
prelevamento (art.4 DM 13.1.93). Ai fini del ric@uomento delle acque minerali naturali debbonoresse
eseguite le analisi microbiologiche secondo quangwisto dall’art. 1 del DM 13.1.93.

E’ opportuno effettuare il prelievo nel punto piicimo alla sorgente 0 pozzo. Sarebbe necessatialea
proposito, che la conduttura di adduzione fossatdati apposito rubinetto.

Prima del prelievo far scorrere I'acqua dal ruldimelicuni minuti al fine di rinnovarla negli eveatupunti
morti della conduttura. Pulire con un batuffoloodatta imbevuto di alcol etilico a 95° il rubine#da zona
circostante. Infine flambare con una lampada buesemperto il rubinetto, far scorrere I'acqua a.fil

Nel rispetto scrupoloso dell'asepsi riempire lenmitre bottiglie sterili da 1000 mL fino a 2-3 cm
dall'imboccatura.

Le operazioni di prelievo devono essere ripetite dlie volte a distanza di 10 minuti da un preligaltro.
Costituire tre aliquote omogenee ciascuna compdatdre bottiglie da 1000 mL, ricordando che ogni
aliquota deve essere composta da una bottigliaadicena serie di prelievo (vedi schema operativo di
prelievo).
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2.1.3 Schema operativo di prelievo

PRIMO PRELIEVO SECONDO PRELIEVO TERZO PRELIEVO

Attendere Attendere
1litro 1litro 1litro 10 minut 1litra 1litro 1litro 10 minut 1litro 1litro 1litro

1litro 1litro 1litro 1litra 1litra 1litra 1litra 1litra 1litro

ALIQUOTA ALIOUOTA ALIQUOTA

Una delle aliquote sara consegnata al responsdblla sorgente mentre le altre saranno trasposite
laboratorio per le analisi.

Il prelievo dell’acqua imbottigliata é effettuatalgersonale del dipartimento della prevenzion&adebL di
competenza del territorio.

Il trasporto dei campioni & fatto con cassetta eoita munita di batterie di ghiaccio, le prove
microbiologiche devono iniziare prima possibiletrencomunque il periodo di validitah commerciale del
prodotto.

Il campione & conservato a #+42°C.

L'aliquota da analizzare é riunita, al momento agltova, in un pallone sterile munito di tappo @one da

5 litri. Agitare il contenuto con movimenti rotator

Se l'acqua da analizzare e gassata o effervesonatteale aggiungere circa 200 g di palline di veterili e
I'agitazione deve proseguire fino ad ottenere fieaee degassificazione.
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2.1.4 Tempi massimi e accettabili raccomandati per

per analisi microbiologiche

la conservazione dei campioni di acque

Microrganismi

Tempo massimo

Tempo accettabile

in ore in ore
Organismi vitalia 22 CT0 36 T 8 12
Escherichia coli e coliformi 12 18
Enterococchi 12 18
Batteri e spore di Clostridi solfito riduttori 48 72
Salmonella e altre Enterobacteriaceae 12 18
Staphylococcus 8 12
Pseudomonas aeruginosa 8 12
Legionella 48 72
Campilobacter 6 8

Da “Metodi analitici per le acque” manuale APAT SR-CNR 29/2003
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2.2 Schemi di diagnostica batteriologica
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2.2.1 Ricerca Legionella spp. Campionamento e prelievo
(Documento 04.04.2000 G.U. n.103 5.5.2000 Alleg. 2)

Campionamento

e Acqua fredda o calda

e Depositi in serbatoi

* Incrostazioni in tubature e depositi

e Tamponi effettuati su rubinetti ecc.

« Acqua di condensa degli impianti di aria condizimna

e Filtri di impianti di alimentazione

e Acqua di sgocciolamento da torri di raffreddamento

Prelievo

Da 1 a5 litri raccolta in recipienti sterili. Secaa clorata aggiungere
tiosolfato di sodio (soluz. al 10% 0,1 per 100 nilachua).

ACQUA Flambare il punto di prelievo, dopo aver fatto sea I'acqua per
almeno 5 minuti, solo se si desidera esaminargliaclell’intero
impianto.

DEPOSITI Prelevare I'acqua dallo scarico o quella dal foddpo averlo

sufficientemente svuotato.

INCROSTAZIONI

Raccogliere il materiale da tubi o serbatoi in pemiti sterili.

TAMPONI

Raccogliere il materiale da superfici e trasferi@mponi in apposite
provette contenenti circa 5 mL di acqua dell'impeastesso.

FILTRI

Depositarli in sacchetti di plastica.

| campioni vanno conservati a temperatura ambiehtéparo della luce e gli esami vanno iniziatiren

24 ore dal prelievo.
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Ricerca Legionella

CARATTERISTICHE Conosciute 6 dive_rgi sierptipi e.22 specie tra ¢uinif:da(jei. L..baz.emani.i; L.(.jurnoffi'i; L.gorma’a;rii_. '
longgbeachae; L. jiordanis. Bacillo Gram — catalagreasi- ossidasi gelatinasi +(L.micdadei -) Crescita
su agar-sangue e su BCYE-CF neg. su BCYE agsitivgzo Necessita di cisteina per la crescita.

Oltre alla forma classica puo presentarne una arsedenigno (“febbre di Pontiac”): La maggior part

MANIFESTAZIONI delle patologie sono sostenute da L. pneumophitarsii precoci: prostrazione, dolori muscolari, mal

CLINICHE testa, tosse secca febbre con brividi, dispnealtalsintomi gastroenterici e dolori addominak IL puo
interessare oltre al polmone altri organi. Moréalit-20%
HABITAT Microrganismo ubiquitario presente sia nel terrehe in differenti habitat acquatici temp. 5,7 —®3°

Isolato in serbatoi e condutture di acque, talvptesente nell’acqua di condensa dei sistemi di
condizionamento. Non ancora documentata la tragmissnerumana comunque € bene evitare contatti
attraverso I'apparato respirato

TECNICA DI ISOLAMENTO

=

1
v

_\\——Q\\

Occorrono da 1 — 5 litri di
acqua. Prelevare dal campione
20 mL e trasferirlo in due

provettoni (A-B). 100m —p g B

pari uguali il resto d¢ ——p>
campione. Filtro di

cellulosa 0,2f

om —» Q A Filtrare due volte e i

>l

® @ B

A
Seminare 0,1 m < Trasferire i filtri uno ne >
<+ in GVPC (T 69) L_J provettone A l'altro nel -

B. Agitare con vigore pi
¢ circa 15 minut |

In bagno maria 50°

Incubare |
36,5+1°Cir per 15 min.
atmosfera ¢

normale o

al 2,5% di _ B
CO;fino a Seminare 0,1 ml

10 g, <+ 4 ngwpcrey) T
Umidificare [
I'ambiente.

Colonie verde-cedro o bluastro-porpora _!'
| (aspetto vetroso al microscopio). All'U.
(366 nm) alcune specie sono fluoresce

L.pneumofila appare giallo-verde. ©aie
sospette seminare

O
©

Q)

I I
BCYE a (T 68) ASC (T 13) PRETRATTAMENTO ACIDO

(Questo metodo pud essere usato in
alternativa o insieme a quello a caldo)

. Centrifugare a 4000 g/m e per 10
min. il camp. concentrato;

36,5 + 1°C per circa 3 gg *  Asportare 9 mL di surnatante e
I—I risospendere il sedimento;
o *  Diluire 1:10 con HCL-KCL*. Agitae
_i_ - + e far riposare 5 min.;

| d Seminare 0,1 mL in GVPC (T28) e
procedere come da schema a lato.

v

Colorazione GramR04.) *Mescolare 3,9 mL di HCL 0,2M e 25 mL

di KCL 0,2M. Aggiustare pH con KOH 1
sterilizzare a 121°C per 15 min.

T

Presuntivamente L. spp

CONFERMA: test di agglutinazione

60



2.2.2 Determinazione della carica batterica a 22T
1ISO 6222:1999

Campione

Trasferire 1 mL

in piastre Petri —  »

L]

40 + 48 ore

Espressione dei risultati

Incubare

Inc

e 36T nelle acque

Versare circa 15 mL (
Agar estatto di lievito

ubare

(T 05)

L]

_—_

64 + 72 ore

| risultati sono espressi come numero di unita forthcolonie per mL (UFC/mL) del campic
riferito a ciascuna temperatura di incubazione.n®e piastre seminate non ci sono col
espimere il risultato come <1 UFC/mL . Se presenti di 300 colonie nella diluizione maggi
esprimere il risultato o come >300 UFC/mL. o solateecome valore approssimato.
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2.2.3 Conteggio delle colonie su agar a 22C e 37C
Rapporti ISTISAN 07/5 - Riferimento metodo UNI EN | SO 6222:2001
(Acque per il consumo umano, di piscina, acque e so luzioni di dialisi)

~Z" Versare circa 15 mL

/ Agar estratto di lievitc
(T 05)

Campione
Trasferire 1 mL
in piastre Peti —p»
- |

Incubare

| |
Ml 1IN
_—_ _—_
40 + 48 ore 64 +~ 72 ore

Se acque e soluzioni per dialisi, acque di retgu@drattate e dialisato stand
incubare 5 + 7 giorni a 20 + 23 °C

Per definire‘ultrapuri” le acque e i dialisati utilizzare la tecnica
della filtrazione su membrane

Filtrare 50 0 100 mL cc

membrana 0,220,45 pun
_ |

T Trasferire in piastre Petri /A D I
£ A con Agar estratto di —p» \\\:/ — Incubare —p»
A lievito (T 05) = 1IN
5 + 7 giorni
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2.2.4 Determinazione dei batteri coliformi a 37C - Rapporti ISTISAN 07/5 ISS A 006A

Escherichia coli - Rapporti ISTISAN 07/5 ISS A 001A
Numero piu probabile MPN (COLILERT) su acque ad uso  potabile

COLILERT 18 — Metodo qualitativo: Presenza / Assena

CAMPIONE
_ \\
\
—_ Aggiungere
\ COLILERT 18
—>

(T 56)

S>> >
Trasferire 10(
mL in bottigli

sterile

) Agitare

LETTURA SOTTO RAGGI
ULTRAVIOLETTI 365 nir

(@)
<7DI ‘75\0
- = | |©
v

T — v
INCOLORE .......ccovvvveeenn, Negativo Incubare a 3& 1°C Se il campione < 33°C mettere a bagno
GIALLO ..ooovoeeeeee e, Coliformi totali 18-22 ort maria a 35°C per 20 min. 0 7 — 10 min. a
GIALLO FLUORESCENTE...Escherichia coli 44.5°C

—> Metodo quantitativo: Quanti-Tray e Quanti —Tray/2000

L] Agitare e versare in
QUANTY-TRAY o in
QUANTY TRAY/200C
\Q Aggiungere
—> — COLILERT —
\ (T 56)
Trasferire 10(
mL in bottigliz S>>
CAMPIONE sterile 5
—
——
\§\ /z =
Aot T == ooooo

@ _ ooooo| |[B0000
B‘ <4— Trasferire nelli ooooo oo

sigillatrice — |ooooo ooooo

ooogono ooooo
— ooogono ooooo
o O0oo0oo ﬁ ﬁ ﬁ ﬁ ﬁ
oooog
I QuantyTray
I:I contadala QuantyTray/2000 cont
Incubare a 3& 1°Cpe ——p 200UFC dala2419FC
18-22 o p LETTURA
— INCOLORE .......oviiiiiiiiennen. Negativo
GIALLO ... Coliformi totali

GIALLO FLUORESCENTE...Escherichia coli
contare i pozzetti positivi e consultare
le tabelle MPN della IDEXX

N.B.: per le acque superficiali si utilizzano i metédRAT:
e Coliformi totali APAT CNR-IRSA 7010 B Man. 29:2003
. Escherichia coli APAT CNR-IRSA 7030 B Man. 29:200
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2.2.5 Coliformi totali - APAT CNR-IRSA 7010 Manuali e linee guida 29/2003
Acque superficiali, di fiume, di lago, acque reflue anche sottoposte a trattamento

INOCULO con diluizioni di 10 mL, 1 mL, 0,1 mL

104

BL (T64) a 36:1°C
24+2—

48+ 3

In alternativa Brodo
lauril triptosio (T33)

In una serie di 3 0 5 tubi. Come nell’esempio

10-

N

>

Tubi con crescita batterica e

produzione di gas trasferire 0,14>

mL in BGB per confermal{ 24)

104

yd Tubi positivi (torpidita e gas) calcolare il valadell'indice MPN

riferito a 100 mL sulla base delle combinazioneatite

consultando la tabella sotto ripori

103

10~

36+ 1°C per 24-48h

<—|

Indice MPN e limite confidenza al 95% combinazioni di risultati con serie di 3 tubi o di 5 tubi
diluizioni di 20 ml, 1 ml, 0,1 ml
Tubi S 3 tubi Limiti di confidenza al 95% 5 tubi Limiti di confidenza al 95%
ub! positivi MPN /100 mL Inferiore Superiore MPN /100 mL Inferiore Superiore
0-0-0 <3 <2
0-0-1 3 <0,5 9 2 <0,5 7
0-1-0 3 <0,5 13 2 <0,5 7
0-2-0 4 <0,5 11
1-0-0 4 <0,5 20 2 <0,5 7
1-0-1 7 1 21 4 <0,5 11
1-1-0 7 1 23 4 <0,5 11
1-1-1 11 3 36 6 <0,5 15
1-2-0 11 3 3 6 <0,5 15
2-0-0 9 1 36 4 <0,5 13
2-0-1 14 3 37 7 1 17
2-1-0 15 3 44 7 1 17
2-1-1 20 7 89 9 2 21
2-2-0 21 4 47 9 2 21
2-2-1 28 10 150
2-3-0 12 3 28
3-0-0 23 4 120 8 1 19
3-0-1 39 7 130 11 2 25
3-0-2 64 15 380
3-1-0 43 7 210 11 2 25
3-1-1 75 14 230 14 4 34
3-1-2 120 30 380
3-2-0 93 15 380 14 4 34
3-2-1 150 30 440 17 5 46
3-2-2 210 35 470
3-3-0 240 36 1300
3-3-1 460 71 2400
3-3-2 1100 150 4800
3-3-3 >=2400
4-0-0 13 3 31
4-0-1 17 5 46
4-1-0 147 5 46
4-1-1 21 7 63
4-1-2 26 9 78
4-2-0 22 7 67
4-2-1 26 9 78
4-3-0 27 9 80
4-3-1 33 11 93
4-4-0 34 12 93
5-0-0 23 7 70
5-0-1 31 11 89
5-0-2 43 15 110
5-1-0 33 11 93
5-1-1 46 16 120
5-1-2 63 21 150
5-2-0 49 17 130
5-2-1 70 23 170
5-2-2 94 28 220
5-3-0 79 25 190
5-3-1 110 31 250
5-3-2 140 37 340
5-3-3 180 44 500
5-4-0 30 35 300
5-4-1 170 43 490
5-4-2 220 57 700
5-4-3 280 90 850
5-4-4 350 120 1000
5-5-0 240 68 750
5-5-1 350 120 1000
5-5-2 540 180 1400
5-5-3 920 300 3200
5-5-4 600 640 5800
5-5-5 >=2400
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2.2.6 Determinazione dei batteri coliformi a 37C
Rapporti ISTISAN 07/5 ISS A 006B Rev. 00
(Acque per il consumo umano, di piscina, acque e so  luzioni di dialisi)

100 o 250 mL pe
acqua in bottiglia

— 0,45 pn
e
36 +1C
1 1
(=) £ )
N J —Pp | o Incubare —p»
Trasferire in m- |
Endo agar LES
(T 60)
18- 24 ore
o
« Ja
TEST DI CONFERMA '&_ 7/
- Prova citocromossidasi L=
- Fermentazione del lattosio +— Colonie rosse con
riflesso metallico
l 36+ 1C
Dalle colonie in
M-Endo agar lesT( 60)
) > — >
= In Agar soia triptoneT 16) |
Su carta da filtro imbibit |]:|
<«— direattivo R 02) —— <«
v strisciare la colonia N—r” _—_
Citocromos_sidasi neg. / 18-24 ore
(ass. di colore Trasferire in Brodo lattosato al z
BromocresoloT 32)
/ 36 +1C
—— Incubare —Ppp
Viraggio al giallo
dellindicatore —> 44— 24-_48o0re
(lattosio fermentato) E
ESPRESSIONE DEL RISULTATO
Dove:
_ C = n. di colonie confermate per 100 mL
C=A-N- W% F A =n. di colonie confermate
* N.B. in alternativa la prova B-V B =n. dil colonile da sottoApoArre a conferma
. | N = n. di colonie caratteristiche cont
Confe_rma p_uo_e_sser_e eff_ettuat‘ V1= volume (mL) di campione analizzato
con sistemi miniaturizzati Vs= volume di riferimento per i risultati (100 mL)
disponibili in commercio F = fattore di diluizione
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2.2.7 Coliformi totali - Metodo membrane filtranti (MF)APAT CNR-IRSA 7010C
Manuali e linee guida 29/2003
Acque superficiali, di fiume, di lago, acque reflue anche sottoposte a trattamento

Filtrare 100 mL del
campione o una sua >

diluizione con
membrana 0,48n

e

Dopo filtrazione la membrana va messa in uno destsati
di isolamento prescelto ed incubata a temperatiorzeia.

e v T~

L7

1

A

-
g

- € B

1

m-Endo agar (Les)I(60) C-EC Agar [ 46) Cromogenic E.Coli/Coliform Mediumr(51)

' I b

O O
\ I Per 18-24 ore /

AV 7 * AV 7
fam s v
O 5 O

m-Endo agar (Les)I(60) Cromogenic E. Coli/Coliform Mediunir(51)
Colonie rosse con riflesso C-EC Agar T 46) Colonie rosa

metallicc Colonie verdi-blu

-
PROVA DI CONFERMA
Trasferire le colonie sospette in TSA 16) —> Incubare per 24 * —> I

Q& <4«— Confermi ¢ 1IN
H,0, 0 _—_

Eventualmente
OssidasiR 02) —» identificare con =

regaiva Trmaunzen > OO AAAAAMAAAM

| ESPRESSIONE DEL RISULTATO |

Dove:
C = n. di colonie confermate per 100 mL
C=A-N-\4-F A =n. di colonie confermate
T B = n. di colonie da sottoporre a conferma

N =n. di colonie caratteristiche cont

V1= volume (mL) di campione analizzato

Vs= volume di riferimento per i risultati (100 mL)
66 F = fattore di diluizione



2.2.8 Coliformi fecali - Metodo membrane filtranti APAT CNR- IRSA 7020B

Manuali e linee guida 29/2003

Acque superficiali, di fiume, di lago, acque reflue anche sottoposte a trattamento

Filtrare 100 mL del

campione o una sua
diluizione con

membrana 0,48n

=~

Dopo filtrazione la membrana va messa in uno destsati
di isolamento prescelto ed incubata a temperatiorzeia.

L N
\ J
44 +1C

m-FC Agar T 61) I

v
@ I

N

]
T —

Per 18-24 ore

~—~
m-FC Agar T 61)
Colonie blu con sfumature di colore. Alcuni
E. coli colonie atipiche giallo chiaro

ZT TN

PROVA DI CONFERMA

Trasferire le colonie sospette in

Agar soia triptoneT 16)
—p Incubare per24+2 h —pp

0

>l O

Citocromossidasi R 02)
negativa

Conferma

«—

Eventualmente

\ T
[ A
(
\

~-

L

C-EC Agar T 46)

v

— O

L
l ]
\

~1—

C-EC Agar T 46)
Colonie verdi-blu

36 + 1C

L]

identificare con XX

sistemi biochimici e XX

An0anAnAAAn

miniaturizzati
ESPRESSIONE DEL RISULTATO

C=A-N-\4-F
B-V
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Dove:

C = n. di colonie confermate per 100 mL

A =n. di colonie confermate

B =n. di colonie da sottoporre a conferma

N = n. di colonie caratteristiche cont

V1= volume (mL) di campione analizzato

Vs= volume di riferimento per i risultati (100 mL)
F = fattore di diluizione



2.2.9 Ricerca Escherichia coli APAT CNR- IRSA 7030

Manuali e linee guida 29/2003
Acque superficiali, di fiume, di lago, reflue anche trattate e acque con materiale in sospensione

CAMPIONE
Metodo A (Norma ISO 9308-3 1998)
Acqua con salita< 30%o: ] Acqua con salita >= 30%o:
Preparare tubi in base al numero di _— Preparare tubi in base al numero di diluizionji
diluizioni con 9 mL di soluz. diluentél(18) _ con 9 mL di acqua distillata sterile

e m e

' i Trasferire nel primo tubo 9 mL
:5 | dell'acqua da analizzare e

! I

! I

trasferire 1 ml dal primo al

v Diluizioni secondo tubo, se necessario Diluizioni
procedere per diluiz. successive
@ 1:2 1:20
v In piastre Petri versare il contenuto di ogni diliuna piastra | |
| er ogni diluiz.). e trasferire con micropipett& aanali 200uL
per og pIp M
in ciascun pozzetto di piastra contenente il terrdisidratatoT
Incubare a 44+1°C per 36 max 72 ore Positivi zzadti
che sotto la luce ultravioletta sono -fluorescent
Metodo B
g RISULTATO
= valore MPN/100 ml
s incub (vedi tab. del Kit)
. . ncubare
Versare inpiastra  —p  |ggogn| —>
a51097 pozzeti W[aa] per 18- 24 ore
HHHHH Pozzetti fluorescenti sotto
EEEEE luce ultravioletta positivi
A 100 mL del capione Dooon|
aggiungere COLILERTT 56) 2441¢
Metodo C I ’RISULTATO
UFC /100 mL
! Filtrare volume di Trasferire in —@_ pler:cggarem —
= acqua in base alla C-EC agarT 46) ore Colonie tipiche verdi-blu
qualita Filtro 0.45 ui Fluorescenti sotto luce ultr
Metodo D 4441
R o I RISULTATO
; Trasferire in Incubare —UFC /100 mL
. Filtrare volume di Chromogenic per 18 — 24 ore —>
acqua in base alla E coli agar T 50)
qualita Filtro 0.45 ui
Colonie tipiche verdi-blu
. o 36+1°
Filtrare volume di Trasferire in I
acqua in base alla Chromogenic _@_ perlnf;kiazri ore —> |:| RISULTATO
qualita Filtro 0,45 wi Coliform agar T 49) — UFC /100 mL
LB
Metodo F Colonie tipiche grigio-blu
“‘/ o 44+1¢
: Filtrare volume di Trasferire in Incubare I
_ acqua in base alla Tript. Bile X glucr. 18- 24 —> |:| RISULTATO
v qualita Filtro 0.45 11 agar T 117) per 16— 2dore —¥UFC /100 mL
Metodi: A acque superficiali , reflue, con materiale inEnsione =,
B acque poco o mediamente contamingtegli danneggiati o )
C acque trattate 0 poco contaminate Colonie tipiche verdi-blu

D acque reflue e superficiali
E acque trattatek coli danneggiati
F acque superficiali dolci o marine e acque reflue
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2.2.10 Determinazione di Escherichia coli (prova normalizzata)
Rapporti ISTISAN 07/5ISS A 001B Rev. 00 Rif. UNI EN ISO 9308-1:2002

Filtrare 100 0 250 m
se acqua imbottigliata
Filtro 0,45 pm

—>

I

L=

Trasferire in
TTC agar T 103)

lindicazioni su presenza di flora interferente
E’ possibile in aggiunta filtrare ugual volume su

altra membr. 0,45 um e trasferire in TTC agar
ed incubare a 4:44°C per 1-24 max 48

o 36£1°C ¢

ﬁ_
18+24 ore

Trasferire le col. /[

4— sospette in ASTI(16) —— \WRL

=== Incubare —P> I

o 361°C

[

18+24 ore

.

N
1
[ g,

AY
]

§

Colonie gialle

*PROVE DI CC(NFERMA

'
!

CITOCROMOSSIDASI

v

Strisciare su carta da filtro
imbibita di reattivo R 02)
E. coli ossidasi neg.

* N.B. per le prove di
conferma possono essere
utilizzati sistemi miniaturizze
di identificazione biochimica
disponibili in commercio

PRODUZIONE DI INDOLO

Trasferire

con I'ansa colonie in tubi

con Brodo al triptofanol{ 111)

v

o 43+44°C
— Incubare —p I
. ___________ BN
18+24 ore
0
Aggiungere alcune
gocce del R. di Kovacs 4+—

(R 06)

Colorazione

rossa ad anello positi

ESPRESSIONE DEL RISULTATO

C=A-N-\4-F
B-V
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Dove:

C = n. di colonie confermate per 100 mL

A =n. di colonie confermate

B = n. di colonie da sottoporre a conferma

N =n. di colonie caratteristiche ctate

V1= volume (mL) di campione analizzato

Vs= volume di riferimento per i risultati (100 mL)
F = fattore di diluizione



2.2.11 Determinazione di Escherichia coli (prova rapida)

Rapporti ISTISAN 07/5 ISS A 001C Rev. 00 Rif. UNI EN ISO 9308-1:2002
(La prova puo essere effettuata solamente in parall  elo con la prova normalizzata ISS A 001B Rev.00)

Kf o 36+1°C
Filtrare 100 0 250 -
| —p mL se acqua > B —» I
— imbottigliata = |:|
Filtro 0,45 pm o
Trasferire in
Soia trptone agarT 16)

In alternativa ma sempre in parallelo al metodonNgdizzato
filtrare 100 0 250 mL in una seconda membraA& Qi

Trasferirela membrana in
Agar bile Triptone T 116)
donnin strato inciibar

Trasferirela membrana in Triptc
agar bile T 116) e incubare

\ ~ v
[ &= A Coprirela membrana con
Sn2 Agar bile Triptone T 116) o reaasiec
Incubare I:I l
o 36+1°C
I B
I:I 19+20 ore
— @
\4

4+5 ore e poi a
PROVA DI CONFERMA

¢ PER LA PRODUZIONE DI INDOLO
o 43+44+£1°C Dopo incub_azione procedere ¢ Trasferire la membrana su
- prova di conferma per la———p» dischetto imbevutoR 14)
produzione di indolo

” &

Se entro pochi minti comparsa di alone
. rosso intorno alle colonie reaz. positiva
19+20 ore (E. coli indolo pos.

ESPRESSIONE RISULTATI

Confrontare i risultati con la prova normalizzaftettuata in parallelo.
Considerare il numero dhi.coli quello piu alto confrontando bateggi delle
colonie confermate nelle due prove

N.B. la prova rapida non € consigliata se presentpgamlonie nella

membrana: la diffusione della colorazione rossagnmportare difficolta di
interpretazione dei risultati.
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2.2.12 Determinazione degli enterococchi
Rapporti ISTISAN 07/5 ISS A 002 Rev. 00 (Riferimento UNI EN ISO 7899-2:2003)

CARATTERISTICHE Genere enteroc. 4 speditef@ecium; E. faecalis; E. avium; E. gallinarum) Termodurici Gram + catalasi — di forma
sferica ritenin catenelle di 2 elementi, raramente piu. Gresdn presenza di bile 40% idrolizzano I'esculina.
Sviluppandiirodo a pH 9,6 con 6,5 di NaCl. Nella parete ¢@ikipossiedono un complesso di acidi glicerolo-
tecoici (Augipo-specifico D) che li caratterizza. Abitatoriliigestino del’'uomo e degli animali sono diffusi
nellambienter la loro resistenza a condizioni sfavorevoli.

MANIFESTAZIONI Infezioni tratto urinario,ascegselvici. Peritoniti. Ferite infette. Endocarditi.
CLINICHE

HABITAT Prodotti carnei. Salumi. dea. Verdure.

CAMPIONE

K Filtrare 100 mL o
- se acqua in —»
— —> distribuzione.
I 250 mL per acqu
‘ imbottigliate

Filtro acetato di
cellulosa 0,45

Jaszz) Traster
R\L,/M < rastrerire

Slanetz e BartleyT{ 100)

I 36+ 1°C

/ H Colonie tipiche dal rosa al rosso
| — .-/' —¥  scuro e marroni nella zona centi
b 0 su tutta la colonia
40-48 ore
CONFERMA -
- 44+ 1°C
/[
[ ] —>
Trasferire la membrana in Agar &:ﬁ,/ I
BEA (T 22) Preriscaldata a 44°C ~
1
2 ore se opportuno
ENTEROCOCCHI /r" prolungare altre 2 ore
(Colonie con colorazione e alol (| |
nero o marrone) &_/ <
ESPRESSIONE DEI RISULTA’ C =n. colonie confermate per 100 mL
A = n. colonie confermate
A*N*V_ *F B = n. colonie sottoposte a conferma
C= ___ s N = n. colonie caratteristiche contate su memt
B*V V = volume del campione analizzato (in mL)
t

Vs = volume di riferimento per i risultati (100 mL)
F = fattore di diluizione
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2.2.13 Streptococchi fecali ed enterococchi - Metodo membrane filtranti
Manuali e linee guida APAT CNR-IRSA 7040 Man. 29/2003
(Acque superficiali, di fiume, di lago, acque reflue anche sottoposte a trattamento)

Filtrare 100 mL del

campione 0 una sua
diluizione con

membrana 0,48n

\Y
) ( ]
) —> —>
- = L]
Dopo filtrazione la membrana va messa in ———

Slanetz-Bartley 100) ed incubata a temperatura idonea.
Per 44 + 4 ore

TTN

o
Colonie tipiche da rosa al rosso scuro e £ \
marrone ( al centro o su tutta la colonia—————p» L
( NS5

— N

Isolare le colonie sospette su Trasferire la membrana o sing
Agar soia triptoneT 16) ed colonie in Esculina-bile-azide-
incubare 24 - 48 ore Agar, (T 22) preriscaldata a 44°C

e
Incubare
+
26+ 1¢ | 24-48+2 ore
y

|
|
2 |
v S =

Test positivo se le

colonie formano un
alone nero-marrone
HzOz v
3%

Assenza di bolle catala5|

Prova della catalas (R 01)

negativi
Eventualmente XX
identificare con e XX
sistemi biochimici
miniaturizzati
ESPRESSIONE DEL RISULTATO Dove:

C = n. di colonie confermate per 100 mL

C=A-N-\-F A =n. d? colonie confermate

T B = n. di colonie da sottoporre a conferma

N =n. di colonie caratteristiche cont

V1= volume (mL) di campione analizzato
Vs= volume di riferimento per i risultati (100 mL)
72 F = fattore di diluizione



2.2.14 Determinazione degli enterobatteri patogeni: Salmonella
Rapporti ISTISAN 07/5 ISS A 011A Rev. 00

36+ 1C

O]

Filtrare 1000 mL
— con membrana

45um T T Dopo incubazione
I f D trasferire 0,1 mL in Rappaport-
Das3n—> T — =/ Vassiliadis T 93)
P \l \
) > 16 - 20 ore
\" Trasferire in 100 mL di Incubare
Acqua pept. tampT 03) 18 — 24 ore
/
/
] 42 +1C
o 36+ 1C < ~
O b Eseguire due semine in Hi ™
Incubare (T 64) una dopo 18 ore
20+ 24h | altra dopo 24 or
L _ < -
Incubare
* PROVE DI CONFERM/ 24+ 3h
\—/ \
| In tript. Soia agarT{ 114) * N.B.Per : 5
b - .B.Per prove di conferma e
Colonie verdi-blu di Incubare a 36x1°C 18+24 h possibile utilizzare sistemi
solito con centro ne 0 miniaturizzati di identificazione
\ biochimica reperibili in commerc
DECARBOSSILAZIONE ERMENTAZIONE DEI
C8-ESTERASI CITOCROMOSSJDASI DELLA LISINA CARBOIDRATI
Una goccia di reattivaR 11) Trasferire per infissione e strisciame  Trasferire per infissione e strisciamento

su Agar ferro e lisina T(08) incubare su Agar ferro di KligerT 07) incubare a
K 36x1°C per 18+24 ore. Salmonella re ~ 36x1°C per 18+24 ore. Caratteristiche di
ﬁ s Strisciare su carta da filtro alcalina viola nel becco € nel cilindro ~ crescita vedi tabella
imbibita di reattivo R 02)
Salmonella ossidasi neg.
Entro 3-5 min se pos.

fluorescenza blu. Salm. Pos.

EVENTUALE
NFERMA SIERQLOGICA
Reazione di alcuni microrganismi nell'utilizzo deicarboidrati su Kliger Iron Agar
Micorganismo Superf. inclinata Fondo H2S
0 Escherichia Acida/alcalina Acida con gas/alcaling ariabile
Klebsiella Acida Acida con gas -
Enterobacter Acida Acida/con gas
Citrobacter Acida/alcalina Acida/con gas +
ESPRESSIONE DEI RISULTATI Salmonella paratyphi Acida/alcalina Acida
Presenza o assenza in 1 litro Salmonella spp. Alcalina Acida/con gas +
(Eventuale sierotipo individuato) Salmonella arizonae Alcalina Acida/con gas +
Proteus morganii Nessuna Acida -
Proteus vulgaris Nessuna Acida +
Shigella Nessuna Acida -

73



2.2.15 Determinazione degli enterobatteri patogeni: Salmonella
Rapporti ISTISAN 07/5 ISS A 011B Rev. 00

Filtrare 1000 mL
con membrana

45um

1

*PROVE DI CONFERM/
T

Colonie rosso magenta

CITOCROMOSSIDASI

Strisciare su carta da filtro
imbibita di reattivo R 02)
Salmonella ossidasi neg.

Incubare
24+ 3

L\
T3 \L
(== >
A} 7
\" Trasferire in 100 mL di
Acqua pept. tampT 03)
/
] 36 +1C
I~
M Incubare
20+24h_|

36+ 1C

O]

1
—_

h »
16 — 20 ore
@/
_%

Eseguire due semine in
Cromgen. S. agafl(
52) una dopo 18 ore

I'altra dopo 24 ore

SN

CONFERMA SIEROLOGICA

N

o

Dopo incubazione

=/ Vassiliadis T 93)
Incubare
18 — 24 ore
/
] 42 £ 1C
I~
N

1
_—_

Incubare
24+ 3 h

In tript. Soia agarT 114)
Incubare a 36x1°C 18+24 h

* N.B.Per prove di conferma &
possibile utilizzare sistemi
miniaturizzati di identificazione
biochimica reperibili in commerc

ESPRESSIONE DEI RISULTATI

Presenza o assenzain 1litro
(Eventuale sierotipo individuato)
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2.2.16 Determinazione degli enterobatteri patogeni: Salmonella
Rapporti ISTISAN 07/5 ISS A 011C Rev. 00

Filtrare 1000 mL
— con membrana

45um

ATTN

A\l
) p

Trasferire in 100 mL di
Acqua pept. tampT 03)

36+ 1C

O 1

1

® -]

Colonie rosso intenso
Viraggio terreno rosa
S typhi e paratyphi
color giallo

CITOCROMOSSIDASIR 02)

Strisciare su carta da filtro
imbibita di reattivo R 02)

Incubare

O]

Incubare

24+3h }

36+ 1C

0]

—

16 — 20 ore

&

ambach agafT(91) una
dopo 18 ore I'altra dopo Z

20+24 h . L
— Eseguire due semine in
R
_| <

*PROVE DI CONFERM/

In tript. Soia agarT 114)

Incubare a 36x1°C 18+24 h

SN

P Dopo incubazione
( 3 trasferire 0,1 mL in
WtFZ/  Rappaport-Vassiliadisr@3)

!

Incubare
18 — 24 ore

42 £ 1C

O]

1
_—_

Incubare
18+24 h

* N.B.Per prove di conferma &
possibile utilizzare sistemi

miniaturizzati di identificazione

biochimica reperibili in commerc

CONFERMA SIEROLOGICA

Salmonella ossidasi neg.

ESPRESSIONE DEI RISULTATI
Presenza o assenzain 1litro
(Eventuale sierotipo individuato)
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2.2.17 Ricerca Salmonella spp. su acque superficiali, di fiume, di lago, e su acque
reflue sottoposte a trattamento
Manuali e linee guida APAT CNR - IRSA 7080 Man. 29-2003

Filtrare 1000 mL
con membrana
451

O 1

36+ 1C

ﬁl
D —» % __

Trasferire in 100
mL di Acqua pept
tamp. T03) ed
incubare 18-24

36 +1°C

O]

24 0 48 h Colonie sospette

Incubare
24+ 3 h

4,

Trip. Soia agar{114

Trasferire >

HEA (T 64) oppure:
XLD (T 123)
Rambach aaaT#91)

Incubare

24+ 3 h —>

O 1

01mL Rappaportvassiliadi:

10 mL

Rappaport-VassiliadisT(93)
o in B. SeleniteT 98)

Trasferire 0,1 mL in \ B ,,,,,,,,,,,,,,,

Brodo Selenit

10 ml per la
Styphi

24 ore
+

T

42+ 1C

24 ore

24 ore a
36+ 1C°

T

36 +1°C

0]

* CONFERMA BIOCHIMICA 47 <+
X~

DECARBOSSILAZIONE
DELLA LISINA

CITOCROMOgSIDASI

Strisciare su carta da filtro
imbibita di reattivo R 02)
Salmonella ossidasi neg.

Trasferire per infissione e strisciame
su Agar ferro e lisinaT(08) incubare
36+1°C per 18+24 ore. Salmonella re

alcalina viola nel becco e nel cilindro

Siero
ant

76

CONFERMA SIEROLOGICA

__

ERMENTAZIONE DEI
CARBOIDRATI

Trasferire per infissione e strisciamento
su Agar ferro di KligerT 07) incubare

a 36+1°C per 18+24 or

*Possono essere usati
la conferma biochimica
Kit miniaturizzati
reperibili in commercio

24 ore a <

+ <4



2.2.18 Determinazione enterobatteri patogeni: Shigella
Rapporti ISTISAN 07/5 ISS A 012A Rev.00

CARATTERISTICHE Batteri bastoncellari si conoscono 4 specie (Slaiglgbsenteriae, flexneri, boydii,
sonnel) famiglia entorobacteriaceae Gram — non mobilobiee anaerobi facoltativi,
formentano pochi carboidrati senza produz. di gdsogeno solforato.

MANIFESTAZIONI Patogeno per 'uomo agente eziologico della digsenbacillare. Infezione per
CLINICHE contatto diretto o ingestione alimenti e acqua@miata. Sintomi diarrea, nausea,
vomito dopo 12 - 96 ore durata 4 - 7 giorni

HABITAT Acqua e cibi contaminati (es. latte).
La Shigella va ricercata nel’ambito della verdialel parametro Enteobatteri
patogeni di cui all'avvertenza dell’Allegato | del L.gs n.31 del 2001 e s.m.i.

36 +1C

Filtrare 1 litro di acqua
Membrana 0.45 u

Trasferire in 100 m \
r 1 brodo _> Ly !/]I
A\ GN Hajna T 30) =7/

—— Incubare *——l]:l‘

6 — 24 ore

\
<«4—— Dopo 6 ore eseguire dal brc

4 di arricchimento una prin
Incubare coltura su XLD T 123) E dopt
«4——— 24 ore una seconda colt

I 20-24 ore sempre su XLD

* PROVE DI CONFERM!/ 1 goccia di reattivo MUCA
(R 13) su colonie nate :

|]:| Prova rapida (Facoltativa) temr. prima isolamento do
b : —> 35 min. osservare ¢
_—_ C8-esterasi g
lampada di  Wood
Colonie sospette S fluorescenza. (Shigella n
—» Trasferire in Agar
color rosse X—r~ nutritivo Il (T 11) Salmonella +)

( FERMENTAZIONE
CARBOIDRATI
I | Trasferire per infissione e strisciame
Incubare su Agar ferro di Kliger T 07) incubare
I 18 — 24 ore 36x1°C per 18+24o0re. Shigella nc
modifica la coloraz. del terreno, prod
4—' / viraggio al giallo sul fondo ( reaz. acida)
|~
\

CITOCROMOSSIDASI

/

EVENTUALE
CONFERMA SIEROLOGICA Strisciare su carta da filtro imbibita di
i reattivo R 02) Shigella ossidasi neg.

0

ESPRESSIONE DEI RISULTATI
* N.B.Per prove di conferma & Presenza o assenzain 1litro

possibile utilizzare sistemi (Eventuale sierotipo individuato)
miniaturizzati di identificazione

biochimica reperibili in commerc
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2.2.19 Determinazione enterobatteri patogeni: Shigella
Rapporti ISTISAN 07/5 ISS A 012B Rev.00

Trasferire in 100 m

Filtrare 1 litro di acqua
Membrara 0.45 ur

=

\ ]/ — Incubare —>

TN

brodo
GN Hajna T 30)

<=

_—_

36 +1C

Incubare
20-24 ore

~

& 0]
T —

6 — 24 ore

v

— Dopo 6412 ore eseguire ¢
brodo di arricchimento ul
prima coltura su SSAgaf (96)

4+“—

E dopo 1824 ore una secon
coltura sempre su SSAgar

1 goccia di reattivo MUCA

*PROVE DI CONFERM! A
(R 13) su colonie nate su te

L]

Colonie sospette .
Incolore margini netti —p
g \_/

36 + 1C

EVENTUALE

< / modifica la coloraz. del terreno, prod
|]:| _— > " \ viraggio al giallo sul fondo ( reaz. acida)

— > primo isolamento dopo 8-
min. osservare con lampad:

Ii Prova rapida (Facoltativa)
C8-esterasi
Wood la fluorescenz

Trasferire in Agar (Shigella neg Salmonella +)

nutritivo (T 11)

l FERMENTAZIONE
CARBOIDRATI
Incubare . . .
18 — 24 ore Trasferire per infissione e strisciame
su Agar ferro di Kliger T 07) incubare

36+1°C per 18+24 ore. Shigella r

/

CITOCROMOSSIDASI

CONFERMA SIEROLOGICA

Strisciare su carta da filtro imbibita di
reattivo R 02) Shigella ossidasi neg.

* N.B.Per prove di conferma &
possibile utilizzare sistemi
miniaturizzati di identificazione

ESPRESSIONE DEI RISULTATI
Presenza o assenzain 1litro
(Eventuale sierotipo individuato)

biochimica reperibili in commercio
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2.2.20 Determinazione enterobatteri patogeni: Shigella
Rapporti ISTISAN 07/5 ISS A 012C Rev.00

-
/f 36+ 1C
Filtrare 1 litro di acqua
Membiana 0.45 uli
Trasferire in 100 m \ - / l
brodo “‘( D: — Incubare —>
GN Hajna T 30) ===/ |]:|
D J
\H 6 — 24 ore
p

36 +1C
Incubare

I 20-24 ore E dopo 1824 ore una secon

coltura sempre su HE Agar

— Dopo 6412 ore eseguire ¢
brodo di arricchimento ul
prima coltura su HEAgaifT(64)

4+“—

*PROVE DI CONEERM! 1 goccia di reattivo MUCAPR
1 I 13) su colonie nate su terr. pril

- (— Prova rapida (Facoltativa) —%»  'solamento  dopo 3- min
osservare con lampada di Wi

C8-esterasi la fluorescenza. (Shigella r

Colonie sospette
Al o Salmonella +
verdi chiaro 0 —> Trasferire in Agar
g

nutritivo (T 11)

¢ l FERMENTAZIONE

CARBOIDRATI

Incubare

Trasferire per infissione e strisciame
18-24ore su Agar ferro di Kliger T 07) incubare

| 36+1°C per 18+24 ore. Shigella r
/ modifica la coloraz. del terreno, prod
|]:| _— > @ viraggio al giallo sul fondo ( reaz. acida)
/ \A
EVENTUALE CITOCROMOSSIDASI
CONFERMA SIEROLOGICA

Strisciare su carta da filtro imbibita di
reattivo R 02) Shigella ossidasi neg.

* N.B. Per prove di conferma e ESPRESSIONE DEI R.ISUI.‘TATl
Presenza o assenzain 1litro

pqs_5|b|le_ utlll;zgre sistemi. (Eventuale sierotipo individuato)
miniaturizzati di identificazione

biochimica reperibili in commercio
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CARATTERISTICHE

MANIFESTAZIONI
CLINICHE

HABITAT

(T 01)

<=

V'

100 mL di Acqui
pepto. alcalina.
(T 01)

Incubare 36+1 °C
Per 6-8 max 18 ore

e

trasferire in TCBST108)

Incubare 36+1 °C
Per 6-8 max 18 ore

CITICROMOSSIDASI

’

Strisciare su carta da filtro

imbibita di reattivo R 02)
Vibrio spp ossidasi pos.

Filtrare 1 litro di acqua
Membrana 0.45 u

Trasferire in 100 m
di Acqua pepto. alc.

4

2.2.21 Enterobatteri patogeni: Vibrio
Rapporti ISTISAN 07/5 ISS A 013A Rev. 00

Batteri di forma incurvata Gram -, osagi, asporigini, mobili,aerobi e anaerobi facolia
Interessanti la patologia umana sono quelli deglieciVibrio colerae optimum di crescita 37°C pH ¢
— 9 concentrazione di NaCl 0-3%. . Gluc. +, manbiteJsaccarosio + inositolo-, lattosio -, arabinocsio
caalasi +, lisina e ornitina decarbossilasi+ in ggennon emolitico Scarsa resistenza al calc
disinfettanti. Gli appartenenti al genere qu¥li:parahaemolyticus, V. vulnificus, alginolyticus sonc
alofili e spesso associati a manifestazioni diatrej infezioni, setticemie.

Il colera € malattia grave, insorge in modo acdiarrea profusa acquosa, vomito, disidratazione,
acidosi e collasso circolatorio. Incubazione daradcore a5 gg, di solito 2- 3gg.

Acqua contaminata, crostacei e mollusetirio va ricercato nell'ambito della verifica del partno
Enterobatteri patogeni di cui all'avvertenza délegato | del D. L.gs n.31 del 2001 e s.m.i.

L]

6 - 8 max 18 ore

36 + 1C

Incubare —p

Dopo incubazione
dalla superficie del

brodo trasferil ,
Un’ansata

"y

10 mL

Agar TCBS ['108)

v

Incubare 36+1 °C
Per 6-8 max 18 ore

G -

Colonie gialle ¢~
piatte blu o verdi

Go*

* CONFERMA
Trasferire colonie in Triptone———————p
Soia agar 1%T( 16)
Incubare a 36+1°C per 2143 ore

' v

COLORAZ. GRAM

36+1°C 124 or¢

!

SUSCETTIBILITA" AL

«

(R 04) / STRING TEST VIBR£STATICO
@/' Qx Dal TSA con tampone steri
0 trasferire in TSAT 38)
- E applicare dischetto da 10 e
GenereVibrio So .
150 pm di vibriostatico

bastoncelli Gram neg. Poche gocce di

desossicolatoR 17)

MUCO € VISCOSit po Trasferire colonie in

Tript. Soia agarT 38)

Incubare a 36+1°C per

Dal Tript.soia agar trasferire
in Brodo Trpt. T 38) incubar:

* N.B.Per prove di conferma &
possibile utilizzare sistemi
miniaturizzati di identificazione
biochimica reperibili in commerc

Eventuale tipizzazione sierologia con sieri
polivalenti

ESPRESSIONE DEI RISULTATI
Presenza o assenzain 1litro
(Eventuale sierotipo individuato)

80

21+3 ore

Presenza di aloni intorno ai
dischetti segnala la sensibilita
del Vibrio al vibriostatic



2.2.22 Determinazione stafilococchi patogeni
Rapporti ISTISAN 07/5 ISS A O18A Rev. 00

—
/f Filtrare 250 mL con

membrana 43m

36+ 1C

O]

— A
— Trasferire in Baird A
e —p [ ] — Incubare
Parker Agar T 21) &_/ - I
== [ 1
G T ——
\ 7] 36+ 1C
- O Per 24 + 24 ore
<« Incubare 44— £ |
i/
Trasferire in Aga Colonie nere in genere
| nutritivo (T11) con alone
/

Per 22 - 26 ore

*PROVE DI CONFERMA Trasferire in BHI

(T 23)

CATALASI (T 01) COAGULASI LEGATA

i » Una colonia stemperata su vetrino
Dall’Agar nutritivo stemperare con 1 goccia di acqua mescolare

una colonia su vetrino con act alla sospasione un’ansata di plast

EDTA o plasma citratoT{ 03)

H20, 0
3%

v

Test positivo: presenza di ammassi
* macroscopici entro 5-15 sec.

Positivo se sviluppo bollicine

di gas (Stafiloc. Catalasi pos.) ESPRESSIONE DEL RISULTATO

C=A-N-\-F
B-V

81

= -
| — \/ —» — Incubare—>M
/]

1
__

Per 22 - 26 or

COAGULASI LIBERA

Trasferire 0.5 mL della brodo
coltura in provetta con 0.5 di
plasma citrato o plasma EDTA
Incubare 36+1°C dopo 4 ore
controllare oani ora per 24 (

v

Positivo se presenza
di coagulo

Q——

Dove:

C =n. di colonie confermate per 100 o 250 mL

A =n. di colonie confermate

B =n. di colonie da sottoporre a conferma

N = n. di colonie caratteristiche cont

Vi = volume (mL) di campione analizzato

Vs= volume di riferimento per i risultati (100 o 25@L)
F = fattore di diluizione



2.2.23 Determinazione stafilococchi patogeni
Rapporti ISTISAN 07/5 1SS A O18B Rev. 00

O]

—_—
/f Filtrare 250 mL con

membrana 43m

36+ 1C

A7
—_— Trasferire in Agar a
sale mann|te'|(75)_> &-yl — Incubare p I
T [ 1IN
( a I " —
)
- O Per 33 ._ 37 ore
L |
I S R
€ 'ncubare <“— ¥/
Colonie larghe gialle cc
I Trasferire in Aga alone giallo
nutritivo (T 11) Vs
| q

— Incubare M

Per 22 - 26 ore

CATALASI (T 01)

Dall’Agar nutritivo stemperare
una colonia su vetrino con acc

Hzoz
3%

Positivo se svnuppo bollicine
di gas (Stafiloc. Catalasi pos.)

ED_,
/7

*PROVE DI CONFERMA Trasferire in BHI
T

COAGULASI LEGATA

Una colonia stemperata su vetrino

con 1 goccia di acqua mescolare

alla sospensione un’ansata di pla:

EDTA o plasma citratol{ 03)

v

Test positivo: presenza di ammassi
macroscopici entro 5-15 sec.

ESPRESSIONE DEL RISULTATO

C=A-N-\-F
B-V

82

1
_M—

Per 22 - 26 or

COAGULASI LIBERA

Trasferire 0.5 mL della brodo
coltura in provetta con 0.5 di
plasma citrato o plasma EDTA
Incubare 36+1°C dopo 4 ore
controllare oani ora per 24 (

M

Positivo se presenza
di coagulo

Q——

Dove:

C = n. di colonie confermate per 100 o 250 mL

A =n. di colonie confermate

B =n. di colonie da sottoporre a conferma

N =n. di colonie caratteristiche cont

V¢ =volume (mL) di campione analizzato

Vs= volume di riferimento per i risultati (100 o 25@L)
F = fattore di diluizione



2

.2.24 Determinazione di Pseudomonas aeruginosa

Rapporti ISTISAN 07/5 ISS A 003A Rev.00 Riferimento UNI EN I1SO 12780:2002

CARATTERISTICHE

MANIFESTAZIONI
CLINICHE

HABITAT

/K Filtrare 100 - 250 mL (

secondo la tipologia i
dellacqua da esaminare -

- 0,45 um

La Pseudomonas aeruginosa ha forma di bastoncello dritto o legg. Ricurvo,lie per flagell
polari, Gram — aerobio, citocromossidasi e catha€iresce a 42°C ma non a 4°C, resite ¢
coloranti trifenilmetanici & I'unico che producenpianina (verddsiu) produce inoltre piorubil
(rossastro-marrone) floresceina (gialierde). Ha elevata adattabilita si ritrova in acqueerf.
reflue, suolo, vegetazione, ambienti umidi, in aglorate se cloro< 1mg/|

Multi resistente agli antibiotici, provoca infezioalle vie urinarie, ulcere corneali e chera
setticemie, gastroenteriti nei neonati, broncopolithe meningiti.

Acque contaminate, vegetali. E’ un'importante irddre per I'accertamento dell’efficacia

trattamento di acque, e delle condizioni di mamtemito delle acque imbottigliate o in contenitori

T Trasferire in { Incubare
( ] —— —>
( N Pseudomonas agar/C  § 1IN
/ (T 90) ~ T
/[ an 40 + 48 ore
P. aeruginosa puo sviluppare ' 'y'/] — (Verificare la crescita dopo
colonie verde-blu (piocianina)- 22+2 ore e dopo 44+4 ore)

fluorescenti-marrone rossast

/ Lampada di Wood
—_— (P. aeruginosa presunta)
VERIFICA ——p <

Trasferire le colonie fluorescenti
quelle marrone-rossatre in

\,

Incubare a 36x1°C
Per 22+2 ore

v

Aggiungere 12 gocce di Reattiv
di Nessler R 12) reaz. pos.
comparsa ecolor tra giallo e ros Positiva

mattone(produz. di ammon

N
]

Colonie fluorescenti

A Y —»> €
ol 3 colononie non fluorescenti
*PROVE DI CONFERMA <4+— — marrone-rossastro

(UNI EN 12780 4

36 +1C

Aaar nutritivo T 79)

—— Incubare —p

@ !
PRODUZIONE DI |]:|

AMMONIO

Trasferire le col.onie in 0
Brodo all'acetamideT 26) X~ 22+ 2 ore

PROVA VERIFICA FLUORESCENZA CRESCITA 42 °C
CITOCROMOSSIDASI Dall’Agar nutritivo isoploare le Colonia sospetta in Agar
Dall’Agar nutritivo strisciare le colonie in B di King T 104) nutritivo e incubare a
= colonie in carta da filtro imbibit Incubare a 36+1°C per 5 giorn 42+43°C per 48 + 2 ore
—] di rettivo per citocromosR02) osservare alla lampada di Wood

Positiva

v

Positiva

C = colonie confermate in 100 mL 0 250 mL

ESPRESSIONE DEL RISULTATO P = n. colonie verde-blu

C =[P+F(cF /nF)+ R(cR/nR)|*

* N.B. per le prove di
conferma possono essere
utilizzati sistemi miniaturizzati
di identificazione biochimica
disnonihili in commerci

F = n. colonie fluorescenti

V. *F R = n. colonie marrone-rossastro

_t cF = n. colonie fluorescenti e positive per la pradlizmmonio
s nF = n. colonie fluorescenti e saggiate per la produammonio

fluorescenza su terreno di B di King

fluorescenza su terreno di B di King
V; = Volume del campione analizzato (in mL)
Vs = volume di riferimento per I'espressione dei Itisti (100 0 250 mL)
F = fattore di iluizione

cR = n. colonie marrone-rossastro positive per lalprodi ammonio, la citocromossidasi, la

nR = n. colonie marrone-rossastro saggiate perddya. di ammonio, la citocromossidasi, la
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2.2.25 Batteri opportunisti patogeni: Aeromonas spp
Rapporti ISTISAN 07/5 1SS A 014A Rev.00

CARATTERISTICHE Famiglia Aeromonadaceae (messa in discussionealagla Vibrionaceae). Due gruppi Per ['uc
interessa 2° gruppo comprendente A. Hydrofila. Avi@e, A. Sobria. Anaerobi facolt. Gram
Ossidasi + Catalasi + Indolo + Saccarosio + MafmitoRiducono i nitrati a nitriti. Crescono ter
28°C, si moltiplicano a temp. 42°C. Non cresce a temp. inf. 4°C in genere sotets#eranti (4%
NaCl) ma é influenzato dalla tempera

MANIFESTAZIONI La forma pitu comune € la "colera simile" con femj@ose, febbre modesta e nei bambini sotto i Z
CLINICHE vomito. Vi & una forma "dissenteria-sia¥ con sangue e muco nelle feci. La diarrea inege € i
forma lieve. L'A. spp € stato implicato in settiGemendocarditi, infezioni oculari, artrite, ostielite.

meningiti soprattutto in sogg. Immono-compromessi

HABITAT Presente in gran parte dei vegetali. Nell'acqueedelsalata (il cloro riduce I'A. in relazioneaatmp
e al cloro residuo). Trovata in carni bovine, suiogine e avicole. Prodotti della pessapra ttutt
molluschi. Trovata in gelati e creme pronte, piddi, maionese

-
/f Filtrare 100 - 250 mL
secondo la tipologia m
dellacqua da esaminare -
Membrana 0,45
1 / 1
e — |~ cuban — P ——l]:l‘
trasferire la membrana in 24 + 2 on
m-Aeromonas agaff(04)
* CONFERMA A5
<4 30
NS
Trasferire aimeno 5 colonie in Aeromonas
TSAgar T 16) Colonie color giallo
e
Incubarc ——p»
24 £ 2 on
Su carta da filtro imbibita di reattivo
(R 02) strisciare la colonia. 4 “—
Aeromonas ossidasi pos. ~—r
(Color Blu-violetto)
ESPRESSIONE DEL RISULTATO |
Dove:
_ C = n. di colonie confermate per 100 mL
C=A-N-W%F A =n. di colonie confermate
B-V B = n. di colonie da sottoporre a conferma

N = n. di colonie caratteristiche cont

V1= volume (mL) di campione analizzato

Vs= volume di riferimento per i risultati (100 mL)
*N.B. in alternativa la prova di conferma passere effettuz F = fattore di diluizione

con sistemi miniaturizzati disponibili in commercio

La ricerca di questo microrganismo non & previdtdle

normativa italiana. Tuttavia la sua presenza éassagnala

piu volte nelle acque destinate al consumo umano.
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2.2.26 Determinazione di Clostridium perfringens
Rapporti ISTISAN 07/5 ISS Met. 005 A Rev.00
(Solo su acque provenienti o contaminate da acque superficiali)

CARATTERISTICHE Trai Cl capaci di ridurre il solfitoG.Perfringens, C. Bifermentans; C.Absonum) il piti
pericoloso per la salute pubb. €ilPerfringens, grosso bacillo sporigeno tossigeno
diviso in 5 tipi (A...E), produttore di 4 tossinafé, beta, epsilon, iota). Proteolitico
gassogeno, moderat. alofilo, sviluppa a 20-50°GEH8.0 Aw 0.945-0.930. Gluc.+ Latt.+
Solicina- emolisina + mobilita- catalasi -. Le spappravvivono a cotture inf. a 100°C

MANIFESTAZION| Incubazione &2 ore. Diarrea, dolori add., talvolta vomito, néebbre. Gravi setticenr
CLINICHE Gangrena gassosa

HABITAT Larga diffusione: carni, pollame, semiconservaiyaggina

TECNICA DI ISOLAMENTO

100 mL filtrare con
_ membrana 0,45 um

T Incubare in

4
A Trasferire { ) anaerobiosi
) — —> G —> 108!
\.‘/
m-CP agarT 53) l

TN

44+1 °C

21+ 3 ore

v

T

C. perfr. presuntivo

CONFERMA < AT
o S DD ie giallo-
¢ @/ colonie giallo-opache

Esporre le colonie presuntive a vapori
di idrossido di ammonio per 20-30 sec.

D

"m Cl. perfringens colonie rosa o ross

—> dopo I'esposizione

NH,OH

ESPRESSIONE DEL RISULTATO

Dove:
C = n. di colonie confermate per 100 mL
C=A-N-\4{-F A =n. di colonie confermate
B-V B =n. di colonie da sottoporre a conferma

N = n. di colonie caratteristiche cont

V1= volume (mL) di campione analizzato

Vs= volume di riferimento per i risultati (100 mL)
F = fattore di diluizione
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2.2.27 Determinazione di Clostridium perfringens
Rapporti ISTISAN 07/5 ISS Met. 005 B Rev.00
(Solo su acque provenienti o contaminate da acque superficiali)

—

e
/f/

100 mL filtrare con

_ membrana 0,45 pm =
— —~
v Z
AT Trasferi £ = \
€ ) rasferire NEE >

In piastra Agar TSC e ricopril
con sempre con TS (19)
agar far solidificare

Incubare in
anaerobiosi

44+1 °C

21+ 3 ore

v

1

[
l ]

NEES)

Cl. perf. presuntivo coloni

<¢——Trasferire la colonia in due ¢—— Il
piastre di Agar S.Coll{(13) neio grigio/marron

D

[}
[}
Incubare in !

anaerobiosi '
Incubare ir

aerobiosi

36+ 1°C

Riduzione dei nitrati e motilita.

Produzione di acida da lattosio eg—

fluidificazione della gelatina

21+ 3 or

C. perfr. colonie ¢

e
on emolisi

cresciute solo in anaerobiosi

&

CONFERMA  _,,

ESPRESSIONE DEL RISULTATO

C=A-N-\4-F

B-

v

86

In alternativa prove biochimiche di
identificazione con sistemi
miniaturizzati disponibili in commercio

Dove:

C =n. di colonie confermate per 100 mL

A =n. di colonie confermate

B =n. di colonie da sottoporre a conferma

N = n. di colonie caratteristiche coni

V1 = volume (mL) di campione analizzato

Vs= volume di riferimento per i risultati (100 mL)
F = fattore di diluizione



2.2.28 Spore di clostridi solfito riduttori APAT CNR-IRSA 7060 Manuali e linee guida 29-2003
(Acque superficiali, di fiume, di lago, acque reflue anche sottoposte a trattamento)

terreno T 18) precedentemente
disciolto e mantenuto a circa 45°C

METODO A (MPN) Quantita da analizzare stabilita in base alla METODO B (MF)
tipologia e qualita dell'acqua. Se necessario Filtrare cor
analizzare diluizioni scalari membrana -
-
Campione in bagno maria 0,45 um ff ==
75+5°C per 15 £ 1 min.
Raffrerddarlo in acqua fredd

Trasferire 1 mL dell'intero e di og prina di analizzarlo _
diluizione allestita in tubi con v @

L

O l/ ]
4_ __ — @ \ 7

1 Trasferire in piastra Aay
SPS T 101) E ricoprirla
con sempre con SPS

Far
raffreddare e ~ $
Intero <4— aggiungere i —

ogni tubo SPST101) —

alcuni mL di £ \
olio di Olio di \\\_/
vasellina vaselliné V‘
- -

"
NA

Incubare ——p»
24+2 ore

]
T ——

Trasferire la colonia in due <¢ Cl presenti se nei tubi 48+2 ore
piastre di Agar S.ColT(13) annerimento del terreno
Incubare per 24+2 ore / Cl. colonie nere cc

alone nerastro
PROVE DI CONFERMA —

A
1
% S Col [T 13) S C(T13) <«—\&FS
, -
d
s @ @ Trasferire la colonia in due

Aerobiosi i piastre di Agar S.ColT(13)

36+1°C Incubare per 24+2 ore

[}

[}

[}

[}

| . .

: Anaerobios Anaerobios
[}

[}

[}

Cl. crescita solo in anaerobio
\ J 36+1°C
\4

Metodo A (2 piastre)
Semina Agar nutritivo
Metodo B (2 piastre)
"goc/)z Semina in Sangue Col. I
(]

0
Test catalasi @ \D
N\ J 44— Gram e
? X~
|

Clostridi: catalasi negativa— col. Gram positive

44— 24+2oore
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2.2.29 Determinazione dei funghi Rapporti ISTISAN 07/5
(Acque destinate al consumo umano, acque di piscina, acque trattate e acque e soluzioni di dialisi)

METODO ISS A 016A Rev. 00

METODO ISS A 016B Rev. 00

METODO ISS A 016C Rev. 00

p==

]
W

Fare 3 filtrazioni, dil00 mL
del campione, una per ogni metodo, con
membrana 0,45 um

/ \ e
T . . .
A Trasferire una membrana | Trasferire una membrana m\b £ \
k '4_ in Czapek Dox agar . . Agar estratto di maltol( 06) §
B (T 55) Trasferire una membranz 7
Sabouraud Dextrose a
i
[
[ ]
v = v
Incubare I/ Incubare
In frigo-termostato In frigo-termostato
22+25°C per ~ 5 giorn Incubare 22+25°C per ~ 5 giorn

v

Aspetto delle colonie
varia in relazione a
diversi fattori

Re-isolare le colonie in
Sabouraud Dextrose agdr 89)

In frigo-termostato
22+25°C per =5 giorn

v

Aspetto delle colonie
varia in relazione a
diversi fattori

Incubare In frigo-termostat
22+25°C per 3 - 5 giorni O\

OSSERVAZIONE MICFOSCOPIC/

Con ansa prelevare al centro di una

colonia e strisciare in un vetrino

portaoggetti stemperando in una goccia

di acqua distillata

%

Microscopio preferibilment

a contrasto di fase.

Ingrandimento 20x o 40x

ESPRESSIONE DEI RUISULTATI

v

Aspetto delle colonie
varia in relazione a
diversi fattori

Per funghi filamentosi usare la rca
dell'osservazione diretta. Toccare
delicatamente con nastro adesivo
trasparente la colonia da osservare.

Trasportare il nastro su vetrino
portaoggetti su cui € stata depositata
una goccia di Blu di lattofenolo.
Ingrandimento 100x

DR 7 N,

N*V_*F Dove:
C=——5 C = n. di colonie per 100 mL
V N =n. di colonie caratteristiche contate sullanmheana
t V= volume di campione analizzato

Vs= volume di riferimento per i risultati (100 mL)
F = fattore di diluizione
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CAMPIONE
(tre aliquote

Trasferire le tre aliquote in t
— pallone da 5 It mischiandole

2.2.30 Acque minerali — D.M. 13-01-93 G.U. n. 14-01-93

Modalita operative

Filtrare 250 mL per
ogni parametrt

—>

CARICA BATTERICA

37:1C & \A 20°C

oo OO

COLIFORMI STREPT. FECAL STAPH. AUREUS
250 mL in 125 mL

PS. AERUGINOSA

250 mL in 125 mL i i \
di B. Latosato x3c.T67) di Azide Destrose B. x3(T 20) Filtro acetato di dlulosa 0.4i
1 mL interc 1 mL interc @
1 mLDil.10" 1 mL Dil.1c* _ _ @
| =i = = O
s /Y B. Parker A. Cetrimide T48
// —— P + 37+1°C48+3h '37.,“.,C4(gh)
!
PCA (T 84) /] '.‘ 37°+1°C 48 +3 ¢
A/ \A 37+1°C 48 h. Se cresc. bat Intorbidamento
gas trasferire da ogni bottig Un'ansata in BEAT?22) COL. TIPICHE Col. Florescenti
_ @ @ @ @ _ 0.1 mL in BGB T24) O SOSPETT Trasferite inTSAT 114)
/ \ 42 +0,5°C
Interc Interc / \
1
\
OO OO S\
/ | 3orea44°C. Colonie da marrone 37 £1°C 24|
Dil.10% Dil.10" ' v tannino a nero nel terreno circostante ¢
oy 10 . 1gocciadiHO;  GRAMm (+) OSSIDASI (+
_> 37°+1°C 20°C 721 4— % (Catalasi neg.) *)
2 D : v
CONTA CONTA 9 COAGULASI (4
4
37°+1C  44°:0,5C S API 20 NE
sc sc 48t 48¢
V (n1+0,1 n2) d V (n1+0,1 n2) d ¢ ¢ ¢ ¢
+ * COLIFORMI COLIFORMI STREPTOCOCCHI STAPHILOCOCCUS PSEUDOMONAS
UFC/mL UFC/mL TOTALI FECALI FECALI AUREUS AERUGINOSA
89

50 mL a 80°C >
per 10 mir

CLOSTRIDI SOLF-RID.

//%
Filtro acetato di cellulosa 0.u

SPS T95) anaerobiosi
37+ 1°C 24|

'

COL. TIPICHE
TSA (T115) anaerob. 37+1°C

v

CATALASI (-)

v

CLOSTRIDI
SOLFITO-RIDUTTORI




2.2.31 Schemariassuntivo dei terreni colturali per ricerche microbiologiche su acque

. N Terreni arricchimento e . . . Terre_ni .
Microrganismi Metodo . . . Terreni selettivi differenziali e
arricchimento selettivo o
reattivi
Legiondla Docum. Legionella selective mediun g?;cr)rr]azmne di
ﬁgurmﬁla 4/4/2000 GU | (GVPC) Legionella BCYEq gowth supplement =7
P n103 5/.5/2000| ASColumbia

agglutinazione

Coloniea22e
37°C

UNI EN ISO
6222:2001

Agar estratto di lievito

Coliformi a
37°C

Rapporti
ISTISAN 07/5

Defined substrate technolog
(Colilert)

Escherichia coli

Rapporti
ISTISAN 07/5
ISS A 001A

Defined substrate technolog
(Colilert)

Coliformi totali

APAT CNR-
IRSA7010
Man.
29/2003

Brodo lauril triptosio
Lactose broth

Billian green bile (BGLB)

Coliformi a
37°C

Rapporti
ISTISAN 07/5
ISS A 006B
Rev. 00

Agar soia triptone
Brodo lattosato al
bromocresolo

m-Endo agar LES

Ossidasi

Coliformi fecali

APAT CNR-
IRSA7020B
Man. 29-2003

Tryptic soy agar

C-EC agar
m-FC agar

Ossidasi

Prove biochimiche

Coliformi totali

APAT CNR-
IRSA7010C
Man. 29-2003

Tryptic soy agar

C-Ec agar

Chromogenic E coli/coliform medium

Ossidasi

Prove biochimiche

Escherichia coli
Metodo A
Metodo B
Metodo C
Metodo D
Metodo E
Metodo F

APAT CNR-
IRSA7030

Mug/EC medium

Colilert

C-EC agar

Chromogenic E. coli agar
Chromogenic coliform agar

Tryptone bile X-glucoronide agar

Escherichia coli
(prova
normalizzata)

Rapporti
ISTISAN 07/5
ISS A 001B
Rev0

Rif.UNI EN
ISO
9308-1:2002

Tryptic soy agar

triptofano Broth

Tergitol-7 agar

Ossidasi
Reattivo Kovacs

Escherichia coli
(prova rapida)

Rapporti
ISTISAN 07/5
ISS A001C
Rev. 00
Rif. UNI EN
ISO 9308-1:02

Triptone bile agar (TBA)

Triptone bile agar

Produzione di
indolo

Enterococchi

Rapporti
ISTISAN 07/5
ISS A 002A
Rev.00

Slanez e Bartley

Bile esculina azide agar (BEA)

Streptococchi
fecali
Enterococchi

Rif. UNI EN
ISO 7893-2:03
APAT CNR-
IRSA
7040 Man. 29-
2003

Tryptic soy agar

Slanez e Bartley

Bile esculina azide agar (BEA)

Catalasi

Prove biochimiche

Salmonella spp

Rapporti
ISTISAN 07/5
ISS AO011A
Rev. 00

Rappaport Vassiliadis

Acqua peptonata tamponata Hektoen enteric agar (HEA)

Tryptic soia agar

Agar ferro di
Kligler

Agar al ferro e
lisina

C-8 esterasi
Ossidasi
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Terreni arricchimento e

Terreni

Microrganismi Metodo S . Terreni selettivi differenziali e
arricchimento selettivo -
reattivi
Rapporti S
I Ossidasi
ISTISAN 07/5 | Acqua peptonata tamponata Rappaport Vassiliadis
Salmonella spp . - Conferma
ISS A011B | Tryptic soy agar Chromogenic salmonella agar . .
sierologia
Rev. 00
Rapporti Rappaport Vassiliadis Ossidasi
Salmonella spp ISTISAN 07/5 Acqua peptonata tamponata Rambach agar
ISS A011C Trvotic sov aqar Conferma
Rev. 00 P yag sierologia
Fermentazione
carboidrati
APAT CNR- | Acqua peptonata tamponata .,. - . Ossidasi
IRSA Rappaport Vassiliadis Xilolo lisina desossicolato agar (XLD Lisina
Salmonella . . Rambach I
7080 Man. 29- | Brodo tetratoniato (selenite) Hektoen enteric agar (HEA) decarbossilasi
2003 Plate count agar (PCA) 9 Agar ferro Kligler
Conferma
sierologica
C8-esterasi
Rapporti Agar ferro di
Shigella ISTISAN 07/5 | GN Haijna Xilolo lisina desossicolato agar (XLD) Kligler
9 ISS A 012A | Agar nutritivo Ossidasi
Rev.00 Conferma
seriologica
C8-esterasi
Rapporti Agar ferro di
Shigella ISTISAN 07/5 | GN Haijna Xilolo lisina desossicolato agar (XLD) Kligler
9 ISS A012B | Agar nutritivo Ossidasi
Rev.00 Conferma
seriologica
Agar ferro di
. Kliger
Rapporti > .
Shigella ISTISAN 07/5 | GN Haijn.a. Hectoen enteric agar (HEA) ggs?dsétesriaSI
ISS A012C | Agar nutritivo
Conferma
Rev.00 . .
sierologica
Rapporti . Ossidasi
Acqua peptonata alcalina ;
. ISTISAN 07/5 : o . Strin test
Vibrio spp 1SS A 013A 'I?rriO?icé tsr(ljr?;ogeal;laCI 1% TCBS Colera medium Colorazione di
Rev. 00 P 9 Gram
Rapporti .
Stafilococchi ISTISAN 07/5 | Agar nutritivo Baird Parker agar EZ?Iils;si leqata e
patogeni ISSA 018A Brain Hert infusion 9 Iiberga 9
Rev.00
Rapporti .

) . - Catalasi
Stafilococchi ISTISAN 07/5 | Agar nutritivo . .
patogeni ISSA 018B rain Hert infusion Mannitolo salt agar (ASM) (;oagula& legata €

libera
Rev.00
Ossidasi
Fluorescenza
Brodo
Pseudomonas UNI EN ISO . ) .
aeruginosa 16266:2008 Agar nutritivo Pseudomonas agar/CN All ac.etamllde
Reattivo di Nessle
Terreno Base di
King
ISSA 014A
Rev. 00 Triptone soia agar m-Aeromonas agar Ossidasi
Aeromonas spp | Rap. ISTISAN P 9 9
07-5
ISSA 005A
Clostridium Rev. 00 Clostridium perfringens (m-CP) Idrossido
perfringens Rap. ISTISAN medium d’ammonio
07-5
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Terreni arricchimento e

Terreni

Microrganismi Metodo . . . Terreni selettivi differenziali e
arricchimento selettivo -
reattivi
ISSA 005B
Clostridium Rev. 00 Agar sangue Columbia Agar triptosio solfito cicloserina
perfringens Rap. ISTISAN | (ASC) (TSC)
07-5
APAT CNR- Aga_r nutritivo al sangue di _
coniglio Catalasi
Spore Cl. IRSA . . ) - . .
L . Agar sangue Columbia Agar triptone solfito e neomicina Colorazione di
solfito-riduttori 7060 Met. A
) (ASC) Gram
Man. 29:2003 -
Agar nutritivo
APAT CNR- | Agar nutritivo al sangue di
IRSA coniglio ) Lo Catalasi
solﬁg)?:ﬁjlilt.ori 7060 Met. B Agar sangue Columbia Aggglfsa(:jlggirr])g(lgnsg?a Colorazione di
Man. 29:2003 | (ASC) Gram
Agar nutritivo
Rapporti
Determinazione | ISTISAN 07-5 Esame
funghi Met. ISSA Czapk Dox agar Sabouraud Dextrose agar microscopico
016A Rev.00
Rapporti
Determinazione ISTISAN 07-5 Esame
f - Met. ISSA Sabouraud Dextrose agar . .
unghi microscopico
016B
Rev.00
Rapporti
o ISTISAN 07/5
Determ|na2|one Met. ISSA Agar estratto di malto . Esame_
funghi microscopico
016B
Rev.00
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3.1 Premessa terreni

La preparazione dei terreni colturali € un compiélicato e importante che richiede attenzionerisjletto
scrupoloso delle indicazioni suggerite dalla dittanitrice.

Molti terreni vengono messi in commercio in formaidratata a formulazione completa, altri occorroalo
momento della preparazione, dell’aggiunta di costiti quali antibiotici, antifungini, indicatori ec

| terreni colturali sono in genere divisi in:

In agar o brodi ricchi di sostanze nutritive chenpettono la crescita di tutte |e

Terreni elettivi _ _
specie batteriche

In agar o brodi che contengono, in opportune cdnaeioni, sostanze che
facilitano lo sviluppo della specie batterica rozg, inibendo la crescita della
flora batterica associata che potrebbe interfeme essere di disturbo
nell'individuazione dei microrganismi in esame

Terreni selettivi

Tutti quelli che contengono particolari substraindicatori che evidenziano le
caratteristiche biochimiche del batterio studiatome, ad esempio, I'utilizzo
meno di alcuni carboidrati, la produzione di deocasiasi, deaminasi, la
decomposizione di proteine ecc..

O

Terreni differenziali

La preparazione dei terreni in laboratorio richi¢deo di strumenti e attrezzature la cui sceltaedtener
conto delle “...condizioni e le caratteristiche sfiebe del lavoro da svolgere...” (D. Lgs 626/94), tpato
ogni strumento, collocato in apposito spazio, aliréorredo una scheda con tutte le informaziomitde,
una scheda per la manutenzione ordinaria e stretdie una per le tarature.
Ogni terreno avra anch’esso una scheda in cui vegiatrato la data del suo arrivo, la ditta faroé, da
data di apertura e le prove a cui é stato sottopost
Al momento della preparazione il terreno verra pogecisione pesato, reidratato con opportuna qaaditit
acqua demonizzata, sciolto in bagnomaria bolleime & completa soluzione e infine sterilizzato; raer
inoltre misurato il pH che, qualora non rientrasselimiti indicati, dovra essere aggiustato cotlusioni di
NaOH o di HCL 0,1 N. Dopo la preparazione i terrgmio conservati in tubi, in beute o in piastr@elri, al
riparo della luce diretta e refrigerati, forniti elichetta riportante il nome del terreno, la diitareparazione
e di scadenza, il pH, e il nome del preparatore.
Ogni terreno e sottoposto, attraverso I'uso di cbptterici certificati, a:

» Controllo della sterilita:

» Controllo della fertilita;

» Controllo della selettivita.

Ogni controllo dovra essere documentato, registratdn apposita scheda e archiviato, comunque in
conformita alle prescrizioni della norma UNI — CEI- EN — ISO/IEC 17025
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3.2 Valutazione della produttivita e della selettiv

ita dei terreni colturali per

prove microbiologiche

Terreni preparati in
laboratorio

*  Compilare una scheda per ogni lotto di terreno atatiiidentificativi.
< Identificare con la data di preparazione ogni pariCompilare la scheda
corrispondente al terreno utilizzato (vedi “Preragssreni”)

CONTROLLI

SU LOTTI E PARTITE

Mettere una piastra o provetta in
incubazione per il tempo di utilizzo.

—>

Test di steriliti

— » Ogni seduta analitica 2

Non deve avvenire crescita

Test di selettivit ——

Microrganismi con crescita
ottimale o inibiti dal terreno

Ogni nuovo Lotto. Su terre

pronti all'uso effettuare il

controllo a campione alme
2 volte all'anno.

E—

ESECUZIONE DEL TEST

Fertilita su terreni
liquidi

Selettivita su terren/

liquidi

TERRENI SOLIDI

In 5 mL di BHI (T23)
un'ansata del
microrganismo ——p
specifico

Dopo incubazione con ansa da 1
strisciare con strisce parallele, senza
flambare o ricaricare I'ansa,
procedendo da A a D. Allestire una

piastra con terreno da saggiare ed
di controllo con terreno non selettivo

Indice di crescita assoluta (A(
Al=E B1=1( | C1=1%f | D1=2C
A2=2t | B2=3( | C2=3f | D2 =4(
A3 =4t | B3=5(C | C3=5¢ | D3 =6(
Ad=65 | B4=7C | C4=7¢ | D4=8(
A5=8f | B5=9( | C5=9f | D5=10(
RGI = AGI (test) X100

AGl(contr.)

Inoculare un ceppo
batterico specifico

4 h37°C

95

@

Eventualmente verificare I'assenza o la
crescita in piastra

Incubare a temy
d'utilizzo

0

—

Verificare I'ultima zona in cui si verifica
crescita batterica in tutte e due le piastre

FERTILITA E SELETTIVITA QUALITATIVA

Seminare in piastra il ceppo indicato nella schalderreno da
testare. Controllare la crescita e morfologia detli®nie e/o
l'inibizione A

CRITERI DI ACCETTABILITA
¢ |l test di fertilita valore AGI >80 e I'IRG >90%
*  Test di selettivita valore AGI <20 e I'RGI <25%




3.3 Terreni di coltura

| terreni (T 999) sono elencati in ordine alfabetic
Segue elenco dei reagenti e soluzioni (R 999).
| valori del pH dei terreni e diluenti si intendomasurati alla temperatura di circa 25°C.

T 01. ACQUA PEPTONATA ALCALINA

PePIONE ... 20g
Cloruro di SOAI0........vveiieiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 10 g
Acqua distillata..........coooeeeeiiie 1000 mL

pH 8.6+ 0.2

Sterilizzare in autoclave 15 minuti a 121°C.
Conservare a 2 - 8°C.

T 02. ACQUA PEPTONATA SALINA ALCALINA (APA)

PePIONE L.t 20g
Cloruro di SOAI0........uuvuveriiiiiiiiiiiiiiieeeeee e eeeeeeeeeeeseeerererreeanraaanes 30 ¢
Acqua distillata...........cceeeeeiiee 1000 mL

pH 8.6+ 0.2

Sterilizzare in autoclave 15 minuti a 121°C.
Conservare a 2 - 8°C.

T 03. ACQUA PEPTONATA TAMPONATA (APT)

PePIONE .. 10g
Cloruro di SOAI0........ueiiieiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 5 g
Fosfato di SOdio MONOACIHO .........eevveeeetimrrr e eeee e eeeeeeeeeeee 35 ¢
Fosfato di potassio biacido............ooooi 15 ¢
Acqua distillata..........coooeeeiiiie 1000 mL

pH 7.2 +0.2

Reidratare, sciogliere, distribuire in beute, $iterare in autoclave 15 minuti a 121 + 3°C.
Conservare a 5 + 3°C per non piu di due settimane

T 04. m-AEROMONAS AGAR

TIPLOSIO e, 5.0¢
Estratto di leVItO ..o 209
1S {1 = PP 11.4
Cloruro di SOAI0........uuvuveriiiiiiiiiiiiiiieeeeee e eeeeeeeeeeeseereeerrearraaas 3 g
(01011 V1 g0 3o [ o 0] 7= 1= [ S 2 g
Solfato di MAagNESIO........covvviiiiiiieieiiieeeeeeeeeeeeeeeeee s 01 g
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(01 (o1 U1 (0 I (=T o o H 0.06 g

S0dio deSOSSICOIALO .....cvvvveiiiieiiiiiiietceeeeee e 01 g
Blu di bromotimolo ... 0.08 g
o -1 PSSP 13 g
Acqua distillata...........cceeeeiiiii 1000 mL

pH finale 8.0+ 0.2

SOLUZIONE DI AMPICILLINA

Ogni flacone contiene:

Ampicillina............ccc e, 5 ¢
Acqua distillata...........cceeeeeieie 5 mL

Terreno selettivo completo

M-ACTOMONAS DASE . .eeieeeee ettt 100 mL
Soluzione di ampiCilliNa............uviiiiiiiiccaa e 1 mL

Riscaldare a bagnomaria bollente e portare adieioolé agitando delicatamente. Autoclavare a 12C+3°

per 15 minuti. Raffreddare a 50 + 5°C ed aggiungéselmente la soluzione di ampicillina. Mescolaosn
cura e distribuire in piastre sterili. Conservatge83°C per non piu di una settimana.

T 05. AGAR ESTRATTO DI LIEVITO

Estratto di IeVItO.........cooee e 3 g
THPIONE ., 69

AT e 18
Acqua distillata...........cceeeeeiii e 1000 mL

Reidratare il terreno in acqua distillata. Portadeebollizione agitando spesso. Distribuire cirbarilL in
tubi e sterilizzare a 121 + 3°C per 15 minuti. Gaware a 5 + 3°C per non piu di due settimane

T 06. AGAR ESTRATTO DI MALTO

Estratto dimalto ... 30 ¢
AT <t aeeaaaa 1g
Acqua distillata..........coooeeeiiiee 1000 mL

pH 5.4+ 0.2
Sciogliere gli ingredienti per ebollizione. Autoetae a 121 + 3°C per 15 minuti. Distribuire in calpesdi

Petri. Le operazioni devono essere fatte sotto &applusso laminare. Conservare per non piu di due
settimane a & 3°C
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T 07. AGAR DI KLIGLER (KIA)

EStratto di Carne.........ooooiiiiiiiiceeeeee e 3 g
EStratto di HeVItO .........ceviiiiiiiii e 3 g
PePIONE ... e 20 g
Cloruro di SOAI0........ueeiieiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e eeeeeeeeeees 5 ¢
(I 11 (0 1] [0 T PP PP PP PPPPPPPR 16
GIUCOSIO - 1 g
FEITO CIrAtO ....ccoi i 03 g
Tiosolfato di SOAIO........cc.eeviiiiiiecee e 03 g
A e aeeaaaa 18
ROSSO fENOIO ... 50 mg
Acqua distillata..........coooeeeiiii 1000

Reidratare, sciogliere per ebollizione agitandoknéientemente. Distribuire in tubi sterilizzarez443°C
per 15 minuti. Solidificare a becco di clarino, servare a 5 + 3°C per non piu di csegtimane.

T 08. AGAR FERRO E LISINA

CaltONE ..o ———————— 5 ¢
Estratto di leVIitO ... 3 0
1S 1 {01 [ J PP 19
LliSINA. ..o 10
Ferro ammonio CItratO...........cooeevee e ceeeee e 05 ¢
AT e 145
Tiosolfato di SOdi0...........ccooviiiiiiiiiee s 40 mg
Porpora di bromocresolo..............oooovvie e 20 mg
Acqua istillata........cccoeeeeeiiiii 1000 mL

pH 6.2 £0.2

Reidratare, sciogliere per ebollizione agitandetgfientemente. Distribuire in tubi sterilizzare2443°C
per 15 minuti. Solidificare a becco di clarino, servare a 5+3°C per non piu di due settimane.

T 09. AGAR GELATINA-FOSFATO (GPSA)

LCT=] P 1] = P 1@
Cloruro di SOAI0........ueeieeiiiiiiiiiiiiiie e 10 ¢
Fosfato di potassio monoacido............ccoeeeeeeeieiiieiiiiiieieeee, 5 ¢
A s 1849
Acqua istillata.......ccooeeieeeeeee 1000 mL

pH 7.2+ 0.2
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T 10. AGAR GELISATO

AGAR N.1 (BATTERIOLOGICO)
GELATONE

Terreno completo

AGAr N L e 15g
GeIAIONE .. 549
Acqua distillata..........coooeeeiiiie 1000 mL

Sciogliere il terreno a bagnomaria e autoclavat212C per 15 minuti.

T 11. AGAR NUTRITIVO Il

Estratto di Carne............ooovviiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee s 3 g
PEPIONE .o e 59

AT e 18
Acqua distillata...........cceeeeeiiii 1000 mL

pH 6.8 £ 0.2
Reidratare, autoclavare 15 minuti a 121 + 3°C. €orage 5 £+ 3°C per non piu di due settimane

T 12. AGAR NUTRITIVO SALINO

EStratto di Carne........coooiiiiiieieeeee e 3 g
PePIONE ... e 59
Cloruro di SOUIO.......uueeiiiieiiiiie e 30 g
A s 124
Acqua distillata..........ooooeeeiiiie 1000 mL

pH 8.5+ 0.2

Autoclavare 15 minuti a 121°C

T 13. AGAR SANGUE COLUMBIA

PePIONE L. 239
AMIO ..., 19
Cloruro di SOAI0........uuuvueviiiiiiiiiiiiieieeeree e eeeeeeeeeeeseeereeereeerrnans 5 g
o -1 PSSR 164
Acqua distillata...........cceeeeeeiie 1000 mL

pH 7.3+ 0.2
SANGUE DEFIBRINATO DI MONTONE
Terreno completo

TEITEN0O DASE ..ot et 950 Lm
Sangue defibrinato di montone ... 50 mL



Conservare a 4-8°C.

T 14. AGAR SANGUE DI MONTONE

Terreno base

THPIONE e 159
PEePLONE di SOIA ...eeeeeiiiiiiiiiiieeee e e e e 549
Cloruro di SOUIO.......ueeeiiiieiiiii e 549
A s 1849
Acqua distillata..........coooeeeiiiee 1000 mL

pH 7.3+ 0.2

PREPARAZIONE DELLE EMAZIE DI MONTONE

Centrifugare il sangue defibrinato di montone a 2@0dper 30 min. Rimuovere asetticamente il sumatae
risospendere il sedimento in soluzione fisiologitexile fino a riportarlo al volume iniziale

Terreno completo

TEIreNO DASE ..o e 950 mL

Emazia di MONtONE ........ooiiiiiiiiiiiii e 50 mL

T 15. AGAR SANGUE NUTRITIVO CON SUPPLEMENTI (NBG)

Estratto di Carne............ooovvieiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee s 10 ¢
PEPIONE .ot 10g
Cloruro di SOAI0........uuviveriiiiiiiiiiiiiiieeeeee e eeeeeeeeeeereeseeerrrrrrraas 5 g
o -1 PSSR 12g
Acqua distillata...........cceeeeiieee 1000 mL

pH 7.4+ 0.2
SUPPLEMENTO
Sangue lisato di cavallo sterile

SUPPLEMENTO FBP

SOIfato di fEITO c.ovvvieieiieeeeeeeeee 2.50

Piruvato di SOdi0..........ccoooviiiiiiiii e, 25 ¢
Metabisolfito di SOIO .......ccoeeeiiieiiiee e, 25 g
Acqua distillata...........cceeeeeiiee e 10 Lm

Sterilizzare per filtrazione

Terreno completo

TEeITeN0O DASE ..ot et 950 mL
Sangue lisato di cavallo sterile..........cooeeeiee 50 mL
Supplemento FBT ...ttt 1 mL



Aggiungere il sangue lisato di cavallo sterilizzaaparatamente al terreno base raffreddato a 45& e

quindi il supplemento FBT e miscelare.

T 16. AGAR SOIA TRIPTONE

THPIONE e 159
Peptone di SO ......cooeiieeeieee e 5 g
Yoo [0 1l (o] 1 ] (o P 549

AT < et aeeaaaas 209
Acqua distillata..........coooeeeiiiee 1000 mL

Dopo aver sciolta la polvere sterilizzare a 121°€ Ber 15 £1 minuti. Distribuire e conservare aG4fon

piu di due settimane.
pH 7.3+ 0.2

T 17. AGAR SOIA TRIPTONE ESTRATTO DI LIEVITO (TSYE A)

THPIONE ., 169
Peptone di SOIa .......ccooeeeiiiii e 5 g
Yoo 1o 1 i (o] 1] (o 59
Estratto di IeVItO ..o e 6 g
o -1 PSSR 209
Acqua distillata..........ccceeeeiiiee 1000 mL

pH 7.3+ 0.2

T 18. AGAR TRIPTONE SOLFITO E NEOMICINA

Peptone 0 triPtONE........uueiiiiiiiiiieiit b eeeeeme e 15 g
Yo 11 (0 N o [ 1=To o [ o TS 1 g
Solfato di NEOMICING. .....cceeiiie e et 0.02¢
Solfato di POIIMIXING .........ueeeiiiiiieieiet e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeebeeeeeeennes 0.05¢
Estratto di IeVito.........ooo oo 10 g
(O4 1= (o 0 =11 1 (o]0 J 05 g
AT <t aeeaaaas 185
Acqua distillata..........coooeeeeiiee 1000 mL

pH 7.0 £ 0.2

Reidratare in acqua distillata per ebollizione.stBbuire in tubi, autoclavare a 118

20 + 1°C. Conservare a + 4°C per non piu di un mese
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T 19. AGAR TRIPTOSIO SOLFITO CICLOSERINA

I 1) (0 13 o TR 15

Yo TF= W 01T o] (0] o 1= S 5 ¢
Estratto di leVito..........oooi i 5 ¢
Yoo [ [o ] 4 g 1] r= LYo | 11 (o TSP 1 g
Ferro ammonio CitratO ..........coouiiiiiiieceeee e 1 g
AT < e eeaaaa 1%
Acqua distillata..........coooeeeeiiee 1000 mL

Preparare il terreno al momento dell'uso. Scioglien un litro di acqua distillata sterilizzare
121 + 3°C. Raffreddare e aggiungere la soluziori@-dicloserina

SOLUZIONE DI D-CICLOSERTINA

D-CICIOSEIING ... 4 g
Acqua distillata..........cooeeeeiiiie 100 mL

Sciogliere in acqua distillata e sterilizzare p#razione. Conservare a -20 + 5°C per 15 per nondpun
mese.

Terreno completo

TOITENO DASE ...t s e e e e et e e e e e e e e e e eaaeens 1000 mL
S0luzionNe di CICIOSEIING ....ueeeeeeee e 10 mL

pH7.6+0.2

Sciogliere il terreno di base aggiungere ciclogerl® ml per litro. Miscelare e distribuire in prastE’
opportuno preparare il terreno al momento delluSonservare a 5 + 3°C preferibilmente in condizioni
anaerobie per non piu di sette giorni

T 20. AZIDE DEXTROSE BROTH (ROTHE)

PePIONE L.t 20.¢
1S 1 {01 [ J PP 5.0g
Yoo /1o 1 i (o] 1] {0 5.0g
Potassio fosfato monoacido.................eeueeeeeiiiiiiiieiiieieeeeenn, 27 ¢
Potassio fosfato biacido............uuuveieimmmmmmeccccecccieee e, 27 ¢
SO0 AZIAE ..o 0.2g
Acqua distillata...........cceeeeeiiee 1000 mL

pH finale 6.8+ 0.2

Sospendere 35.6 g in 1000 mL di acqua distillatasealdare a bagnomaria bollente fino a completa
soluzione. Distribuire nei contenitori finali e aatavare a 121°C per 15 minulti.
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T 21. BAIRD-PARKER AGAR BASE

THPLONE . 10.0g/L
Lab-Lemco(estratto di Carne) ............oovueemmemeeeeeeeesiiiiiieeeeeeen 5.0 g/L
EStratto di HeVItO .........cceviiiiiiiiie e 1.0 g/L
SOAIO PIMUVALOD ....veeeiiiiee et et e e e e 10.0 /Lg
GlICINA .. 12.0g/L
LItIO ClOTUIO....eeiiiieeeee et 5.0 g/L
A s 20.0g/L

pH finale 6.8+ 0.2
EGG YOLK TELLURITE EMULSION
Terreno completo :

Baird-Parker agar base .............cccviiiieeeccenic e 63 g
Acqua distillata..........coooeeeiiiie 1000 mL

Portare delicatamente ad ebollizione sino a compeluzione del terreno. Autoclavare a 121°C per 15
minuti. Raffreddare a 50°C. Aggiungere asetticamést mL di Egg Yolk Tellurite Emulsion. Mescolare
con cura e versare in piastre sterili.

Conservare il terreno a 2-8°C.

T 22. BILE ESCULIN AZIDE AGAR (BEA)

YEAST EXITACT ... ittt 5 ¢
Propteose peptone N.3.......ccooiiiiiiiii i 3 g
LY/ 0100 L= U PSPPI 17 ¢
OXGAll ..o ——————— 1@
ESCUIN ... 1lg
Ferric ammonium Citrate .........cocovvvvviviicceee e, 05 ¢
Sodium chloride ... 5 ¢
SOdIUM AZIAE ... 0.15¢g
AT e 1%
Acqua distillata...........ccoeeeeeiiieee 1000 mL

pH finale 7.1+ 0.2

Autoclavare a 121°C per 15 minuti. Raffreddare &5€ distribuire in piastre sterili
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T 23. BRAIN HEART INFUSION (BROTH)

Infuso di cervello di vitello (SOlidi).........cmeeeeeeieeeieiiiiiiiiiiininns 125 ¢
Infuso di cuore di bue (solidi) .......ooooi i 5.0 g
Peptone ProteOSI .......eeviiiiiiiiiiiiiiiietcemeemm e 100 g
DESIIOSIO. ....eeeeiiiieeeeeee et ettt 20 ¢
SOAIO ClOMUIO ...t 50 g
Sodio fosfato MONOACIHO..............uvvviiiieeeeeee e 2.5 g
Acqua distillata..........coooeeeiiiie 1000mL

pH finale 7.4+ 0.2

Autoclavare a 121°C per 15 minuti. Il terreno vagervato al buio e a temperatura inferiore a 20°C.

T 24. BRILLIANT GREEN LACTOSE BILE 2% (BGLB)

PePIONE ... 10g
OXGAll .. 20g
LACTOSE ..ot 10g
Brilliant GEEN ... 0.0133 g
Acqua distillata..........coooeeeiiiie 1000 mL

pH finale 7.2+ 0.2

Autoclavare a 121°C per 15 minuti.

T 25. BRODO AL TIOGLICOLLATO

Digerito pancreatico di caseina.............commeeeeeevveevvennennnnnn A5 g

I o3 ] (] = 0.59
D-gIUCOSIO ..ttt 59¢
Estratto di leVItO.........cooee i 59
Cloruro di SOAI0........uuuuveriiiiiiiiiiiiiiieeeeee e eeeeeeeeeeereeeeeerr e 25 g
Tioglicollato di sodio (mercaptoacetato) ......cceevvvvevvevvvvnnnnns 05 g
o -1 PSSR 0®8 g
R TST- VAU ] - 0.001 g
Acqua distillata...........ccoeeeeiiie e 1000 ¢

pH 7.1+ 0.2

T 26. BRODO ALL'’ACETAMIDE — Soluzione A

Potassio di idrogenofosfato...............oo e e eeeeieeiieee 1 g
Magnesio solfato anidro...........ccccooeviviiieei 0.2 g
Acetamide. ... 2 g
Yoo [ [0 1l (o] 1] (o R 0.2g9
Acqua distillata..........coooeeeiiiie 900 mL

pH 7.0+ 0.5
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Sciogliere in acqua distillata. Prodotto canceraged effetti mutageni, particolari precauzioni iselbo
utilizzo. Uso di cappa aspirante e indumenti ptiiet

Soluzione B

Sodio MOIBAALO ... 05 g
Ferrosolfato ... 0.0%
Acqua distillata..........ooooeeeiiiie 100 mL

Sciogliere gli ingredienti in acqua distillata.
Terreno completo

SOIUZIONE A ... 900 mL

SOIUZIONE B ..o e 1 mL

Acqua distillata

Aggiungere a 900 mL di soluzione A 1 mL di soluzda e portare a volume di 1 litro con acqua destil
mescolando. Distribuire in tubi 5 mL, autoclavar&2d + 3°C per 15 minuti. Conservare a 5 + 3°@paro
della luce e per non piu di tre mesi.

T 27. BRODO DI ARRICCHIMENTO SELETTIVO (EB)

TERRENO BASE

THPIONE ., 179
Soitone (idrolizzato papainico di farina di soia)..................... 3 g
GIUCOSIO .. 2.509
Cloruro di SOAI0........cuvuueriiiiiiiiiiiiiiieeeeee e eeeeeeeeeeeseeereerreeerrrnans 5 g
Fosfato di potassico GKIPQy)........euvvvvvviviiiiiiiiiiiiiiiniiiniinnenans 25 g
Estratto di leVItO.........cooee i 6 g
Acqua distillata...........cceeeeeiiie, 1000 mL

pH 7.3+ 0.2
SUPPLEMENTO 1

Soluzione A.

Acriflavina HCl ... 50 mg
Acqua distillata..........ccceeeeiiiie 10 mL
Soluzione B

Acido nalidixico (sale SOdICO).........cceevvreeveeereeeriieeiiieiiiiiiinnieens 50 mL
Acqua distillata..........cccoeeeeeiiee e 10 mL

Ciogliere l'acriflavina HCI e I'acido nalidxic incgua. Sterilizzare ciascuna soluzione separatameste
filtrazione

SUPPLEMENTO 2

CiclOEXIMIAE ... 100 mg
ELANOI0 oo s 4 mL
Acqua distillata...........cceeee e 6 mL

Sciogliere la cicloexamide nella miscela etanolqtec
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Terreno completo

TEITEN0O DASE ..ot 225 mL
Supplemento 1 Soluzione A...........ooooii s 0.45 mL
Supplemento 1 SoluzioNe B...........uuveviiicemeeeeiiiiiiiiiiiiniies 1.8 mL
YU o] 0] [T 4 1= o (0 RSP 1.15 mL

T 28. BRODO DI ARRICCHIMENTO SELETTIVO TAMPONATO ( BEB)

Brodo tritON€ SOI8 .........coouuvirieieeeee s e 30 g
EStratto di HeVItO .........cceviiiiiiiiie e 6 g
Potassio fosfato biacido...........ccuvvviiieeeccce e 135 ¢
Potassio fosfato monoacido..............occemmriiiiieieeiee, 96 g
Acqua distillata..........coooeeeeiiie 1000 mL

pH 7.3+ 0.2

T 29. BRODO GELATINA FOSFATO (GPSB)

(CT=] 1 1] = U 109
Cloruro di SOAI0........uuvuveriiiiiiiiiiiiiiieeeeee e eeeeeeeeeeeereeereeerrerrarrnans 10 ¢
Fosfato di potassio (di basico).............ceeeeeeeeeeeiiiiiiiiin, 5 g
Acqua distillata...........cceeeeeiiee 1000 mL

pH 7.2+ 0.2

T 30. BRODO GN HAINA

I 1) (0 13 o TSP 20 g
GIUCOSIO - 109

[ Y=Y o o1 (o ] o PP 2 g
1Yo o[ [0 1N of 11 = 1 o 1 5 ¢
S0dio desOSSICOIAL0 ....eevviiiiiiiiiiiiiiitceeeece e 05 g
Fosfato DIpotassio...........oooiiiiiiiii e 4 g
Fosfato MONOPOLASSIO.....ccceeeeeeeeeee oo eeeeeee e 15 g
Yoo [0 1l (o] 1 ] (o 549
Acqua distillata..........ooooeeeiiiie 1000 L m

pH 7.0 £ 0.2

Reidratare, riscaldare agitando spesso, distribnirkeute, sterilizzare in autoclave a 121 + 3°C p&
minuti. Conservare a 5 = 3 per non piu di un mese.

T 31. BRODO IRGASAN TICARCILLINA (ITC)

THPIONE ., 1@
Estratto di leVItO ..o 1 g
Cloruro di magnesio esaidrato ( Mg CI2.6H20) ..cceau............. 60 @
Cloruro di SOAI0........uuvuveiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e eeeeeeeeeeereaereeerrerrnrenans 5 ¢
Soluzione acquosa di verde malachite al 2% ............ccc.uu.... 5 mL



Acqua distillata...........cceeeeeiiiii 1000 mL
pH 6.9+ 0.2

SOLUZIONE DI TICARCILLINA (1mg/mL)

TICArCIlING ..oveeeeiieeeeeeeeeeeee e 16nL

Acqua distillata...........cceeeeeiiie 10 mL

Sterilizzare per filtrazione

SOLUZIONE ALCOLICA DI IRGASAN.....ccoiiiiiiiiiiea e
10 F= TS o PP 10ng
Etanolo 95% ... 10 mg

Preparare la soluzione al momento dell’'uso opparservarla a -20°C per non piu di quattro settimane
SOLUZIONE DI CLORATO DI POTASSIO (100 mg/mL)

Clorato di POtaSSIO.........ccvvviiiiiiiiiiiieee e, 10 ¢
Acqua distillata...........cceeeeiiiii 100 mL

Sterilizzare per filtrazione

Terreno completo

T =T g Lo T o= LT PP 988 mL
Soluzione di TicarCillina .............eveureermmmmneeeeeeeeeeeeeieeee e e 1 mL
SYo] (VY4 o] aT=TNe [ Lo T= 15T o W 1 mL
Soluzione di cxlorato di potassio.........cccccevvvviiiiiiiiiiieiiiee 10 mL

T 32. BRODO LATTOSATO AL BROMOCRESOLO

PePIONE .. 59

= 10 1] [0 59
Estratto di Carne..........ooovvviiiiiiieiieeeeeeeeeeeeeee e 2 g
Porpora di bromocresolo ... 0.025¢
Acqua distillata..........coooeeeiiiie 1000 mL

pH 7.4 +0.2

Sciogliere il terreno distribuire in tubi e stezdare a 115 + 3°C per 20 minuti. Conservare a SCtf#r non
piu di due settimane

T 33. BRODO LAURILTRIPTOSIO

THPLOSIO oo 20g
= 1101 Lo T 5¢g
Di potassio idrogeno fosfato ..........ccccecvvvevcciiiiiiiiiiiececce e, 275 g
Potassio di idrogeno fosfato................ e eeeeeeiiiei, 2.75 ¢
Yoo 1o 1 i (o] 1] {0 5 g



SOdiO [AUTT SOIfALO c.vveieeeeee e 0.1
Acqua distillata...........cceeeeeiiie 1000 mL
pH 6.8 +0.2

Il terreno pud essere usato in alternativa al Biattosato. Sciogliere il terreno e distribuirlotirbi.con la
campanella di Durham. Sterilizzare, conservarenparpiu di due settimane.

T 34. BRODO PEPTONE SORBITOLO SALI BILIARI (PSB)

PEPLIONE ... 5¢
SOrDItOIO ... 1@
Cloruro di SOAI0........ueviieiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 5 ¢
Fosfato monoacido di sodio (Na2 HPO4) .........ccccevvvviinnnnn. 8.23 ¢
Fosfato biacido di sodio monoidr. (Na H2PO4*H2Q)........... 12 g
Sali DIAr ... 16
Acqua distillata..........coooeeeiiiie 1000 mL

pH 7.6+ 0.2

T 35. BRODO PER LA UTILIZZAZIONE DEI CARBOIDRATI

TERRENO BASE

Prote0Se PEPLONE .....vviieiiieiii e eeere e e 10 g
Estratto di Carne............ooovvieiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee s 1 g
Cloruro di SOAI0........uuvvveriiiiiiiiiiiiiiieeeeee e eeeeeeeeeeeseeeeeerreerrrraans 5 g
BromocCreSolpOrPOra. ... ... eeeeeeeeee e s et 0.02 g
Acqua distillata...........cceeeeeiiii 1000 mL

pH 6.8+ 0.2

CARBOIDRATI

Ramnosio

Xilosio

Sciogliere separtamente 5 g di ciascun carboidnal®0 mL di acqua. Sterilizzare per filtrazione.

Terreno completo

TEITENO DASE ..cevieeieeee et e e et e et e e et e e e e e eeanes 9 mL
Soluzione di carboidrato..........oovevviieiieeee e 1 mL

PePIONE ... e 10g
EStratto di Carne........cooiiiiiiiieie e 3 g
Cloruro di SOAI0........ueeiieiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 30 ¢
GIUCOSIO - 54¢g
Metil VIOIBTEO ...eeeeeeeeiiiieiee e 0.002 g
Sodio dodecil lauril SOIfato .............eeeveeiiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeees 136 g
Acqua distillata..........coooeeeiiii 1000 mL



pH 8.6

T 37. BRODO SALT POLYMYXINE-B (SPB)

PePIONE ... e 10g
EStratto di HeVItO .........cceviiiiiiiiie e 3 g
Cloruro di SOAI0........eeviieiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 20 ¢

pH 7.4+ 0.2
SOLUZIONE DI POLIMIXINA B

POIMIXING Bt 100.000 U
Acqua distillata..........coooeeeiiiee 100 mL

Sciogliere la polimixina nell'acqua e sterilizzamer filtrazione
Terreno completo

TEITENO DASE c..eieeeieeeeeee e et eeaaans 900 mL
Soluzione di POIIMIXING ......coeviiiiiiiiieeeceee e 100 mL

Aggiungere in asepsi la soluzione di polimixina epg preparata al terreno disciolta e a temperdtbira
50°C , distribuire in bottiglie sterili. Utilizzare stesso giorno.

T 38. BRODO TRIPTONE DI SOIA con NaCl 1%

Digerito pancreatico di caseina.............commmmeeeveeeeeeeveevvennnnnn 17 g

Digerito papainico di farina di soia........ccccccceeeviiviiiiiiiniinnn, 3 ¢
Yoo 1o X i (o] 1] (o 5 ¢
Potassio fosfato monoacido.................eeeeeeeeiiiiiiiieciiieieeeeenn, 25 ¢
1S 1 {01 [ J PP 28
Acqua distillata...........cceeeeeiii e 1000 mL

pH7.3£0.2

Reidratare in acqua distillata riscaldando. Agganegl mL di NaCl all'l% per ogni 100 mL di terreno.
Distribuire circa 10 mL in tubi sterilizzare a 128P€. Conservare a 5+3°C per un mese

T 39. BRODO TRIPTONE DI SOIA nc (TSB nc) (+NaCl 1% + 2% di sodio piruvato)

Triptosio (digerito pancreatico di caseing)...ccccccevvveveeeveeeennnes 17 g
Fitone (digerito papainico di farina di S0ia) cwvvvvvveeeeennnneeenn 3 @
Yoo [ [0 1 i (o] 1 ] (o S 5 ¢
Fosfato di potassio monoacido............ccoeeeeeeeieeiiieiieiieeceeee 25 g
DTS 1 01 [ J 28
Acqua distillata..........coooeeeii e 1000 mL

Terreno completo

TEITENO DASE ...t s et e e e e e e e e e e e eaaeens 1000 mL



Cloruro di SOAI0........uvuvveriiiiiiiiiiiiiieeeeee e eeeeeeeeeeeseesreerrrerraranas 95 ¢
Piruvato di SOdi0..........cccooiiiiiiiiii e 19 ¢

pH 7.3+ 0.2

T 40. BRODO TRIPTONE SOIA ESTRATTO DI LIEVITO (TSYE B)

Digerito di pancreatico di caseina (triptone)...............cccevveee. 17 g
Digerito papainiCo di SOIA ...........eeeveiesmmmmmmreeeeeeeeeeaaiieeeeeeeeens 3 g
Cloruro di SOUIO.......uueiiiieeiiii e 5 g
Potassio fosfato monoacido..............cccceeemriiiiieieieee, 25 g
DESIIOSIO. ....eeeeeiiieee ittt ettt 2.9
EStratto di HeVItO .........c.eviiiiiiiiie e 6 g
Acqua distillata..........coooeeeiiiie 1000 mL

pH 7.3+ 0.2

T 41. BRUCELLA BROTH

THPIONE ., 1@
Peptone pepsiniCo di CarNe.............uvvieeeeeemrieeeeiees e, 10 ¢
GIUCOSIO .. 1lg
Estratto di leVItO.........coooeeiiiiee s 2 g
Citrato di SO0 ... .uuuuuieiiiiiii e 1 g
Bisolfato di SOI0 ........ccoovviiiiiiiiiiieeeee e 01 ¢
Cloruro di SOAI0........uuvvveriiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e eeeeeeeeeeereeerererreeraraans 5 ¢
Acqua distillata...........cceeeeeeiei 1000 mL

pH 7.0% 0.2

T 42. BUFFERED PEPTONE WATER

PePIONE .. 10.@
Yoo [ [0 1 (o] 1 ] (o JF 5.0¢
Sodio fosfato MONOACIHO. .............uvvriiiieeeeeee e 35 ¢
Potassio fosfato biacido..........uueeeeiiiiic 15 g
Acqua distillata..........coooeeeriiee 1000 mL

pH finale 7.2+ 0.2

Autoclavare a 121°C per 15 minuti.
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T 43. BUTZLER AGAR MODIFICATO

COLUMBIA AGAR

PePIONE ... e 239
AMIO ... lg
Cloruro di SOAI0........ueviieiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 5 g
A s 1849
Acqua distillata..........coooeeeiiiie 1000 mL
SUPPLEMENTO

Sangue lisato di cavallo sterile

SOLUZIONE ANTIBIOTICI

CefOPRIAZONE... ... ettt 0.15 g
RIfampiCing ........oooii e 0.1@
COlISTING ..o 10000UI
YN 0]{0] (=] 1 o] o - W 0.03
Acqua distillata..........coooeeeiiiie 100mL

Sterilizzare per filtrazione

Terreno completo

Agar ColumMDBIa ... 940 mL
Sangue lisato di cavallo sterile............ccceemeeeeiiiiiiiiiieeeen 50 mL
Soluzione di antibDIOtiCH .........eoveiiiiiiiceeee s 10 mL

Aggiungere il sangue lisato di cavallo sterileaténo base raffreddato a 45°C circa, e quindolaz&one
di antibiotici e miscelare.
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T 44. CAMPYLOBACTER BLOOD FREE SELECTIVE AGAR BAS E (CAT)

Nutrient Broth N.2......... e 250 g
Carbone batteriologiCo .......ccoooeeiiiei e 40 g
Idrolisato di CaSeINa........ccoeeei e 30 g
S0dio desOSSICOIALO ....evvviiiiiiiiiiiiiiit e 10 g
FerroSo SOIfat0.........cccuviiiiiiiice e 0.259
SOAIO PIMUVALO ....vveieiiiee et et e e e e e 0.25 g
AT < et eeaaaas 12.0g
Acqua distillata..........coooeeeiiiie 1000 L m

pH 7.4+ 0.2

Riscaldare a bagnomaria bollente fino a completazgme. Autoclavare 121°C per 15 minuti.
Conservare 2 - 8°C

CCAD SELECTIVE SUPPLEMENT

CefOPRIAZONE... ...ttt 16 mg
(Equivalente a 32 mg/L di terreno finale)
Amfotericina B ... 5 mg

(Equivalente a 10 mg/L di terreno finale)
Ricostruire il flacone con 2 mL di acqua distilaterile

Terreno completo

Aggiungere asetticamente a 500 mL di terreno bdkel1di CCAD SELECTIVE SUPPLEMENT.
Mescolare e versare in piastre sterili.

T 45. CAMPYLOBACTER SELECTIVE ENRICHMENT BROTH
NUTRIENT BROTH N. 2
LAKED HORSE BLOOD 5%

CAMPYLOBACTER GOWTH SUPPLEMENT

Yoo 103N o 11 £ VN7 (o T PSP 0.125 g
(Equivalente a 0.25 g/L di terreno finale)

S0dio MEtASOIfitO......ceviieiiieeiiieeeeee s e e e e e e e e e 0.125 g
(Equivalente a 0.25 g/L di terreno finale)

Solfato fErr0S0 ....cocee i 0.12%

(Equivalente a 0.25 g/L di terreno finale)

CAMPYLOBACTER SELECTIVE SUPPLEMENT (PRESTON)

POIMIXING B..ooiiiiiiiiiiiiiiieeee et 2500 .1.U
(Equivalente a 5000 U.1./L di terreno finale)

RifampiCina ... 5 mg
(Equivalente a 10 mg./L di terreno finale)

Trimethoprim lattato ............vvvvviiiiiiii e 5 mg
(Equivalente a 10 mg./L di terreno finale)

(O o [o1=)T(1 191 o [= PO 50 mg

(Equivalente a 100 mg./L di terreno finale)



Terreno completo

Sospendere 12.5 g di Nutrient Broth N.2 in 475 mlachua distillata sterile. Riscaldare in bagnoiear
bollente fino a completa soluzione. Autoclavare°@per 15 minuti. Raffreddare 50°C, aggiungere 25 m
di Laked Horse Blood ed 1 flacone di Campyloba&emth Supplement ed 1 flacone di Campylobacter
Selective Supplement (Preston). Distribuire 5 mLflatoni con tappo a vite. Conservare a +4°C per 7
giorni.

T 46. C-EC AGAR

I ] ) (0 13 o TSP 10g
THPLOfANO ... lg
PeptoCoOmMPIeSSO0......cooe e 5 g
EStratto di HeVItO .........cceviiiiiiiiee et 3 g
Yoo [0 1l (o] 1 ] (o 5 g
Sali di DB N. B s 1.5

P T G e 0,1
5-Br-4CI-3-indolil-D-galattopiranoside.........ccccc.ooooiiiiiieeneennn. 0,08 g
4-metilumbelliferil-R3-D-glucoronide............cccccvveviieiiieiinnnnnnnes 0,05 g
AGATI BIOS LL..oeiiiiiiiiiiiiiie e 13 g
Acqua distillata..........coooeeeiiiie 1000 mL

pH finale 6.8+ 0.2

Riscaldare in bagnomaria bollente fino a complelazone. Autoclavare a 115 + 1°C per 15 + 1 minuto
Distribuire in piastre sterili.

T 47. CEFSULODINA IRGASAN NOVOBIOCINA AGAR (CIN)

Terreno base

PePIONE L.t 2Q
Estratto di leVItO.........coooe i 2 g
/=T 1] (o] o T 20 ¢
Piruvato di SOdi0...........coooiiiiiiiiii e, 2 g
Cloruro di SOAI0........uuuvverviiiiiiiiiiiieieeeeee e eeeeeeeeeeeseeereeerreerrranans 1 g
Solfato di magnesio (MgSEIH0) ....ooveeiiieiiiiiiieee e, 091
(DTS o FSTS of] F= (o I o T1E=To o 1 T 05 ¢
RO ETST o N 1= 10 1 o J R 0.03 g
(1 1) £= 11V To] 1= 1 (o J USRS 0.001 g
o -1 P SUPRP 124
Acqua distillata...........ccoeeeeiiee 1000 mL

pH 7.4+ 0.2
SOLUZIONE DI CEFSULODINA (15 mg/mL)

(1] £7W] 0o 11 - VUSRI 15 ¢
Acqua distillata...........cceeee i 100 mL

Sterilizzare per filtrazione
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SOLUZIONE ALCOLICA DI IRGASAN (4mg/mL)

10 =TS o PR 04
Etanolo 95% ... 100 mL

Preparare la soluzione al momento dell’'uso, o amaska a -20°C per non piu di quattro settimane.
SOLUZIONE DI NOVOBIOCINA

NOVODIOCING .....evviiiiiiiiiiii e e 0.25 ¢
Acqua distillata...........cceeeeeiiie 100 mL

Sterilizzare per filtrazione

Terreno completo

TEITENO DASE ...ui it e e e e e e e e eaans 997 mL
Soluzione di cefsulodina ............oeveiiiiiiiieiiiee, 1 mL
Soluzione alcolica di irgasan..............veeeeeeeieeeieeeeeeeceeeeeeeeee, 1 mL
Soluzione di NOVODLIOCINA ..........vuviiiii e, 1 mL

T 48. CETRIMIODE AGAR BASE

PePIONE ... 20g
Magnesium chloride ... 14 ¢
Cetrimide (Cetiltrimethylammonium bromide) ...................... 03 g
AT <t eeaaaas 166
Acqua distillata..........coooeeeiiiie 1000 mL

pH7.2+0.2
Sospendere 45.3 g in 1000 mL di acqua distillegele aggiungere 10 mL di glicerolo. Riscaldarebim.

bollente fino a completa soluzione. Autoclavare2d°C per 15 minuti. Raffreddare a 50°C e distribuir
piastre sterili.

T 49. CHROMOGENIC COLIFORM AGAR

THPLOSIO oo 10 g
THPLOfANO ... 01g
Estratto di leVItO.........coooe i 3 g
PeptOCOMPIEX ... 5 ¢
Yoo 1o Il (o] 1] {0 5 ¢
Salidibile N3 15¢g
IPTG it 0l1lg
DD [ o 0,069
SaIMON Gal.....uuiiiiiiciei e eeeeee - 0.159
o -1 PSSR 13 g
Acqua distillata...........cceeeeieeee 1000 L m

pH finale 7.0+ 0.2
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Sciogliere il terreno. Autoclavare a 121 + 3°C f6r+ 1 minuto. Distribuire in piastre Petri. Consae a
+4°C per non piu di due settimane.

T 50. CHROMOGENIC E.COLI AGAR

THPIONE e 20 g
THPLOfANO ... 1 g
Estratto di leVito ..o 5 g
Yoo [ [0 1 ol (o] 1] (o P 5 g
Salidibile N3 15¢g
Sodio fosfato bibasiCO..........iiiiiiiii 5 g
Potassio fosfato MONODASICO ........vevieiieeee e 1,5 g
XD =GHUC ..ttt et e e e 0,069
AT < et eeaaaa 12 g
Acqua distillata..........coooeeeiiiie 1000 L m

pH finale 7.0+ 0.2

Riscaldare a bagnomaria fino a completa soluzidoéoclavare a 121 + 3°C per 15 + 1 minuto. Distiibu
in piastre sterili. Conservare a +4°C per nonddidue settimane.

T 51. CHROMOGENIC E.COLI/COLIFOR MEDIUM

Miscela CrOMOQENICA. .......uuieieeeeeiee e e e e 20,3 ¢
Estratto di IeVItO.........cooee e 3 g
PEPIONE .o 5 ¢

= 1101 Lo 250
Yoo 1o I i (o] 1] {0 5 ¢
Sodio fosfato monoacido...........ccceeeiiviiicccee e 3,5 g
Potassio fosfato biacCido............uuuveueimmmmmmeecccccccceee e, 15 g
RO LT ST o N 1= 10 1 o R 0,03y
AT e 15 g
Acqua distillata...........cceeeeeeieee 1000 L m

pH finale 6.8+ 0.2

Riscaldare a bagnomaria fino a completa soluzidntclavare a 121°C per 15 minuti.
Distribuire in piastre sterili.

T 52. CHROMOGENIC SALMONELLA AGAR

PePIONE ... e e 10g
Miscela di INIDITON .......oovviiiieeee 12 g
Miscela di Cromogeni .........cooeeeiiieei e 09 g
AT < e eeaaaas 159
Acqua distillata..........coooeeeeiiie 1000 mL
SUPPLEMENTO A

Agenti emulSIONANTT ........cevviiiiiiiiiiiiiceeem 11.4 mL

SUPPLEMENTO B
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(1] £7W] 0o 11 - VOSSR RSSRR 5 mg
Acqua distillata Sterile..........uvvvieiiiiiieeeeee e, 4 mL

Terreno completo

TEITEN0O DASE ..o e 1000 mL
SUPPIEMENLO A oo 11.4 mL
Sol. Di supplemento B............oooooiiiiiiicee e 4 mL

pH 7.2 +0.2

Reidratare il terreno base , aggiungere il supphtmnd@ e portare ad ebollizione agitando. Steriliezin
autoclave a 121 * 3°C per 15 minuti. Raffreddafat 5°C ed aggiungere il supplemento B (ricogtitui
con 4 mL di acqua distillata sterile) in modo asettMescolare e distribuire in piastre Petri, oware 5 +
3°C per non piu di una settimana

T 53. m CLOSTRIDIUM PERFRINGENS (m-CP) MEDIUM

m CP Agar Base

THIPLOSIO .ttt e e 309
Estratto di eVito.........ooooiiii s 20 g
ST = Lo or= 1 {017 [0 RS 549
L-cisteina cloridrato ..o 1 g
Magnesio Solfato 7HD ........oevviiiiiiiiiiiiiiiii e 01 g
AT et eeaaaas 15g
Porpora di bromocresolo ... 0,04 g

pH finale 7.6+ 0.2

m CP SELECTIVE SUPPLEMENT

Polimixina B solfato.............coooiiiiiiii 12,5 mg%1@o U.1.)
Equivalente a 25 mg/l (210000/WU9 di terreno finale

Disciogliere 35,55 g di m-CP Agar Base in 500 mladqua distillata. Autoclavare a 121°C per 15 iinu
Raffreddare a 50°C ed aggiungere asetticamente 18al#etive Supplement ricostituito con 2 mL di aqu
distillata sterile. Aggiungere inoltre:
Fenolftaleina difosSfato 0,590 ........veuieni e e eeeaeeens 10 mL
Indosil B-D-glucoside 0,75%% ...........oeuvueiiiieiiiiimmmeneeeeeeeeeeeenn. 4 mL

*egale a 30 mg in 4 mL
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T 54. COOKED MEAT MEDIUM

Beefheart ... 454 ¢
Prote0se PePLoNe ..ot 20 g
DEXIIOSE ...t 2 g
Sodium ChIONIde .....cooiieee e e 5 g
Acqua distillata..........coooeeeiiiee 1000 L m

pH finale 7.2+ 0.2

Riidratare il terreno distribuendo 1.25 g in prawet ed aggiungendo 10 mL di acqua distillata fieedd
mescolare e lasciare a riposo fino a che le pédis&no perfettamente imbevute. Autoclavare &C23der
15 minuti, raffreddare a 37°C prima dell’'uso. Hremo se non usato lo stesso giorno della preparazieve
essere riscaldato in bagnomaria bollente o a vapeete per 0.0.alcuni minuti, raffreddato a 3¢
inoculato.

T 55. CZAPEK DOX AGAR

SACCAIOSIO. ...t ieeeeeee ettt 30.0g
Nitrato di SOIO.........cceeeiiiiiiie e 2 g
Fosfato bipotassiCO..........ccovvviiiiiiiiiieeeeee s 1 g
Solfato di MagNESI0........covvvviveiiieiiiieeeeeeeeeeeeeee s 0.5 g
ClOruro di POLASSIO .....ceevvvveiiiirriirires mmmmmm e ee e e e e e e e e e e e e e aaaeaaeeas 0.5 g
Solfato fErr0S0 ....cocee i 0.01g
AT e e ae 15 g
Acqua distillata...........cceeeeeiie e 1000 L m

pH finale 6.2+ 0.2
Riscaldare a bagnomaria fino a completa soluzidméoclavare a 121 + 3°C per 15 minuti. Distribuine

piastre sterili. Le operazioni devono essere fatteappa a flusso laminare. Conservare a 5 + 3¥Chpe
piu di due settimane.

T 56. DEFINED SUBSTRATE TECHNOLOGY (Colilert)

AmMMONIOo SOIfatO ... 5 ¢
MagnNese SOIfALO. ........uuuuiiiiiiiiiiiiiii it eeeemee s 0,5 mg
ZiNgO SOIfatO.......ceeiiiiii e 100 mg
Yoo [ [0 1 (o] 1 ] (o 10 mg
(021 (o3 To I od [0] £ 5| o J S 50 g
Yoo [0 JX=To] | 11 (o IR 40 ¢
F Y a1 {0] (=] o] [ =T = 1 g
O-nitrofenilf3-D-galattopiranoside ................ccccuvveeicecceeinennnnes 0,5 mg
4-metilumbellifenilf-D-glucoronide..............ccccvvvviiiiieneiieneee. 75 mg
S0 ] F= U 101 o FA T 0,5 ¢

Hepes buffer
Sali di SOAIO.....cvuiiieceee e 53 ¢
Acido 0rganiCo ........ooecccieeeeeeeeeee 6,9 ¢

Il terreno in forma disidratata & distribuito innemercio in confezioni monodose per esaminare 10amL
acqua. Risultati dopo 18 — 24 ore.
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T 57. DG18 AGAR BASE

Idrolisato enzimatico di tessuti animali e vegetali................. 5 ¢
GlUCOSIO (GHL20L) oo 10 g
Potassio diidrogenofosfato (KPIO) ..........cevvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnes 1 g
Magnesio solfato (MgS£H20) ..evvvivvvieiiiiieeecee e 0.5 g
Dichloran (2,6-dichloro-4-nitroaniling) ........cccceeeeeeeeiiiineennenn. 0.002 g
AT <t eeaaaas 136
Acqua distillata..........ooooeeeiiiie 1000 mL
SUPPLEMENTI

chloranphenicol antimicrobic supplement ......................50 Mg
GlICRIINA ... 100 mL

Terreno completo

Sospendere 15 g di terreno in 500 mL di acqudldiatiredda, portare ad ebollizione fino a conmgpketluzione.
Addizionare 110 g di glicerolo anidro. Ricostituire flacone di Chloranphenicol Antimicrobic Suppésrhcon 3
mL di acqua/etanolo 1:1 e aggiungere al terrentodavare a 121°C per 15 minuti. Raffreddare imbagaria a
44 — 47°C, mescolare e distribuire in piastrelst@onservare al riparo della luce

pH finale 5,6+ 0.2

T 58. DRBC AGAR BASE

Idrolisato enzimatico di tessuti animali e vegetali................. 5 ¢
Glucosio (GHL205)....cccoieeiiii i, 10 ¢
Potassio diidrogenofosfato (KPIOy) ...........cvvvvvvviiiviiiiiiviiiiiiiinns 1 g
Magnesio solfato (MgSEHL0) ...evvvvvviviiiiiiiiiiiiiiiies 0.5 ¢
Dichloran (2,6-dichloro-4-nitroaniling) ........cceeeeeeeveeeiiiiiennnnn. 0.002 g
RoOsa bengala............uuuuuiiiiiiiiiiii i eeeeeee e 0.025¢
AT e 1%
Acqua distillata...........cceeeeeeiii e, 1000 mL

CHLORANPHENICOL ANTIMICROBIC SUPPLEMENT

CloranfeniCol0..........uuviveiiiiiiiiiieeeeee e 50 mg

Terreno completo

Sospendere 15.5 g di terreno DRBC in 500 mL duacdistillata fredda, portare ad ebollizione fino a
completa soluzione, aggiungere un flacone di Chigihanicol Antimicrobic Supplement ricostituito c8n
mL di acqua/etanolo 1:1. Autoclavare a 121°C pemiibuti. Raffreddare in bagno maria a 44 — 47°C,

mescolare e distribuire in piastre sterili. Conaesval riparo della luce

pH finale 5,6+ 0.2
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T 59. EGG YOLK AGAR

THPIONE e 59
PePIONE ... e 2Q
Cloruro di SOAI0........ueviieiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 5 ¢
AT < et aeeaaaas 2Q
Acqua distillata..........coooeeeiiiie 1000 mL

pH 7.0+ 0.2

Sterilizzare a 121°C per 20 minuti. Raffreddare-450°C e aggiungere 80 mL di Egg yolk emulsion.
Distribuire in piastre.

T 60. m ENDO AGAR LES

YEASE EXIIACT.....coiiiiiii it 1.29
CASIIONE ...ttt 3.79
TRIOPEPIONE......eiiieiiiiee et 3.7 ¢
T PEOSE e e 7.59
LACTOSE .. 9.4g
Potassiumphoshate dibasiC................cocommmmiiiiiiieiiee, 33 ¢
Potassiumphoshate monobasic...............coceeeeeiiiiiiiiiiiennnes 1 g
Sodium ChIONIde .....cooiiiie e e 3.7 ¢
Sodium desoxycholate.............ooooviiiiii oo 01 g
Sodium lauryl sulphate ... 0.05 ¢
SOAIUM SUIILE ... 16 g
BasSiC fUCNSIN ... s 08 g
AT < et aaeeaaaa 15.@
Acqua distillata..........coooeeeiiiie 1000 mL

pH finale 7.2+ 0.2
ALCOLE ETILICO ASSOLUTO PER ANALISI ACS, ISO

C,HsOH M (g/mol) = 46.07 1L =0.79K

Terreno completo

MENdOo agar LES ..o 51 g
AICOIE ELIHCO ..o 20 Lm
Acqua distillata..........ooooeeeiiiie 1000 mL

Dopo aver riidratato il terreno portare ad ebaddi® per sciogliere completamente la polvere.
Raffreddare a 40-50°C, distribuire in piastre eimssolidificare.

Conservare a 2-8°C al riparo della luce.

T61. m FC AGAR

I/ 0101 P 10.0g
Proteose peptone N.3.. ... crceeeen e 5.0 g
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YEASE EXITACT.....ciievviiii it 3 g

= Tod (0 1] 12.59
Bile salts N.3 ... 15¢
Sodium chloride ... 5 g
Aniline blue............. 01g
AT e aa 15 ¢
Acqua distillata...........cceeeeeiiei 1000 L m

pH finale 7.4+ 0.2
ROSOLIC ACID (Acido rosolico per batteriologia)
IDROSSIDO DI SODIO (NaOH)

Sciogliere 1 g di Acido Rosolico in 100 mL di sdluze di Idrossido di sodio 0.2N (soluzione all’1%).
Stabilita 2 settimane se conservata in frigorifero.

Terreno completo

T O T - | SRS 52 ¢
Acqua distillata...........cceeeeiiee 1000 mL

Sciogliere il terreno per ebollizione fino a compleoluzione. Aggiungere 10 mL di acido rosoliogitare

e far bollire ancora per 1 minuto.
Raffreddare a bagnomaria a 50°C e distribuire &istpe.

T 62. GLUCOSIO AGAR

ENnzinatico di CaSEIN@.......uuuuuueiiiiie e 100 g
EStratto di Carne..........ooovvviiiiiiiiiieieeeeeeeeeeee e 15 g
€118 To{0 1] o TSRS 109
Yoo [ [0 1 i (o] 1 ] (o U 50 ¢
BromOCIESO0I0 ....eeeeiiiiiiii e 0.015 ¢
AT < et aaeeaaaa B-I
Acqua distillata..........coooeeeeiiie 1000 L m

pH finale 7.0+ 0.2
Sciogliere i componenti in acqua calda se necesgdistribuire in contenitori.Autoclavare a 1213€r 15

minuti. Conservare a 5°C + 3 massimo una settim@nma dell’'uso immergere in acqua bollente per 15
minuti e raffreddare rapidamente alla temperaturaadibazione

T 63. HALF FRASER BROTH

Terreno base

Peptone di CArNE .........uueeeceee e eeeeeee e 5 g
THPIONE ., 59¢g

EStratto di CANE........uvvviiiiiiiiiiiiiiii e 5 g
Estratto di IeVItO.........cooee i 5 g
Cloruro di SOAI0........uuvuveriiiiiiiiiiiiiieeeeee e eeeeeeeeeeeseeereeerreerrranans 20 ¢
Sodio fosfato monoacido..........ccceeeviviiiccce e, 12 ¢



Potassio fosfato biacCido............uuuveeeimmmmmmeececccccceee e, 135 ¢

ESCUNNG ....coiiiiiiiiiiiieieiiii e 22 e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeaeees lg
Cloruro di lit0....cveeeeieeeieeeeeeee e 349
Acido nalidixico (sale SOdICO).........ccevvvieeveeereeeriiieiiieiiaiiiiieieens 001 g
Acqua distillata...........cceeeeeiiee 1000mL

SOLUZIONE DI ACRIFLAVINA

Acriflavina cloroidrato..............oo oo, 0.125¢g
Acqua distillata..........ccceeeeiiiee 100 mL

SOLUZIONE DI CITRATO FERRICO AMMONIACALE

AMMONIO fErriCO CItrAatO.......uvveeiiiiiiiieit e e e 5 ¢
Acqua distillata...........cceeeeeiiie 100 mL

Terreno completo

TEITENO DASE ..cevieeieeeee et e e e et e et e e et e e et e e eeanas 100 mL
Soluzione di acriflavina.......c.ooeveiiiii e 1 mL
Soluzione di citrato ferrico ammoniacale......cceceevvvvvvvviviennnnen. 1 mL

pH 7.2+ 0.2

T 64. HEKTOEN ENTERIC AGAR

Prote0se PeploNe ...t 120 g
EStratto di HeVItO .........ceviiiiiiiiie e 30 g

= 10 1] [0 12.0g

ST = Lo or= 1 {01 [0 RS 12.0g
SALICINA ...eeiiiiiiiei e 20 g
Salibiliari N.3 ... — 9.0 g
Yo o[ [0 1l (o] 1 ] (o 50 ¢
SO0 IOSOIALO ... 50 g
Ferrico ammonio Citrato ...........ooooeiiee s 15 g
Fucsina acida...........ooooiiiiiii e 01 g
Blu di bromotimolo ... 0.065 g
AT < et aaeeaaaas 14.0g
Acqua distillata..........coooeeeeiiie 1000mL

pH finale 7.5+ 0.2
Sospendere il terreno in acqua distillata e lascsarogliere per 10 minuti. Portare ad ebollizipee pochi

secondi per scogliere I'agar. NON autoclavare. iRrdflare a 60°C e distribuire.
Conservare a 2-8°C.
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T 65. IRON SULPHITE AGAR

THPIONE e 10.0g
SO0 SOIItO ...t 054¢
Ferro citrato (1C0) ...ooooeeeeee e 05g¢g
A et aaeeaaaa 12.0g
Acqua distillata..........coooeeeiiiie 1000 Lm

Sospendere 23 g di polvere in 1000 mL di acquadlldist scaldare in bagno maria bollente fino a ptata
soluzione. Sterilizzare in autoclave a 121°C pemirtuti. Mescolare e distribuire in piastre.

pH finale 7.1+ 0.2

T 66. KARMALI AGAR (CSM)

PePIONE L.t 23
AMIO ..., 1lg
Cloruro di SOAI0........uuvvueeiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e eeeeeeeeeeeseerreaerreerrraans 5 ¢
Carbone attivato ... 4 g
o -1 PSSR 84
Acqua distillata...........cceeeeeeiee 1000 mL

pH 7.4+ 0.2
SOLUZIONE DI EMATINA

= 1] = PP 0.82
Acqua distillata...........cceeeeeiie e, 100 mL

Sterilizzare per filtrazione

SOLUZIONE DI ANTIBIOTICI

Piruvato di SOdi0...........ccooviiiiiiii e, 2 g
RV T (oo o o o - U 04 ¢
Cefaperazone...........oovvviiviiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseaareear e 0.64 ¢
(O o [o1=)T(1 191 o [= PO 2 g
ELANOI0 e e 5L
Acqua distillata...........cceeeeeiiee e 200 mL

Sterilizzare per filtrazione

Terreno completo

TEITENO DASE ..cevieeieeeie et e e et e et e e et e e e e e eenes 980 mL
SolUZIONE di EMATINA ....cuiieeeieie e 10 mL
Soluzione di antiDIOTICE .....vvveiiiei i e 10 mL

Aggiungere sterilmente la soluzione di ematinaakno base raffreddato a 45 -50°C, aggiunger&apoi
soluzione di antibiotici e mescolare.
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T 67. LACTOSE BROTH

Lab-lenco (estratto di Carne) ...........vuvveecccec e 30 ¢
PePIONE ... 59

= 10 1] [0 549
Acqua distillata..........coooeeeiiiie 1000 mL

pH 6.9 +0.2

Autoclavare a 121°C per 15 minuti. Conservare gtgatura ambiente (18-22°C)

T 68. LEGIONELLA BCYE- a GOWTH SUPPLEMENT

LEGIONELLA CYE AGAR BASE

Carbone attiVo ..........oeeviiiiiiiii e 2 o
EStratto di HeVItO .........ccevviiiiiiiee e 10 /1 g
A e 13 g/l

LEGIONELLA GOWTH SUPPLEMENT (SR110A)

Tampone ACES/Potassio idrossido ............cmmmeeeeeeeenn 1.0 Q
(equivalente a 10 g/L di terreno finale)

PirofoSfato fEITICO .....ven i 0,025 ¢
(equivalente a 0.25 m/L di terreno finale)

I O 153 (=1 ] = T 004 g
(equivalente a 0.4 g/L di terreno finale)

a-chetoglutarato ............ooovviiiiiii 01 g

(equivalente a 1 g/L di terreno finale)
LEGIONELLA GOWTH SUPPLEMENT (SR110C)

Tampone ACES/Potassio idrossido ............commmmeeeeeeeennn .00 0
(equivalente a 10 g/L di terreno finale)

PirofoSfato fEITICO .....ven e e 0,125 ¢
(equivalente a 0.25 m/L di terreno finale)

I O 153 (=1 ] = N 02 g
(equivalente a 0.4 g/L di terreno finale)

a-chetoglutarato ............oooviiiiiiii 05 g

(equivalente a 1 g/L di terreno finale)

Terreno completo (Supplemento SR110A)

Legionella CYE agar base.............uuuviiiccemmceciiiiiiieeeeeeeeeennn 2.5 g
Legionella Gowth supplement (SR110A)........ccmmmeeeree........ b flacone
Acqua distillata..........coooeeeiiiie 90 mL

Sospendere 2.5 g di Legionella CYE agar base imBOdi acqua distillata portare a ebollizione fino a
completa soluzione del terreno.

Sterilizzare a 121°C per 15 minuti. Raffreddaré®&5

Ricostituire asetticamente 1 flacone di LegionégBawth supplement (SR110A) con 10 mL di acqua
distillata sterile calda ed aggiungere il conterait®O mL di Legionella CYE agar base.

Mescolare con cura e distribuire in piastre sterili
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Terreno completo (Supplemento SR110C)

Legionella CYE agar base..............vvvivtceemmeeennniiiiiesieee e, 12.5 g
Legionella Gowth supplement (SR110C) .......ccceeeeevvvvrveenene. 1 flacone
Acqua distillata...........cceeeeeiiee 450 mL

Sospendere 12.5 g di Legionella CYE agar base 0nrdls di acqua distillata e portare a ebolliziongofia
completa soluzione del terreno.

Sterilizzare a 121°C per 15 minuti. Raffreddar®d&5

Ricostituire asetticamente 1 flacone di LegionegBawth supplement (SR110C) con 50 mL di acqua
distillata sterile calda ed aggiungere il conteraitd50 mL di Legionella CYE agar base.

Mescolare con cura e distribuire in piastre sterili

T 69. LEGIONELLA (GVPC) SELECTIVE MEDIUM

LEGIONELLA CYE AGAR BASE

Carbone attiVO ..........oeeviiiiiiiii e 2 o
EStratto di HeVItO .........ceviiiiiiiiiee e 10 /' g
A s 13 g/l

LEGIONELLA GOWTH SUPPLEMENT

Tampone ACES/Potassio idrossido ............cmmmmeeeeeeeennn .00 0
(equivalente a 10 g/L di terreno finale)

PirofoSfato fEITICO .....veniee i e 0,125 ¢
(equivalente a 0.25 m/L di terreno finale)

I O 153 (=1 ] = T U 02 g
(equivalente a 0.4 g/L di terreno finale)

a-chetoglutarato ..o 05 g

(equivalente a 1 g/L di terreno finale)

LEGIONELLA (GVPC) SELECTIVE SUPPLEMT

Glicina (priva di ioni @amMmONIO ............uuuummmeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 15 g
(equivalente a 3.0 g/L di terreno finale)

RV 2= Vg Toto o o | - T 05 mg
(equivalente a 1.0 mg/L di terreno finale)

Polimixina B SOIfato............eeeiiiiiiiiicemeeeeeee e 39.600 U.I.
(equivalente a 79.200 U.I./L di terreno finale)

CiClOBXIMIAR ... 40.0 mg

(equivalente a 80.0 mg/L di terreno finale)

Terreno completo

Legionella CYE agar base.............uueeiiicoemmce i, 12.5 g
Legionella Gowth supplement..............ooveeeemiiiiiiiiiiiiee, 1 flacone
Legionella (GVPC) selective supplement......cccoeeeeeeieeeeeennn. 1 flacone
Acqua distillata..........coooeeeiiiee 450 L m

Sospendere 12.5 g di Legionella CYE agar base 05 di acqua distillata e portare ad ebolliziomsfa
completa soluzione del terreno.
Sterilizzare a 121°C per 15 minuti.
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Raffreddare a 50°C ed aggiungere asetticamentacbrfe di Legionella Gowth supplement previamente
ricostituito con 50 mL di acqua distillata sterile.

Ricostituire con 10 mL di acqua distillata sterldlacone di Legionella (GVPC) selective supplemeat
aggiungerlo ai 500 mL di Legionella BCYEMedium sterile.

Mescolare con cura e distribuire in piastre sterili

T 70. LISTERIA ACCORDING TO OTTAVIANI — AGOSTI (AL OA)

Enzymatic digest of animal tiSSUes ..........ccccceuveiiineiiiiinnnnnnns 18 g
Enzymatic digest of casein..............oooi e e eeeeeeeeeeeeeeeeeee 6 g
YESE EXIIAL ...t ettt aaeeaes 10g
SOAIUM PYFUVALE......ciiiiieeeieeiieeeee e 2 g
(€118 Tol0 1 =S 2 g
Magnesium glycerophosphate...............oooeeeeeeeiiiiinnns 1 g
Magnesium sulphate (anhydrous) ........cccoovceerccee e, 05 g
Sodium ChIONIAE .....cooiiiie e e 5 g
Lithium ChIOrde ... ... 10 g
Disodium ydrogen phosphate (anhdous)........cccccceoiiiiinneee. 25 ¢
5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-3-D-glucopyranoside................. 0.05 g
A e 18-
WRLET ... 930nL

Sciogliere i componenti per ebollizione. Autoclavar121°C per 15 minuti
pH7.2+0.2

ACIDO NALIDIXICO
Nalidixic acid sodium salt..............coooieiiiiie 0.02 g
Sodium hydroxide (0.05 MOI/L) ........ooociiiimeeemiiieeeeee e 5 mL

Sciogliere nalidixic acid in 5 mL di sodium hydrdei e sterilizzare per filtrazione.

SOLUZIONE DI CEFTAZIDIME
(O] =V [0 |11 0= U 0.2g

Sciogliere cefatazimide in 5 mL di acqua e stexdre per filtrazione (membrana 0.45um)
POLYMYXIN B SOLUTION

PolymyxXin B SUl fate ..........uumeei e 760700 1U

WALET ... 5 mL

Sciogliere polymyxin B in 5 mL di acqua e steribze per filtrazione (membrana 0.45pm)

SUPPLEMENTO ANTIBIOTICO

(@4 od (o] 0123 (1111 o = J RSP 0.05 g
[ | 0 F=1 g [0 T 2.5mL
LT T2 1= 2.5mL

Sciogliere cycloheximide in 2.5 mL di etanolo agggare 2.5 mL di acqua e sterilizzare per filtragion
(membrana 0.45um)
ANPHOTERICIN B

F Y 0] 0] a0 ] (=] ¢ o] o TN = P 001 g
HCL (1 MOI/L) .t 25 mL
Dimethylformamide (DMF) ..o 75 mL



Sciogliere amphotericin in HCL/DF e sterilizzare fikrazione (membrana 0.45um)

SUPPLEMENTO
Sciogliere 2 g La-phosphatidylinositol (Sigma P 6636) in 50 mL dgaa fredda. Agitare per 30 minuti per
omogeneizzare la sospensione. Autoclavare a 128°C5minuti e raffreddare a 48 — 50°C.

Terreno completo

Base MEAIUM ........oeviiiiiiiiiiiiiiiiiiv b eremees e 930 mL
Nalidixic acid SOIULION ..........ccoeeiiiii i 5 mL
Ceftazidime SOlUtION ..., 5 mL
PolymyxXin B SOIULION ..........uvviiiiiiiiiiiiiceeeeeeiiiiivvininiineeneeees 5 mL
Cycloheximide solution*..............ccccevvicccce e, 5 mL

*Oppure SUPPIEMENLO...........cevviiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeveeveeeaees 50 mL

pH finale 7.2 £ 0.2

T 71. LISTERIA FRASER BROTH BASE

Prote0se PePLONe ...t 50 g
THPIONE e 5.09
Lab-Lemco (estratto di carne) ...........oovveecceceevieeeieeeeeeeeeeeeee 50 g
Estratto di IeVito.........ooooiiie s 5.0¢
Yoo [ [0 1 (o] 1 ] (o 200 g
Sodio fosfato MONOACIO........uuuuiiiee e 120 g
Potassio fosfato biacido............cuvvviiieeeccce e 135 ¢
ES o |1 = TP 1.0g

Litio ClOTUIO. ..o 3.0g
Acqua distillata..........coooeeeiiiie 1000 mL

pH finale 7.2+ 0.2

FRASER SELECTIVE SUPPLEMENT

Citrato ferrico di ammonio............ccooiviiiiiiiiei 250.0 mg
(equivalente a 500 mg/L di terreno finale)

ACIAO NAlIAIXICO ... 10.0 mg
(equivalente a 20.0 mg/L di terreno finale)

Acriflavina cloridrato ..........ccoooooioiic 125 mg

(equivalente a 25.0 mg/L di terreno finale)
Terreno completo

Listeria Fraser Broth base .............oooo i 287 g
Acqua distillata..........coooeeeiiiie 500 mL

Riscaldare a bagnomaria bollente fino a completuzgme. Autoclavare a 121°C per 15 minuti.
Raffreddare a 50°C. Aggiungere asetticamente bffladi Fraser Selective Supplement ricostituito on
mL di soluzione alcool etilico/acqua distillata riee (rapporto 1/1). Mescolare e distribuire in tamitori
sterili. Conservare a 2-8°C.
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T 72. LISTERIA PALCAM AGAR BASE

Columbia Blood agarbase ............cooo e 39.0 g
EStratto di HeVItO .........cevviiiiiiiie e 30 ¢
GIUCOSIO - 05 g
ESCUIING ... et 0.8 ¢
Citrato ferrico di ammonio............ccooiviiiiiiii 0.5 g
/=T o o110 ] o 10.0g
ROSSO fENOIO ... 0.089
Litio ClOMUIO. ..o 15.0g
Acqua distillata..........coooeeeeiiie 1000mL

pH finale 7.2+ 0.2

PALCAM SELECTIVE SUPPLEMENT

PoliMIixXina B........oooiiiiieeee e 5.0mg
(equivalente a 10 mg/L di terreno finale)

Acriflavina Cloridrato ...........oooeiiiiiiiiiii e 25 mg
(equivalente a 5 mg/L di terreno finale)

(O] =V o |11 0= P 10.0 gm

(equivalente a 20 mg/L di terreno finale)
Terreno completo

Listeria Palcam agar Dase..............ooceeeemmmeeeee e 345 ¢
Acqua distillata..........coooeeeiiiee 500 mL

Riscaldare a bagnomaria bollente fino a completuzsme. Autoclavare a 121°C per 15 minuti.
Raffreddare a 50°C ed aggiungere il contenutoftadone di Palcam Selective Supplement ricostitado

2 mL di acqua distillata sterile. Mescolare e gegsin piastre sterili. Conservare a 2-8°C al opdella
luce.

T 73. LYSINE IRON AGAR

Peptone batteriologiCo.........ccvvvvivieiiiieeeeeeiececccce e 50 g
Estratto di leVItO.........cooee i 3.09
1S 1 {01 [ J PP 109
LliSINA. ..o 10 g
Ammonio citrate ferrico.........ccccovvvviiiiceee 05 g
S0di0 tiIOSOIfALO .....uuuiiieiee e 004 g
Porpora di bromocresolo..............oooovvie e 0.02 g
AT e 14.%

pH 6.7+ 0.2

Sospender 34 g in un litro di acqua distillata. cRidare in bagnomaria fino a soluzione completa.
Distribuire in provette, autoclavare a 121°C perniifiuti. Raffreddare le provette in posizione inalia
(becco di clarino)

127



T 74. MANNITOLO EGG-YOLK POLYMYXIN AGAR (MYP)

TERRENO BASE

PePIONE ... 10g
EStratto di Carne..........ooovvviiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee e 1 g
/=T o 110 ] o 10 g
Cloruro di SOAI0........ueviieiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 10 g
ROSSO fENO0I0 ..o 0.025¢g
A s 124
Acqua distillata..........coooeeeiiiie 900 mL

pH 7.2+ 0.2

SUPPLEMENTI (da aggiungere asetticamente dopdigtzione del terreno base)

EMULSIONE DI ROSSO D'UOVO

Tuorlo d’'uovo diluito 1:5 con acqua distillata sker Trattare 2 ore a 45°C in bagnomaria e consera®-
5°C per non piu di 72 ore.

SOLUZIONE DI POLIMIXINA B

Polimixina B solfato (circa 100 g secondo il tit@ella polvere)

............................................................................................ 100 Ul
Acqua distillata..........coooeeeeiiie 100 mL
Sterilizzare per filtrazione

Terreno completo

TEerIreN0 DASE ..o e 900 mL
Soluzione di polimixina B.............oooviiiicoceci 10 mL
Emulsione di roSSO d'UOVO .......ccceeeiiiiiieeeieiieeee e 100 mL
T 75. MANNITOLO SALT AGAR

Lab-Lemco (estratto di carne) ...........oovveecceceviieeeiieeeeeeeeeeee 10 g
PePIONE ... 109
/=T o 110 ] o 100 g
Yoo [0 1l (o] 1 ] (o 75.0 ¢
ROSSO fENO0I0.....cceeiiieiieeeee e 0.025¢g
AT < et aaeeaaaa 159
Acqua distillata..........coooeeeiiiie 1000 mL

pH finale 7.5+ 0.2

Riscaldare a bagnomaria bollente fino a complelizzame. Autoclavare a 121°C per 15 minuti.
Conservare 2-8°C.
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T 76. MRS AGAR WITH TWEEN 80

PEPIONE .ot 109
Estratto di Carne............ooovvieviiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee s 100 ¢
Estratto di leVItO.........coooe i 50 ¢
GIUCOSIO .. 200
Potassio fosfato DiS............uviviiiiiiiiiceeeee e 20 g
Yoo [0 JE= Tot=] =\ (o IR 50 g
WY 010 4To] o L0 I (= Lo TSP 20 ¢
Magnesio SOIfatO .........cceeeeiiiii i ceeeee s 0.20 ¢
Manganese solfato............cccoovviiiiiii e, 0.05 ¢
TWEEN 8O it err e e 1.0g
o -1 PSSR 150

Sospendere 70,2 g di MRS Agar in 1000 mL di acqatlldta fredda. Portare ad ebollizione agitando e
distribuire. Sterilizzare in autoclave a 121°C f@dé&r minuti. pH finale 6.4 + 0.2. Per un pH 5.7, come
raccomandato dalla ISO 15214, acidificare in mdu® dopo sterilizzazione il pH sia 5.7 £ 0.1
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T 77. MUG/EC Medium

I 0] (] L PP 409
SAlICINA ...eeiiiiiiiie e 1lg
Triton X 100 ... 1 g
MUG ..ttt e et e e e e 100
Acqua distillata..........ooooeeeiiiie 1000 mL

A 1000 mL di acqua distillata aggiungere tript6osegdjcina e triton X 100, sciogliere per ebollizeo
agitando. Raffreddare e aggiungere il MUG disoiait2 mL di N,N-dimetilformamide*. Sterilizzare pe
filtrazione (filtro 0,2 pm) e distribuire 100 pL siascuno dei 96 pozzetti della piastra. Disideatar
essiccatore o0 sotto cappa a flusso laminare.

Il terreno disidratato e pronto all’uso si trovacommercio gia distribuito in piastre a 96 pozzettiredate
di nastro adesivo. * attenzione prodotto tossicamcerogeno per contatto ed ingestione

pH 6.9 +0.2

T 78. MULLER-KAUFFEMANN TETRATHIONATE BROTH BASE

THPIONE ., 7.0g
Peptone di SOIa .......ccoooeeiiiiiic e 23 ¢
Yoo 1o 1 i (] 1] {0 23 ¢
Calcio carbonato.........cccoeeevei i 250 ¢
Yo To [To I8 ({0 TST0] | 7=\ (o 1SR 40.7 ¢
Bile di DU ....veeeece e 4.78
Acqua distillata...........cceeeeiieee 1000 mL
SOLUZIONE IODICA

oo [T J PSP 20g
Potassio iodUro...........ooovvviiiiiieeeeeeee e 25 g
Acqua distillata fiNn0 @ ..........vvvviviiiiiiicicece e, 100 mL

Sciogliere lo ioduro di potassio in circa 5 mL dgaa distillata, aggiungere lo iodio e riscaldantcemente
la soluzione. Portare il volume a 100 mL con acdjstillata.
SOLUZIONE AL VERDE BRILLANTE

Verde brillante...........ooovviiiiiiiiieeeeee 01 g
Acqua distillata...........cceeeeeiiee 100 mL

Aggiungere il verde brillante all’acqua distillatagitare fino a completa soluzione. Riscaldare G CQoer
30 minuti, far raffreddare agitando periodicameassicurandosi che il colorante sia completamente
disciolto. Conservare in flaconi di vetro scuraiphro della luce.

Terreno completo

Sospendere 82 g di polvere in 1000 mL di acqualldist Riscaldare in bagnomaria bollente fino a
completa soluzione. NON AUTOCLAVARE. Raffreddardted 45°C aggiungere prima delluso 19 mL di
soluzione iodica e 9.5 mL di una soluzione all@® di verde brillante.

Conservare a 2 - 8°C.

Terreno non indicato per la crescita di S. typhisehdai, S.pullorum, S. gallinarum.

T 79. NUTRIENT AGAR
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Lab-Lenco (Estratto di Carne) .........ccccvveeeeeeeeeeieerieeeeeeeeeeeeeee. 10 g

Estratto di eVItO.........coooe e 20 ¢
PEPIONE L.t 5.0g
Yoo 1o I i (o] 1] (o 50 ¢
o -1 PSPPI 150
Acqua distillata...........ccoeeeeiiie 1000 mL

pH finale 7.4 £ 0.2

Sospendere 28 g di polvere in 1000 mL di acqudldist Riscaldare a bagnomaria fino a soluzione.
Autoclavare a 121°C per 15 minuti. Dopo preparagioonservare a temperatura 2 -8°C.

T 80. OXFORD AGAR

AGAR BASE

Columbio agar base™..........coeeiiiiiiiiiiiieeeeeee e 195 g
Lo |1 - TSR 05g¢g
AmMMONIO CItrato fErrNO.........ueeiiiiiii e e 025 g
Cloruro di IO ...coeeeeeeieeeeeee e 75 ¢
*Columia agar base

PePIONE ... 11.59
AMIO ... 05g¢g
Cloruro di SOAI0........ueviieiiiiiiiiieiiiieeeeeee et 25¢g
AT < et aaeeaaaa 5 ¢
SUPPLEMENTO

(@4 od [oT= 311 91 o [= S PRSTRRRRRRPRR 200 mg
Colistina SOIfatO ........eeuueiiiiiiiiiiiiiie e 10 mg
ACTIflaVia. ... 2.5mg
(O] (0] (=] 7= o LS PRSP 1 mg
L0153 (0] 001 o3| o - PP 5 mg
ELANOIO e e 2.5mL
Acqua distillata..........ooooeeeeieie 25 Lm

Sciogliere i componenti nella miscela acqua-etartslerilizzare per filtrazione.

Terreno completo

AGAr DASE ... 27.%H

Sterilizzare a 121°C per 15 minuti. Raffreddar®&5aggiungere in asepsi il supplemento

pH7.0+0.2
SUPPIEMENTO ... 5 mL

T 81. PARK SANDERS BROTH

THPIONE ., 1@
Peptone pepsiniCo di Carne..........ccuvuvimmmmeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 10 ¢
GIUCOSIO .. 1lg
Estratto di leVItO.........coooe i 2 g



Citrato di SO0 ... ..uuueeeiiiiiii e 1 g

Cloruro di SOAI0........uuvvveriiiiiiiiiiiiiiieeeree e eeeeeeeeeeereeereeereerrnraaanes 5 ¢
Bisolfito di SOAIO .......cceeieeieiieii it 01 ¢
Piruvato di SOdi0...........ccooiiiiiiiii e, 0.25¢
Acqua distillata...........cceeeeiiiii 1000 mL
SUPPLEMENTI

Sangue lisato di cavallo sterile

SOLUZIONE A DI ANTIBIOTICI

RV Tt o 1 1o = U 01 g
Trimetroprim lattato ..., 01 g
Brodo brucella (vedi terreno) .........cooooeiceeeeeeiiiiciiiece e, 50 mL

Sterilizzare per filtrazione

Terreno completo

TEITENO DASE ..cevieiieeeee et e e e et e et e e et e e et e e eeanes 950 mL
Sangue lisato di cavallo sterile..........cooeeeeeii, 50 mL
Soluzione A di @antiDIOTICI........vveveieee et e e e enas 5 mL

Aggiungere il sangue lisato di cavallo sterile aetréno base raffreddato a 45°C, aggiungere quindi |
soluzione di antibiotici e miscelare

La seguente soluzione di antibiotici viene aggiuaitd% al “Terreno completo” dopo incubazione della
coltura di 4 ore

Cefaperazone...........covvviiiiiiiiiiiiietieeeeeeeeeeeeeeeeeeeesaarreaar e 032 ¢
(0o [o1=)T(1 191 o [= PO 19
Brodo Brucella (vedi terreno) .........cccoooivommneeeeeeevveeeveeeeieeeee, 50 mL

Sterilizzare per filtrazione

T 82. PEPTONE MANNITOL BROMOTHYMOL AGAR (PEMBA)

TERRENO BASE

PePIONE ... e 1g
/=T o 11 o] o 10 g
Yoo [ [0 1 (o] 1 ] (o 2 g
Magnesio SOIfatO .........cooiiiiiieiieie e 0.1 g
Sodio fosfato MoONOACIO.........uuuiiii e 25 ¢
Potassio fosfato Diacido..........eeueeiiiiin 0.25¢g
SOAIO PIMUVALO .eeeeeeiiieiiieeiiiiiiieeeeee st eeeeeeeseeeeeeesenenneennnes 10 g
Blu di bromotimolo ... 0.12 g
A e 124
Acqua distillata..........cooeeeeiiiie 1000 mL

pH 7.2+ 0.2

SUPPLEMENTI (Da aggiungere asetticamente dopoligzarione del terreo base)
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Emulsione di rosso d’'uovo
Tuorlo d'uovo diluito 1:5 con acqua distillata ster Trattare 2 ore a 45°C in bagnomaria e conserseD-
5°C per non piu di 72 ore.

SOLUZIONE DI POLIMIXINA B
Polimixina B solfato (circa 100mg secon il titolelid polvere).10 U.I.
Acqua distillata...........cceeeeeiiieee 100 mL

Sterilizzare per filtrazione

Terreno completo

TEITENO DASE «.cevieiieeeeeeeee ettt e e e et e et e e et e e e e e eenas 900 mL
Soluzione di polimixina B............cccovvivcececeeee 10 mL
Emulsione di roSSO A'UOVO ........ocovuvieeiiieeeeeeeeieeee e e e een 100 mL

T 83. PLASMA EDTA O PLASMA CITRATO ( Per coagulasi )

Plasma di coniglio reperibile anche in commercieidRatare il flacone con acqua distillata segueledo
istruzioni della casa produttrice. Conservare a82G-per 15 giorni, a meno 20°C validita 30 giorni.

T 84. PLATE COUNT AGAR STANDARD (APHA)

Estratto di leVItO.........cooee i 250
Digerito pancreatico di caseina.............commmeeveeeeeeervvennnnnnnn. 3.0 g
1S 1 {01 [ J PP 109
o -1 PSSR 15.@¢
Acqua distillata...........ccoeeeeeiiee 1000 mL

pH finale 7.0+ 0.2

Riscaldare in bagnomaria bollente fino a completazione. Distribuire in flaconi e autoclavare al1’Z.
Conservare 2-8°C.

T 85. PLATE COUNT BROTH

YEAST EXITACT ... ittt 5 ¢
L1157/ 010 1= O SRPPP: 10 g
DEXITOSE ... eieeeeiitee ettt e e e e e 2 g
Acqua distillata...........cceeeeeeiie 1000 mL

pH finale 7.0+ 0.2

Sospendere 17 g in 1000 mL di acqua distillataoglatvare a 121°C per 15 minuti.

T 86. PRESTON AGAR

EStratto di Carne..........ooovvviiiiiieiieeeeeeeeeeeeee e 10 g
PePIONE . e 10g
Cloruro di SOAI0........ueeieeiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 5 g



o -1 SRR 124
Acqua distillata...........cceeeeeiiee e 1000 mL
pH 7.4+ 0.2

SUPPLEMENTO

Sangue lisato di cavallo sterile

SOLUZIONE ANTIBIOTICI

POIMIXING B..oiiiiiiiiiiiiiiiiiiie et 100.000 U
RifampiCina ... 0.29
Trimetropim lattato .........eevvveeeiieeiie e 02 g

(@ od [oT0 0 1=3 (11 1T [= 20 2 g
ELANO0I0 9590 ...eviiiiiieeieiiiieeiee ettt 50 mL
Acqua distillata...........cceeeeeiiie 200 mL

Sterilizzare per filtrazione

Terreno completo

TEITENO DASE ..cevieeieeeie et et e et e et e e e e e e e e eenes 940 mL
Sangue lisato di cavallo sterile..........cooeeeieei 50 mL
SOIUZIONE ANTIDIOTICI....cevueieei e e e eaas 10 mL

Aggiungere sangue lisato di cavallo sterilizzattealeno base raffreddato a circa 45 °C, aggiunigere
soluzione di antibiotici e miscelare.

T 87. PRESTON BROTH

EStratto di Carne..........ooovvviiiiiiieeeieeeeeeeeeeee e 10 g
PePIONE ... e 10g
Cloruro di SOAI0........ueeieeiiiiiiiiiiiiie e 5 g
AT < et aeeeeaaa 1g
Acqua distillata..........coooeeeiiiie 1000 mL

pH 7.5+ 0.2
SUPPLEMENTO

Sangue lisato di cavallo sterile

SOLUZIONE ANTIBIOTICI

POIMIXING B 100.000 U
RIfampiCing ..o 0.2g9
Trimetropim lattato .......ooeeeiiiiiiii 0.2 g
(@4 Tod [o]0 02311 1T = 200 2 g
ELANO0I0 9590 ...eeiiiieeeiie e 50 mL
Acqua distillata..........coooeeeeiiie 200 mL

Sterilizzare per filtrazione
Terreno completo
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TEITENO DASE ..ottt e e e et e et e e et e e e e e eeaes 940 mL
Sangue lisato di cavallo sterile..........cooeeee e, 50 mL
SOIUZIONE ANTIDIOTICI....cevuieiee et e e eaas 10 mL

Aggiungere sangue lisato di cavallo sterilizzataeateno base raffreddato a circa 45 °C, aggiuntgere
soluzione di antibiotici e miscelare.

T 88. PSEUDOMONAS AGAR BASE (con supplemento PP)

Peptone di gelatina ..............eueieeeenie e 16,0 g
Idrolizzato acido di CASEINA .......ccuveeeeee e e 10,0 g
Potassio SOIfato anidrO .........oevueenee s e e e e e e e e enaeennas 100 g
Magnesio cloruro anidro ..........coveeeiiiiiiicceee e 14 ¢
AT < et eeaaaas 11¢p

SUPPLEMENTO PP

PeniCillina G......coooii e 50000 Ul
= L o T o = RS 5mg

Terreno completo

Sospendere 24,5 g di Pseudomonas Agar Base imbOQdi acqua distillata fredda. Scaldare fino ad
ebollizione, sterilizzare in autoclave a 121°C pgminuti.

Ricostituire una fiala di Supplemento PP con 2 mhaatjua distillata sterile, addizionare steriimeatg00
mL di Pseudomonas Agar Base preparato come dessopra. Mescolare e distribuire in piastre gtdtil
supplemento una volta ricostituito appare torbimo,non altera le caratteristiche del terreno cetapl pH
finale 7.2+ 0.2

T 89. PSEUDOMONAS AGAR BASE/CFC Agar

Peptone di gelatina .............uuueiueeeees e eevvveeveeevnennnnennnnnn.. 16.0 ¢
Caseina idrolisato ..o 100 ¢
Potassio solfato.........cooeeeeiiiiii i 10.0g
MagnEeSIo ClOTUIO.........cccciiiiiiiiiec e 1.4 g
AT e 11.59
Acqua distillata...........cceeeeeiiie 500 mL

pH finale 7.1+ 0.2

PSEUDOMONAS CFC SELECTIVE SUPPLEMENT

LO1] { 1001 o = PP 5.0ng
FucCidina.......oooooiie 5.0ng
Cefaloridina.........ccoooee e 25.0 mg

Terreno completo (Pseudomonas CFC agar)

Sospendere 24,5 g di Pseudomonas Agar Base immb0Qdi acqua distillata fredda. Scaldare fino ad
ebollizione, sterilizzare in autoclave a 121°C pgminuti.
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Ricostituire una fiala di Supplemento CFC con 2 dilacqua distillata sterile/etanolo (1:1), addiziom
sterilmente a 500 mL di Pseudomonas Agar Baseapmgppcome descritto sopra. Mescolare e distribaire
piastre sterili.

T 90. PSEUDOMONAS AGAR BASE/CN-agar

Peptone di gelatina .............euueeeeeeeie e 160 g
Caseina idrolisSato ..o 100 g
Potassio SOIfato.......ccoooi e 10.0g
MagnesIio ClOTUIO........cooiiiiiiieii e 1.4 g
AT <t aeeeaaaa 11.0g
Acqua distillata..........coooeeeeiie 500 mL

pH finale 7.1+ 0.2

Sospeso il terreno in acqua distillata aggiungemd_Si glicerolo e riscaldare in bagnomaria boliefino a
soluzione. Autoclavare a 121°C per 15 minuti, exdtfare a 50°C

PSEUDOMONAS C-N SELECTIVE SUPPLEMENT

(O] {41091 o = PR 100.6ng
(equivalente a 200 mg/L di terreno finale)
Acido nalidixico (sale SOdICO)........ceveeriiirieiiiiiiiiiiiiieeiiiiiiiieiees 7.5 mg

(equivalente a 15 mg/L di terreno finale)

Ricostituire asetticamente il contenuto del flacoar 2 mL di miscela alcol etilico/acqua distillatarile (
rapporto 1/1). Agitare evitando formazione di saméufino a completa soluzione.

Terreno completo (Pseudomonas CN agar)

A 500 mL di Pseudomonas agar base, raffreddaté@, a@giungere un flacone di Pseudomonas CN
selective supplement. Mescolare bene e distribnipgastre sterili.

T 91. RAMBACH AGAR

PEPIONE ... 849
Cloruro di SOAI0........ueeieeiiiiiiiiiiiiiie e 5 ¢
Desossicolato di SOAI0.......uuuuuieieiiiiiiimmmmmm e 1 g

[V TESTot=TF= Wt 0] 4T Lo 1= o F- U 15 ¢
Glicol propileniCo..........ccooeeiiiiii e 105¢g
AT < e eeaaaas 15¢g
Acqua distillata..........coooeeeeiiie 1000 mL

PH finale 7.3+ 0.2

Il terreno si trova in commercio. In funzione afi@antita del terreno da preparare aggiungere acqua
distillata alla confezione del cromogeno. Agitameofa dissoluzione. Aggiungere alla fiala del teoe
disidratato e riscaldare agitando spesso. |l tedigoilubilizzazione di una sospensione da 250 rdL20+

25 minuti, per 1000 mL 35+ 40 minuti. Non steribze o surriscaldare. Distribuire in piastre Petri ,
conservare a5 + 3°C per non piu di un mese.

T 92. RAPPAPORT-VASSILIADIS SEMI-SOLID MEDIUM MODI FIED (MSRV)
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THPLOSIO e 4.590

Idrolisato acido di CasS€iNA...........uvvvvvieeeeeeiieeiieeieieeieeeeeeeeeeeeee, 4590 g
Yoo 1o X i (o] 1] {0 7.340 ¢
Potassio fosfato monobasico..............o e 1.470 ¢
Magnesio Cloruro anidro ............eeevvviiiicceeeeeeeeeeeeeeeeee e, 10.930 g
Verde malachite 0ssalato..............evvviicccieeiiiiiiieeeeeeee, 0.037 ¢
o -1 R SUPRR 207Q
Acqua distillata...........ccceeeeiiee 1000 mL
SUPPLEMENTI

Novobiocina Antimicrobic Supplement (fiala per 50Q)

NOVODIOCING .....evviiiiiiiiiii e e 10 mg

Sospender 15.8 g di MSRV in 500 mL di acqua ditl fredda. Portare ad ebollizione agitando. Non
autoclavare. Raffreddare a 50°C e aggiungere ipsasma fiala di Novobiocin Antimicrobic Supplement
ricostituita con 5 mL di acqua distillata sterildescolare e distribuire in piastre Petri

pH finale 5.2 + 0.2

T 93. RAPPAPORT-VASSILIADIS SOYA PEPTONE (RVS) BRO TH

Peptone di SO .....cooeeiieeiiiee e 45 ¢
Yoo [ [0 1 i (o] 1 ] (o 7.2¢9
Potassio fosfato biacido...........eeeeieiiiien 126 g
Potassio fosfato monoacido...............eeeeeeeeiiiiiiiiieiieeeee, 0.18 g
Magnesio cloruro (aNIidro).......cccoueeeeiiii e 13.58 g
Verde malachite...........oooooi i 0.036 ¢
Acqua distillata..........ooooeeeiiiie 1000 mL

Riscaldare a bagnomaria delicatamente fino a camgl@uzione. Distribuire 10 mL in flaconi con tapp
autoclavare a 115°C per 15 minuti. Conservare 2-8°C

T 94. RINGER SOLUTION (1/4x)

Yoo 1o X i (o] 1] (o 225 ¢
Potassio ClOruro........cccoee i 0.125¢g
Calcio cloruro (BH20) .......covvvvviveiiiiiiiievieeriineiieerieenreenaneneaanns 0.12 ¢
Sodio bicarbonato............oooeeeei e 0.05 g
Acqua distillata...........cceeeeeiiii 1000 mL

pH7.0£0.2

Una compressa serve per preparare 500 mL di soizibRinger % concentrata. Autoclavare a 121°C per
15 minuti.
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T 95. SABOURAUD DEXTROSE AGAR

Peptone MIiCOIOQICO ......uuuiei e 10 g
DTS 1 01 [ J 4Q

AT < et e e aeeaaaas 19
Acqua distillata .........oooeeeeiiie 1000 mL

pH 5.6+ 0.2
Sciogliere il terreno per ebollizione, sterilizzameautoclave a 121 + 3°C. Dopo sterilizzato magife il pH

con soluzione di acido lattico sterile al 10% indoala ottenere un pH 4.5 + 0.2. L’abbassament@iel
serve a ridurre la carica batterica.

T 96. SALMONELLA SHIGELLA AGAR

Estratto di Carne............ooovviiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeee s 5 ¢
PeptOCOMPIEX ... 3 ¢
= 1101 [0 10
Sali biliari N. 3. 85 ¢
Yoo /10 I o111 = 1 (o 1RSSR 85 ¢
Yo To [To I8 ({0 7ST0] | 7=\ (o 1SR 85 ¢
Citrato ferriNO.....ccooee e 1 g
o -1 PR SUPRPT 185
Verde brillante...........ooovvviiiiiiiieeeeee 0.33¢g
RO LTST0 N 1= 10 1 o R 25 g
Acqua distillata...........cceeeeeiiee 1000 mL

pH 7.2+ 0.2

Reidratare il terreno in acqua distillata fino dwbliizione. Non sterilizzare. Distribuire in piastPetri e
conservare a 5 £ 3°C per non piu di due settimane.

T 97. SALMONELLA SHIGELLA AGAR CON SODIO DESOSSICO LATO E SALI DI CALCIO (SSDC)

Estratto di leVito.........ooo i 5 ¢
EStratto di Carne..........ooovvviiiiiieeieeeieeeeeeeeeeee e 5 ¢
Peptone di CAMMNE ..... ... eemmmem s 5 ¢

= 10 1] [0 16

Sali DIlAr ... 8h
S0dio desOSSICOIALO ....eevviiiiiiiiiiiiiiitceceece e 10 g
Cloruro di CalCIO.......uuueeiiiiiiiiii e 1 g
Yoo [0 3N of 11 = 1 o 1 10 ¢
Sodio tiosolfato (Ng5,0sX5H,0) ..o 8.3g¢g

(O4 =Y (o 0 =11 1 (o]0 1 1 g
Verde Drillante.........ooooiiiiii e 0.0003 g
ROSSO NEULIO ...t et e e 0.025¢g
AT < e eeaaaas 124
Acqua distillata..........ooooeeeii i 1000 mL

pH 7.4+ 0.2
Non sterilizzare. Portare a ebollizione per un rtonu
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T 98. SELENITE BROTH BASE

Peptone batteriologiCo.........ovvveeiiiiiiiieeeeeeeeceeeeee e 50 g
= 10 1] [0 4.0g
SOAI0 SOIfALO....cci e 100 g
Acqua distillata..........coooeeeeiiie 1000 mL

pH finale 7.1 £ 0.2

Sciogliere 4 g di Sodium Biselenite in un litroatiqua distillata e aggiungere 19 g di Selenitehbbatse.
Scaldare per sciogliere. Sterilizzare in bagnomaoiéente. Non autoclavare

T 99. SKIRROW AGAR

Prote0Se PEPLONE .....cieieiiieiii et erer e 15 ¢
Estratto enzimatico di fegato........c.oevvvveeeeeeeeceii, 25 ¢
Estratto di IeVItO.........cooee i 54¢g
Cloruro di SOAI0........uuvvveriiiiiiiiiiiieeieeeeee e eeeeeeeeeeeseeeeeerreeerrranans 5 g
o -1 PSSR 12g
Acqua distillata...........cceeeeeiiee i 1000 mL
SUPPLEMENTO

Sangue lisato di cavallo sterile

SOLUZIONE ANTIBIOTICI

RV T (oo o = U 05 g
Trimetroprim lattato ..., 0.25 ¢

POIMIXING B..oviiiiiiiiiiiiiiieeieeee et 125.00D
Acqua distillata...........cceeeeeiiee 500mL

Sterilizzare per filtrazione

Terreno completo

TOITENO DASE . et s et e et e e e e e e e e e e 940 mL
Sangue lisato di cavallo sterile..........cooeeeeee 50 mL
Soluzione di antiDIOTICE .....vvveiiiei i 10 mL

Aggiungere il sangue lisato di cavallo sterileaar¢no base raffreddato a 45°C circa, e quindolazioone
di antibiotici e miscelare.

T 100. SLANETZ AND BARTLEY MEDIUM

I 1) (0 13 o TP 20.0g
Estratto di IeVito..........oooiiie s 500
DTS 101 [ J SR 20g
Sodio fosfato monoacido 28................. 4.0 g
Yoo [0 JF= V4 [o [T 04 g
Tetrazolio ClOTUrO........ooviieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 0.1 g
AT < et aaeeaaaa 10.0g
Acqua distillata..........coooeeeiiiie 1000 L m



pH finale 7.0+ 0.2

Riscaldare, agitando frequentemente, fino a elbotiez Evitare un riscaldamento eccessivo e laidhes
del terreno. Distribuire in piastre sterili.

T 101. SPS AGAR

THPIONE e 15.09g
Estratto di leVito ..o 10.0g
Yoo [0 JX=To] | 11 (o TR 0.50¢
FerriCO CItIAtO ... .. e 0.50¢
Polimixina B solfato.............coooiiiiiiii 001 g
Sulfadiazina..........oooiiiiiiiieee e 0.12g
A e 18.59g
Acqua distillata..........coooeeeeiiie 1000mL

pH finale 7.0+ 0.2

Riscaldare a bagnomaria bollente fino a compleliazgme, agitando frequentemente. Autoclavare £a@18
per 15 minuti.

T 102. TAMPONE FOSFATO GELATINA

(7211 1] = U 29
Fosfato di sodio MON0ACIAO ............evvwvvvmmmmmmr e e e eeeeeeeeeeeeeeeeeee 4 g
Acqua distillata...........cceeeeeiiii 1000mL

pH 6.2+ 0.2

T 103. TERGITOL — 7 AGAR (ISO) TTC

PePIONE ... e 10g
Estratto di leVito.........ooo oo 6 g
EStratto di Carne..........ooovvviiiiiieeieeeeeeeeeeeeee e 5 g
= 10 1] [0 20g

Blu di Bromotimolo ... cconeeeeiiieeeee ettt e e e e e 0,05 g
TeIGItOI-7 e 0,13
AT < e eeaaaas 13g
Acqua distillata..........coooeeeii e 1000 mL

pH finale 7.2+ 0.2
SOLUZIONE DI TTC

2,3,5 Trifeniltetrazolio Cloruro (TTC)......uvveeeveeeeiiiiiiiiiiiinninnnes 0,125% p/v
in soluzione acquosa mL 2

Sospendere 54,15 g di Tergitol-7 Agar in acquallditt. Riscaldare in bagnomaria bollente fino anpteta
soluzione. Autoclavare a 7£0.2.
Raffreddare a 50°C e aggiungere 1 fiala di TTC @atu Distribuire in piastre sterili.
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T 104. TERRENO B DI BASE KING

PePIONE ... e 2Q
D-potassio idrogeno fosfato .........cooevvviieeeeeeeieciiicieeeeeeeee e, 15 g
Magnesio solfato eptaidrato ................s e ceeeceneeee e 15 g
AT < et aeeaaaas 1%
Acqua distillata..........coooeeeiiiie 1000 mL

Reidratare e sciogliere per ebollizione. Aggiunggieerolo.

GLICEROLO

Terreno completo

Terreno B di base King ........ccocciiiiiiiiieeiie e 1000 mL
(€1 To1=T (o] [0 TP PP PPPPPPRI 10 mL

pH 7.2+ 0.2

Aggiungere ad 1 litro di terreno di base 10 mL ldieyolo. Agitare e distribuire 5 mL in tubi. Autleware a
121+ 3°C per 15 minuti. Conservare a 5 + 3°C al ripdebta luce per non piu di tre mesi.

T 105. TERRENO LATTOSIO GELATINA

THPLOSIO e 159
Estratto di leVItO.........cooee e 10 ¢
= 101 [0 10g
(7211 1] = U 129
ROSSO fENO0I0.......cciiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee 0.05 ¢
Acqua distillata...........cceeeeeiiee e 1000 mL

Sospendere gli ingredienti, escluso la gelatindl edsso fenolo, in 400 mL di acqua distillata agido e
riscaldando. Sospendere la gelatina in 600 mL duacfredda, sciogliere in b.m. a 50-60°C agitando
frequentemente. A gelatina sciolta unire le solniz{d00+600 mL) ed aggiustare il pH a 7.5. Aggiurgié
rosso fenolo. Mescolare bene e distribuire in nagidi 10 mL in provette. Sterilizzare a 121°C pér 1
minuti. Il terreno se non usato entro 10 minutilaldua preparazione, rigenerarlo al momento del'us
mantenendolo in b.m. a 50-70°C per 2-3 ore, o gnbaollente per 15 minuti.

T 106. TERRENO PER LA MOBILITA’

I ] ox= T R 1@
Estratto di IeVito ..o 25 g
DTS 1 01 [ J R 59
Fosfato monoacido di sodio (Na2HPO4) ..........cccoeevvveeiiennee. 25 ¢
AT < e eeaaaas 3.9
Acqua distillata..........coooeeeeiiie 1000 mL

pH 7.4+ 0.2
Dissolvere in acqua bollente. Distribuire 5 mLubit Sterilizzare a 121°C per 15 minuti.
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T 107. TERRENO PER LA MOTILITA- NITRATI

EStratto di Carne........coooiiiiiieee e 3 g
PePIONE ... 5¢g

LCT= 1= (0 1] o IR 549

L€ 1o =1 o] o SRR 549
NItrato di POLASSIO ......vvvvveeeeeeeeeee e o e e e e e e 1 g
Fosfato di sodio monoacido (Na2HPO4) ..........cccceevivviieenen. 25 g
AT <t aaeeaaaas 19
Acqua distillata..........coooeeei i 1000 mL

pH 7.3+ 0.2

Prima dell’'uso riscaldare in acqua bollente pemiluti, raffreddare rapidamente fino a 37°C

T 108. TIOSOLFATO CITRATO BILE E SACCAROSIO AGAR ( TCBS)

Estratto di leVItO.........cooee i 5 ¢
S0di0 tiIOSOIfALO .....uueiiiecee e 10 g
PePIONE .ot 10 g
Yoo 10 TN o111 = 1 (o 1SR 10 ¢
Bile di DU ...oeeeeceeee 8 ¢
SACCAINDSIO. .. eiieeeeeee ettt 20 g
Yoo 1o I i (o] 1] {0 10 g
Citrato feITNO......ccoeeeeeee e 1 g
Blu di bromotimolo ... 40 g
BIUu timolO........oooi i 40 g
AT e 15 ¢
Acqua distillata...........cceeeeeiiii 1000 mL

pH finale 8.6+ 0.2

Riscaldare a bagnomaria bollente fino a compléiigzgme evitando il surriscaldamento.
Non sterilizzare. Distribuire in piastre Petri. Gervare a 5 £ 3°C non piu di quattro settimane

T 109. TRIFENILTETRAZOLIO CLORURO SOIA TRIPTONE A GAR (TSAT)

L] 0] (] 1 P 159
Peptone di SO ......ooeeiiieiieee e 5 g
Cloruro di SOAI0........veviieiiiiiiiiiiiiiie e 30 g
ST = Lo ot= 1 {017 [0 RS 20g
Salibiliari N.3 ... —— 0.9y
A e 124
Acqua distillata..........ooooeeeiiiie 1000 mL

pH 7.1+ 0.2
SOLUZIONE DI TRIFENILTETRAZOLIO CLORURO (1%)

Trifeniltetrazolio ClOrUrO..........uveeeei e 01 g
Acqua distillata..........ooooeeeiiiie 10 Lm
Sciogliere il trifeniltetrazolio cloruro in acquterilizzare per filtrazione
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Terreno completo

Trifeniltetrazolio cloruro soia triptone agar.............cccvvvvvvenne. 1000 mL
Soluzione di trifeniltetrazolio cloruro (196) ...cceceeeeeeeeeeeeeeeennnn. 3 mL

Aggiungere asetticamente la soluzione di trifetidteolio cloruro (1%) appena preparata al terresoialto
e portato a 45-50°C distribuire in bottiglie steril

T 110. TRIPLE SUGAR IRON AGAR (TSI)

Lab-Lemco (estratto di Carne) ...........oouueemmemeeeeeeieeiiiiieeeeeeee 3 gL
EStratto di HeVItO .........cceviiiiiiiiie e 3 gL
PEPLONE ... 20Lg/
SOAIO ClOMUIO ...t 5.0 g/L
(2 11 (0 1] o TR PP R P PP PPPPPPPP 10Lg
SACCANOSIO. ...eeeeiiiieeiiiiiit ittt emmmmmm et e e e e e e e e e e e 10 g/L
DESIIOSIO. ....eeeeeeiieeeiee et ettt 1/Lg
Ferrin0 CitralO.......oooiiiiiiiieee e 0.3 g/L
SOdI0 tIOSOIFALO ... e 0.3g/L
ROSSO fENOIO.....eeeiiiiieieiee e g.s.
o - L

pH finale 7.4+ 0.2
Sospender 65 g di polvere in un litro di acquailth&a. Riscaldare in bagnomaria sino a completazsone

e distribuire in provette. Autoclavare a 121°C gé&r minuti. Lasciar solidificare a “becco di clarino
Conservare a 2-8°C.

T 111. TRIPTOFANO BROTH

Digerito triptico di CASEINA..........uvvvviiriiiiiiiiiiiiiiiaes 10 ¢
L-triptofano ..o 1lg
Cloruro di SOAI0........uuuuveriiiiiiiiiiiiiiieeeeee e eeeeeeeeeeeseeeeeeereerrrrraanes 5 g
Acqua distillata...........cceeeeiiiie 1000 mL

pH finale 7.5+ 0.1

Sciogliere per riscaldamento, distribuire 3 mL ioyette. Tappare e autoclavare a 121°C per 15 minut

T 112. TRIPTONE ACQUA TRIPTONATA STERILE 0.1%
Preparato ottenuto dalla digestione triptica dediseina

THPIONE e 19
Acqua distillata..........coooeeeiiiie 1000 mL

Autoclavare 121°C per 15 minuti. Conservare 2-8°C

T 113. TRYPTICASE PEPTONE GLUCOSE YEAST EXTRACT BRO TH (TPGY)
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TIYPLCASE ..o 5@

BaCtOPEPIONE ... et 5 ¢
Estratto di IeVItO.........coooe i 20 ¢
1S 1 {01 [ J PP 49

QN ToTe ] [feTo]1F=1 (o2 o [IR=ToTo [T o TS 1 g
Acqua distillata...........ccoeeeeeiiie 1000 mL

pH 7.0£ 0.2

T 114. TRYPTICASE SOY AGAR (TSA)

Peptone trPtICASE ... ..cooiieee e s s 15 g
FItONE PEPLONE .....oiiiiiiiiiiee e 5 ¢
Cloruro di SOUIO.......ueeiiiiieiiiiii e 10 ¢
A s 124
Acqua distillata..........cooeeeeiiiie 1000 mL

pH 7.2+ 0.2

T 115. TRYPTIC SOY AGAR

Tryptone (Pancreatic digest of casein).....ccccceeeeeiieeeiiieneeenn. 15 ¢
Sytone (Papaic digest of soybean meal)........ccceeeeveiennennn. 5 g
Sodium chloride ... 5 g
AT e 159
Acqua distillata...........cceeeeeiiee 1000 mL

pH finale 7.3 £ 0.2

Riscaldare a bagnomaria sino a completa soluzidmeclavare a 121°C per 15 minuti.
Terreno ad uso generale puo essere usato pemparpeégone di Agar Sangue o Agar cioccolato

T 116. TRYPTONE BILE AGAR (TBA)_

THPIONE e 20g
Salibiliari N3 ... —— 1.5
AT < e eeaaaas 159
Acqua distillata..........ooooeeeiiie 1000 mL

pH finale 7.2+ 0.2

Sciogliere 36,5 g in acqua distillata riscaldatdagnomaria bollente fino a completa soluzione.
Autoclavare a 121°C per 15 minuti. Distribuire iagire sterili.

144



T 117. TRYPTONE BILE X-GLUCORONIDE MEDIUN (TBX)

THPIONE e 20.0g
Salibiliari N.3 ... ——— 15 g
AT et aeeeaaaa 15.0g
X-glUCOrONIAE. .....eeiiiieiiieeieeieeeeee e 0.075 g
Acqua distillata..........coooeeeiiiie 1000mL

pH finale 7.2+ 0.2

Sospendere in acqua distillata e autoclavare aI2T per 15 + 1 minuti.
Distribuire in piastre Petri. Conservare a +4°C ghgeg settimane

T 118. UREA AGAR (Christensen)

PEPIONE .o e 1g
(€[0Tl 1] = 1lg
Sodium Chloride (NaCI) ..., 5 ¢
Potassium dihydrogen phosphate MPOY) ........ccoovvvevenennennnnn, 2 g
Phenol red.......ccooooeoiiie 0.012 ¢
o -1 SRR 9-18
Acqua disatillatal ..........vvveiviiiiiiiiiiieeeem 1000 mL

pH 6.8+0.2

Dissolvere in aqua. Sterilizzare a 121°C per 15uthin

T 119. UREA BROTH BASE (Christensen)

PePIONE ... 1.@
DTS 1 01 [ J 1.9
Sodio fosfato MoONOACIO.........uuuiiiie e 12 ¢
Potassio fosfato biacido............cuvvviiieeeccce e 08 g
Yoo [0 1 (o] 1 ] (o 50 g
ROSSO fENO0I0 ..o 0.004 g

pH finale 6.8+ 0.2
Aggiungere a 0.9 g di polvere 95 mL di acqua datl Sterilizzare a 115°C per 20 minuti. Raffredda

55°C e aggiungere 5 mL di Urea al 40%. Mescolatsiibuire in provette sterili
La soluzione di Urea al 40% e reperibile in comrizeecva conservata al riparo della luce a 2 — 8°C

T 120. UREA TRIPTOFANO

L-triptofano ..o 3 ¢
Potassio fosfato monobasico..............o e 1 g
Potassio fosfato bibasiCo.............cevvvicemmmeevvvvviiiiiis 1 g
Yoo 1o I i (o] 1] {0 5 ¢

L = SRR 20
ROSSO fENO0I0......ccciiiiiiiiiie e 0.025¢
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pH 6.9+ 0.2

Sterilizzare per filtrazione e distribuire asettimnte 0.5 mL in provette sterili.

T 121. VIOLET RED BILE GLUCOSE AGAR (VRBGA)

EStratto di HeVItO ..........cevviiiiiieie e 3.09
PePIONE ... 7.09g
Yoo [ [0 1l (o] 1 ] (o 5.0¢
Salibiliari N.3 ... — 159
€118 To{0 1] o 1RSSR 10.@
ROSSO NEULIO ....eeeeeeeiieieieeeieeeieee e 0.03 g
(O 4151 £= I To] 1= £ (o T 0.002 g
AT <t aeeaaaas 12.@
Acqua distillata..........coooeeeiiiee 1000 mL

pH finale 7.4+ 0.2
Portare delicatamente ad ebollizione in bagnonfartaa completa soluzione.

NON autoclavare.
Raffreddare a 47°C mescolare e distribuire in peasterili.

T 122. VIOLET RED BILE LACTOSE AGAR (VRBLA)

YEASE EXITACT.....ciiviiiiii i e e 3 g
PEPIONE .o 79

Bile salts N.3 ... 15 ¢

= Tod (0 1] 1@
Sodium chloride ... 5 ¢
AT e 1%

N LT L= U =T o PP 0.03 g
Crystal VIOIBt ... 0.002 g
Acqua distillata...........cceeeeeiiii 1000 mL

pH finale 7.4+ 0.2

Riscaldare a bagnomaria bollente fino a soluziamepdeta per non piu di due minuti. Raffreddare 48
distribuire in piastre sterili. NON autoclavare.

T 123. XILOSIO LISINA DESOSSICOLATO AGAR (XLD)

XIOSIO ..ttt 3.5¢0
1] | - U 5 ¢
= 10 1] [0 759
ST = Lo oF= 1 {017 [0 RS 7549
Cloruro di SOAI0........ueeiieiiiiiiiiiiiiiie e 5 ¢
EStratto di HeVItO .........cceviiiiiiiiic e 3 g
Desossicolato di SOAI0.......uuuuuieiiiiiiiicmmmmmm e 25 g
TioSOIfato di SOUIO......ccceiiiiiiiiiiiie e 68 ¢
Citrato di ferro ammoniacale...............ccceeeeeiiiiiiiiiis 08 ¢
AT < e eeaaaa 15 ¢



Acqua distillata...........cceeeeeiiiii 1000mL
pH7.4+0.2

Reidratare il terreno a bagnomaria fino a ebolliziepesso agitandolo. Non surriscaldare non awtrea
Distribuire in piastre Petri, conservare a5 + 3%€ pon piu di una settimana.

T 124. YEAST DEXTROSE CHLORAMPHENICOL AGAR

Estratto di leVito ..o 5 ¢
DESIIOSIO. ....eeeiiiiieeeee et ettt 2@
CloranfeniCol0 ..........eeeiiiiiiiii e 01 g
AGAI e 124
Acqua distillata..........ooooeeeiiiie 1000mL

pH 6.6+ 0.2

T 125. YEAST DEXTROSE OXITETRACICLINE GENTAMYCIN A GAR

Estratto di IeVItO ..o 5 ¢
1S 1 {01 [ J PP 2@
o -1 PSSR 124
Acqua distillata...........cceeeeeiiee e 1000 mL

pH 6.6+ 0.2

SOLUZIONE DI OSSITETRACICLINA

OsSItetraCiCliNa.........ocoeieii i e 50 mg
Acqua distillata...........cceeeeiiiee 50 mg
Sciogliere l'ossitetraciclina in acqua e sterilizzaer filtrazione
SOLUZIONE DI GENTAMICINA

LCT=T o] ¢= 11 0101 o - TR 50 mg

Acqua distillata...........cceeeeeieii 50 mg

Sciogliere la gentamicina in acqua e sterilizzade1°C per 15 minuti

Terreno completo

TEITENO DASE ..cevieeieeeee et e e et e et e e et e e e e e eeanes 100 mL
Soluzione di 0SSItetraCiCliNa........oovuviviceeeee e 10 mL
Soluzione di gentamicCing ............cevvvvviieeeeeeeeeeeeiieeeeeeeeeeeeeeeee, 10 mL
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Reagenti e soluzioni

R 01. CATALASI ( Prova dell'attivita catalasica )
Perossido di idrogeno ¢8,) al 3%.

Conservare in bottiglia scura a 4-8°

R 02. CITOCROMO-OSSIDASI ( Prova della...)

Sciogliere in acqua fredda al momento dell'usaccdmmercio stick gia pronti per I'uso.

R 03. COAGULASI (Prova della ...)

Plasma citrato di coniglio (allo stato liofilo)
Acqua distillata sterile

Sciogliere al momento dell’'uso il contenuto di tlacbne con 2 mL di acqua distillata sterile.
Stabilita due giorni a 2-8°C.
R 04. GAM (Colorazione di...)

1. Ricoprire il vetrino con la soluzione di violettli genziana (soluz. madre diluita 1:10). Lascagiee per
5 minuti.

2. Lavare con soluzione di iodio. Lasciare agirsdazione di iodio per 2 minuti.
3. Scolare I'eccesso di soluzione di iodio e de@ko con acetone (F.U.) per non piu di 5 secondi.
4. Lavare immediatamente il vetrino con acqua .

5. Colorare con fucsina basica per 30 secondiZsatadre diluita 1:10).

6. Lavare con acqua e lasciare asciugare all'aria.

SOLUZIONE DI IODIO

[OAI0. .., 29

NACH L N .ot emmmeni e e e srreea e 10 mL

[ B0 [ 11 = = TR 90 mL
SOLUZIONI ALCOLICHE MADRI

FUCSINA DASICA . .uvvvieiiiicc e e 3 ¢

Violetto di geNZIANA .........uuvuvieeiiiiiimmmmme e 48 ¢

Le soluzioni madri si preparano mettendo le quarditcoloranti sopra indicate in 100 mL di alcad@sito
(F.U.) e lasciandole a riposo per qualche giornedlio se a 37°C)
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R O5. HOLBROOK E ANDERSON (Colorazione rapida di.. .)

1. Preparare lo striscio su vetrino prelevandoatariale dalla parte centrale di colonie di ungmo dal
bordo se di due giorni.

Far asciugare il vetrino all’aria e fissare daamente alla famma .

Collocare il vetrino su acqua bollente e coptiva verde malachite 5% p/v.

Trascorsi due minuti lavare con acqua ed asgiuga

Colorare per 15 minuti con nero Sudan 0.3 palaol etilico 70%.

Lavare con xilolo per 5 secondi e asciugare.

Colorare con una soluzione di safranina 0.5%ppN20 secondi.

Lavare con acqua e far asciugare.

ONoa~WN

R 06. KOVAC (Reattivo di)

p-dimetilaminobenzaldeide ...........ccccccvvvvveeeiiiiiiiee 5 ¢
AICOO] AMITICO .. 75 mL
Acido cloridrico concentrato (37%0)........cuvveeeeeeeeiiieiieeeeeeeeenn. 25 mL

Sciogliere I'aldeide in alcool amilico a bagnomaai&0-55°C. Raffreddare ed aggiungere I'acido dhiro.
Conservare al riparo della luce.

R 07. REAGENTI PER LA DETERMINAZIONE DELLA Triptof ano deaminasi
(4 (o110 (o I8 (=T 1 [0 T 15 ¢

Acqua distillata..........coooeeeeiiie 20 mL

R 08. REAGENTI PER LA RICERCA DELLA 3-galattosidas i

TAMPONE

Fosfato biacido di sodio (NaRQy) .......coooeveeeeeeei, 6.9
Idrossido di SOdioF0.1 MI/L ...cceveiiiiiiiiiiiieee e 3 mL
Acqua distillata...........cceeeeeiiee e 50 mL

Sciogliere il fosfato biacido di sodio in circa A& di acqua. Aggiustare il pH a 7.0 con la soluziai
idrossido di sodio. Portare a volume finale di 30 ¢con acqua

SOLUZIONE ONPG

Ortonitrofenil R-D-galattopiranoside (ONPG).....................0.08 G
Acqua distillata...........cceeeeiiiie 15 Ml

Sciogliere I' ONPG in acqua a 50°C. Raffreddaredhzione

Reagente completo
SOIUZIONE tAMPONE ...ceeveeiiiieiiieiieeeeee s 22 e e e e e e aeaaaaaaaaaaaaaaees 5 mL
Soluzione di ONPG .........uuiiiiiiiiieeee e 15 Ml
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R 09. REATTIVI PER LA DETERMINAZIONE DEI NITRITI

NITRATE MEDIUM

PePIONE ... e 5.0

EStratto di Carne........coooi i 30 ¢
NItrato di POLASSIO ....uuuiiiiiiiee e s e 1 g
ACQUAL .t ettt e e e e e e a e 1000

a) SOLUZIONE DI ACIDO 5-AMINO-2-NAFTALEN SULFONICQ5-2ANSA)*

B5-2 ANSA s 01 g
ACIAO ACEICO 155 (V/V) cooiiiiiiiiiiiie e 100 mL

Disciogliere il 5-2 ANSA in acido acetico e filtecon carta. Conservare la soluzione in conterdtor
vetro scuro chiusi ermeticamente (meglio con cgotee) a temperatura 0-5°C
* Se 5-2 ANSA non reperibile in commercio utilizearseguenti reagenti:

Soluzione a): Acido sulfanilico 80.9
Acido acetico 5 moli/L. 100 mL
Soluzione b): Naftolo 05 ¢

Acido acetico 5 moli/L 100 Ml
b) SOLUZIONE DI ACIDO SULFAMILICO

ACIdO SUIfaMIAICO ... 04 g
ACIAO ACELICO 15%0 (V/V) e 100 mL

Sciogliere I'acido sulfamidico in acido aceticoirére con carta. Conservare in contenitori dreetcuro
chiusi ermeticamente (meglio con conta goccejrgpégatura 0-5°C

Prepar azione del reagente completo

Prima delluso miscelare in parti uguali la solumo a) e b). Il reagente cosi preparato va util@za
immediatamente, la quantita non utilizzata deveressliminata.

R 10. REATTIVI PER LA REAZIONE DI VOGES-PROSKAUER

VOGES-PROSKAUER MEDIUM (VP)

PePIONE L. 79
GIUCOSIO .. 50 ¢
Potassio fosfato bibasiCo.............cevvvvcemmmeevvviviviiis 50 ¢
Cloruro di SOAI0........uuvuveriiiiiiiiiiiiiiieeeeee e eeeeeeeeeeeeseeereeereeerrraans 50 ¢
Acqua distillata...........cceeeeeiiie 1000 mL
pH 7.0

Distribuire 5 mL in provette U
SOLUZIONE Dlo-NAFTOLO

a-Naftolo ..., 5 ¢
Etanolo 96%0 (VIV) ...vvvereeiiiiiiiiiiiiimmmmme e e e e e e 100 mL



Sciogliere I'a-naftolo nell'alcol. Conservare la soluzione in tamitori marroni chiusi ermeticamente a 0-
5°C

SOLUZIONE DI IDROSSIDO DI POTASSIO

Idrossido di potassSio...........ccceeeiieiiiieieee e 40 g
Acqua distillata...........cceeeeeiiie e 100 mL
CREATININA IN CRISTALLI

R 11. REATTIVO AL 4-METIL UMBELLIFERIL CAPRILATO

Prodotto brevettato reperibile in commercio

R 12. REATTIVO DI NESSLER

Cloruro di MErCUNO.......ceviiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee e 10 ¢
Potassio iodUro ... 7 0
Idrossido di SOAIO ......ccooeeieiee e 16 ¢

Acqua distillata

Soluzione disponibile in commercio. Sciogliereldraro di mercurio e lo ioduro di potassio in urluoe
ridotto di acqua distillata. Mescolare ed aggiuedentamente idrossido di sodio precedentementéottis

in 50 mL di acqua distillata. Portare a volume @0InL. Onservare in bottiglie di vetro borosicatinc
tappo di gomma, al riparo della luce e per non gitun anno. Soluzione tossica, precauzioni nel
manipolarla, usare guanti, mascherina e cappaaas@ir

R 13. REATTIVO MUCAP

Disponibile in commercio. Contiene un estere a atomi di carbonio coniugato con metelumbelliferam
solvente organico. Conservare a 5 + 3°C. Manipatareprecauzione.

R 14. REATTIVO PRODUZIONE DI INDOLO

p-dimetilaminobenzaldeide ...........ccccccvvvvveeeiiiiiii 05 g

PaXox o (o i (0] 4o | o o O URPP PP 100 mL

C(HCI) =1 mol/L

Irritante fare attenzione. Sciogliere la p-dimetilaobenzaldeide in acido cloridrico. Conservargro
dellaluce a5 + 3°C

R 15. SOLUZIONE DI ACIDO LATTICO AL 10%

ACIO 1AttICO ..o 10 mL
Acqua distillata..........coooeeeiiiie 90 mL

Mettere in un pallone 10 mL di acido lattico e jpogta 100 mL con acqua distillata.
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R 16. SOLUZIONE DI BLU LATTOFENOLO

Colorante per microscopia reperibile in commercio

R 17. SOLUZIONE DI DESOSSICOATO

Yo To [Tol0 [oTYo ST [ol0] F= L (o IO 05 ¢
Acqua distillata...........cceeeeeiiie 100 mL

Sciogliere il desossicolato in acqua distillataefgarrare la soluzione al momento dell’'uso. La sohei
serve per il test di String.

R 18. SOLUZIONE DILUENTE

Acqua di mare SINtELICA ...........uuururriiiiiieieeeeee e 225 ¢
Soluzione di blu di bromofenolo............ooeeei 10 g
Acqua distillata..........coooeeeiiiie 1000 mL

Miscelare gli ingredienti e autoclavare per 15-20om a 121 + 3°C

Soluzione di bromofenolo si prepara aggiungen@®d @ a 100 mL di etanolo al 50%, la sua aggiunta &
facoltativa, ma é utile per la colorazione dellugimne diluente.

R 19. SOLUZIONE DI TRIPSINA

Mettere 1.5 g di tripsina 1:250 Difco in 100 mLatiqua distillata sterile. Lasciare a temperaturhiante e
agitare spesso fino a che la maggior parte diitrdps disciolta Sterilizzare per filtrazione e rgdrare.

R 20. SOLUZIONE FISIOLOGICA STERILE

Cloruro di SOAI0........eeviieiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 09 g
Acqua distillata..........cooeeeeiiiie 100 Lm

Autoclavare a 121°C per 15 minuti.

R 21. SOLUZIONE IDROSSIDO DI SODIO NaOH 0.1 N

Idrossido di SOAIO .....cccooeeiieeie e 4 g
Acqua distillata..........ccceeeeeiiee 1000 mL

Sciogliere in acqua distillata, agitando con baaratagnetica fino a dissoluzione.
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Definizioni

Tutte le definizioni utilizzate in questo lavoronsoriferibili ed accettate a livello internazionaeazionale.
Alcuni termini usati e non definiti dalle norme dew essere intesi nel loro significato seconddlibab
degli AA nel presente lavoro.

Analita o misurando

Quantita particolare sottoposta a misurazidnemicrobiologia consiste in particelle viventi adeninate
unita formanti colonie (UFC), particelle formantilanie (PFC), germi ecc., e la quantita di colayéservate
€ un’approssimazione del numero di particelle viven

In microbiologia, I'analita € teoricamente defindome un elenco di specie definite in modo tassdemnn
molti casi, in pratica, I'analita puo essere définsolo da designazioni di gruppi meno accuratéedel
definizioni tassonomiche (UNI ENV ISO 13843:2003)

Accuratezza relativa
Grado di corrispondenza tra la risposta ottenutanddiodo di riferimento e la risposta ottenuta i@todo
alternativo su campioni identici. (UNI ENV ISO 1382003)

Coefficiente di variazione (CV)

Scarto tipo relativo per una caratteristica nonatigg equivalente al rapporto tra scarto tipo e ime@NI
ENV ISO 13843:2003)

Il rapporto pud essere espresso come percentuale.

Il termine “scarto tipo relativo” é talvolta utiiato come alternativa a “coefficiente di variazigmea tale utilizzo non
e raccomandato. [ISO 3534-1:1993, 2.35]

Il termine coefficiente di variazione (CV) e utitiato quando lo scarto tipo relativo &€ espresgeinentuale

(CV% = 100 RSD).

Conte parallele
Numeri di colonie o patrticelle in porzioni analiiE uguali tratto dalla stessa sospensigo®ll ENV 1SO
13843 :2003)

Conteggio delle colonie confermato (verificatox

Conteggio presunto delle colonie con correziondalsi positivi: (UNI ENV I1ISO 13843:2003)
¢ = e il conteggio presunto;
p = e la vera frequenza positiva;
n = e la vera frequenza positiva,
k = & il numero confermato

k
X=pc=—c
n

Differenza relativa
Differenza tra due valori misurati divisa per ladenedia. (UNI ENV ISO 13843:2003)

Per tutte le finalita pratiche, lo stesso valoseita dal calcolod = In( Xa) — IN(Xg).
d:XA:XB :Z(XA_XB) d% =10
X X, + Xg

Diluizione

Quantita ottenuta miscelando un volume misurattadespensione madre con un volume di diluentegari
n volte il volume suddetto. L'operazione puo ess@gretutak volte fino ad ottenere una serie di diluizioni
desiderate per inoculare i terreni di coltura. €9 diluizione decimale definita come 1 (Perk=2 avremo
107 espresso anche come 0,01.
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Distribuzione di Poisson
Modello matematico in grado di descrivere la disfsre completamente casuale dei numeri di paricell
presenti una sospensione perfettamente miscelata.

Errore di sovrapposizione o errore di affollamento

Depressione sistematica dei conteggi delle colonigsata dalla confluenza delle colonie.(UNI ENV I1SO
13843:2003)

Quantitativamente, I'errore di sovrapposizione dite principalmente dalla frazione dello spaziordscita disponibile
occupato dalla crescita delle colonie.

Fattore di copertura (kp)

E’ un fattore numerico utilizzato come moltiplicego dell’incertezza tipo composta per ottenere
un’incertezza estesa ad un determinato livellorababilita.

Alcuni valori del fattore di coperturlp che generano un intervallo di fiducia (confidengapel caso di
distribuzione normale, sono di seguito riportatiiN| CEI ENV13005 :2000 , p.to 2.3.6).

Livello p (%) Fattore di copertura kp
50 0,674
60 0,842

68,27 1,000
80 1,282
90 1,645
91 1,695
92 1,751
93 1,812
95 1,960

95,45 2,000
96 2,054
97 2,170
98 2,326
99 2,576

99,73 3,000

99,9936 4,000

Fattore di sovradispersione (u)
Incertezza casuale addizionale della determinazioreccesso della distribuzione di Poisson, misumat
termini di scarto tipo relativo. (UNI ENV ISO 1382803)

Germe
Entita vivente in grado di produrre crescita interreno nutritivo (UNI ENV ISO 13843 :2003)

Gradi di liberta

Valore equivalente a-1, n corrisponde al numero dei dati sperimentali e pséere indicato cdon il
simbolov
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Gruppo di rivelazione o gruppo rivelatore

Combinazione di piastre o provette su cui si basstima quantitativa della concentrazione microlrican
campione. (UNI ENV ISO 13843:2003)

Il gruppo di rivelazione € un gruppo di piastreroyette utilizzato per la stima numerica di un siogvalore.

Ad esempio: piastre parallele di una sospensioiastrp da diluizioni consecutive, sistema MPN cox 3 provette,
piastra di microtitolazione.

Incertezza

Parametro associato al risultato di una misuraziookee caratterizza la dispersione dei valori
ragionevolmente attribuiti al misurando (p.to 3.8\~ Vocabolario Internazionale dei termini fondartedi

e generali in metrologia ,1993)

Incertezza estesa

Grandezza che definisce , intorno al risultatordi misurazione, un intervallo che ci si aspettapremdere
una frazione rilevante della distribuzione di vatagionevolmente attribuibili al misurando

(UNI CEI ENV13005 :2000 , pto 2.3.5).

Per poter associare uno specifico livello di fiduall'intervallo definito dall'incertezza estesa@cessario fare ipotesi,
esplicite o implicite, sulla distribuzione di prdiilita caratterizzata dal risultato della misuramoe dalla sua
incertezza tipo composta.

Il livello di fiducia che puo essere attribuito aesto intervallo puo essere conosciuto solo naitiliemtro i quali
guelle ipotesi siano giustificate.

L'incertezza estesa, ipotizzando ad esempio urtalidigione normale dei risultati delle misuraziaffettuate, puo
essere stimata ad un livello di probabilita del 9%®itiplicando I'incertezza composta per il fattatiecopertura (vedi
3.46) di 1,960 che in genere € approssimato a 2.

Incertezza tipo
Incertezza del risultato di una misurazione espreesne scarto tipo

( UNI CEI ENV 13005 :2000, P.TO 2.3.1).

Incertezza tipo composta o incertezza composta

Incertezza tipo del risultato di una misurazionerglando il risultato € ottenuto mediante i valdriun
certo numero di altre grandezze. Essa é ugualealiae quadrata positiva di una somma di ternting
sono le varianze o le covarianze di quelle grarelepesate secondo la variazione del risultato della
misurazione al variare di esse. ( UNI CElI ENV13@%00 , pto 2.3.4).

Incertezza della misurazione
Parametro, associato al risultato di una misur&zionhe caratterizza la dispersione dei valori
ragionevolmente attribuibili al misurando. (VIM{@3.9, UNI ENV 13005, p.to B.2.18)

Incertezza di conteggio

Scarto tipo relativo dei risultati del conteggipeiuto delle colonie o particelle della/e stesg@dstra/e o
campo/i nelle condizioni concordate. (UNI ENV 1S@8#3:2003)

Le condizioni concordate possono essere per eselapitessa persona o persone diverse in un unimwatorio,
oppure laboratori diversi.

Intervallo di applicazione
Intervallo di concentrazioni di particelle sottofsorrentemente a misurazione mediante un megadd.
ENV ISO 13843:2003)

Intervallo di validazione

Intervallo del numero medio di particelle per porg analitica per il quale I'obbedienza alle speled di
validazione (in particolare la linearita) é stataettabilmente dimostrata. (UNI ENV ISO 13843:2003)
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Limite di determinazione
Concentrazione media minima delle particellepe) porzione analitica, dove l'incertezza tipo tigkaattesa
e uguale a un valore specificato (RSD). (UNI ENDI$3843:2003)

Esempio di calcolo di x assumendo che le palticglguano la distribuzione di Poisson per RSDE=0,2
1 1

= =2
(RSD)* (020)* >

Limite di rivelazione
Numero di particelle (x) per porzione analitica eda probabilitgp, di un risultato negativo € uguale al 5%

(UNI ENV ISO 13843:2003)
Esempio di calcolo di x assumendo che le particgpuano la distribuzione di Poisson:

probabilita di un risultato positivp(+) = 1 —pg . X = |n(ij = In[OiOSj = In(20) = 300
Po )

Linearita
Dipendenza lineare del segnale dalla concentrazletianalita. (UNI ENV I1ISO 13843:2003)

Materiale di riferimento (MR)

Materiale o sostanza i cui valori di una o piu prega sono sufficientemente omogenei e ben stiadait
essere impiegati nella taratura di uno strumendo,l@ valutazione di un metodo di misurazione, o pe
I'assegnazione di valori a materiali. (VIM,p.to 8.& Guida ISO 30,p.to 2.1)

Materiale di riferimento certificato (MRC)

Materiale di riferimento, accompagnato da un degtb, i cui valori di una o piu proprieta sonotiferati da
un procedimento che stabilisce la riferibilita adhiaccurata realizzazione dell’'unita nella qualalori delle
proprieta sono espressi e per cui ciascun valotdic&to € accompagnato da un’incertezza con wallo di
fiducia stabilito. (VIM p.to 6.14 e Guida ISO 30t@2.2)

Metodo di prova microbiologico qualitativo

Metodo di analisi la cui risposta e la presenzassenaza dell’analita in una determinata quantita di
campione.

Metodo normato utilizzato per identificare una spex un gruppo di batteri presenti per unita digpes
volume di matrice. Il risultato € espresso: preaenassenza /g o mL.

Metodo di prova microbiologico quantitativo (conteggio /enumerazione su piastra)

Metodo normato utilizzato per identificare una $pegc un gruppo di batteri presenti in una matrice e
determinare il numero delle cellule vitali per @niteso o volume.

Il risultato & espresso come UFC/g o mL

Metodi normalizzati
Metodi definiti da leggi, norme, regole tecniche. In paotare:
* Metodi di legge: metodi prescritti da leggi, decréirettive CE;

« Metodi normati: metodi emessi da enti normatoriinazionali (ISO, CEN) o nazionali (UNI, DIN,
AFNOR, BSI ecc.);

» Metodi ufficiali: metodi emessi da organizzazioeg¢niche riconosciute, pubbliche o private
(EPA,IRSA,UNICHIM,ISTISAN,APHA,AOAC,FDA, ASTM ECC.)

Numero piu probabile (MPN — Most Probable Number)

Numero piu probabile di microrganismi riferito adauquantita di alimento. La stima e ricavata dalla
combinazione di risultati positivi e negativi ottéinda una serie di provette inoculate con quaniltéite del
campione in esame.
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Precisione
Grado di concordanza fra risultati di prova indigenti ottenuti nelle condizioni stabilite. (ISO %/2,p.to
3.12 e, UNI ISO 3534-1,p.to 3.14)

Recupero

Termine generale per il numero di particelle stomatuna porzione di prova o campione, con I'acoarde
vi sia un numero vero (sebbene sconosciuto) digedlg delle quali il 200% o meno e “recuperatol’ da
rivelatore.(UNI ENV I1SO 13843:2003)

Recupero relativo
Rapporto (A/B) dei conteggi delle colonie ottendéo due metodi sottoposti a prova su porzioni dvpr
uguali della stessa sospensione, dove B ¢ ilmifemio (quando applicabile). (UNI ENV ISO 13843:2003

Robustezza
Insensibilita di un metodo analitico alle piccobeiazioni nel procedimento. (UNI ENV ISO 13843:2D03

Ripetibilita

Precisione nelle condizioni in cui i risultati venmp ottenuti con lo stesso metodo, su materialitidi nello
stesso laboratorio, dallo stesso operatore, usarstessa apparecchiatura ed entro tempi brew. (IS
5725,p.to 1, 3.13 e UNI ISO 3534-1,p.to 3.15)

Riproducibilita

Precisione nelle condizioni in cui i risultati sootbenuti con lo stesso metodo su entita di prdeatiche, in
laboratori differenti, da operatori diversi usaragparecchiature diverse. (ISO 5725/1, p.to 3.1 IBO
3534-1,p.to 3.20)

Rivelatore o rivelatore di particelle

Piastra di matrice solida o provetta di liquido temente un mezzo nutritivo per il conteggio o \elazione
delle particelle microbiche viventi. (UNI ENV 1SCB&43:2003)

Porzione analitica o porzione di prova

Volume di sospensione di particelle inoculato ifunita rivelatore. Come ad esempio le piastre @diragp
provette di prova, filtri a membrana etc. (UNI ENSO 13843:2003)

Propagulo
Un’entita vitale, cellula vegetativa, gruppo dilakd, spora, grappolo di spore, o un pezzo di ridcel
micotico in grado di crescere in un terreno nwoitil UNI ENV ISO 13843 :2003)

Proporzionalita

Concordanza delle conte di particelle osservatelaariume (o diluizione) di una serie di porzioni
analitiche da una sospensione radice comune. (WW 5O 13843:2003)

La proporzionalita & calcolata per la valutaziotadistica come la statistica del rapporto di veroglianza logaritmico
G 2 conn-1 gradi di liberta.

Prova collaborativa

Metodo o prova di prestazioni dei laboratori in diversi laboratori si uniscono in un esperimento
pianificato e coordinato da un laboratorio printgpgUNI ENV 1SO 13843:2003)

Le prove collaborative sono principalmente di dpée t

a) Gli esercizi di intertaratura sono effettuati pensentire ai laboratori di confrontare i loro rtstil analitici con quelli
degli altri laboratori partecipanti.

b) Le prove prestazionali del metodo produconoestiinprecisione (ripetibilita, riproducibilitd) deati accumulati
qguando i diversi laboratori partecipanti studiaampioni identici con un metodo strettamente norzaalio
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Scarto tipo relativo (RSD)
Stima dello scarto tipo di una popolazione (s) d@ampione dn risultati diviso per la media di tale
campione (UNIENV ISO 13843:200)

(X) RSD=2>
X

Sensibilita
Frazione del numero totale di colture positive oo correttamente assegnate nellesame preskmndiri
termini la sensibilita esprime la probabilitd, egsa come percentuale, che un risultato positi&o s

effettivamente positivo P = Risultato positiv

Sensibilia =—— X1 FN = Falso negativo
P+FN

Sovradispersione
Variazione in eccesso della casualita della dishiitne di Poisson.

Specificita
Frazione del numero totale di colture negativelorde correttamente assegnate nell’esame presunto.
Esprime la probabilita, espressa come percentcadeun risultato negativo sia effettivamente tale.

In altri termini la specificita esprime la probatdi| espressa come percentuale, che un risultgatine sia

effettivamente negativo. . .
x100 N = Risultato negativ

Specificih = m FP = Falso positi

Unita Formanti Colonie (UFC)

Consigliato in alcune norme (UNI ENV ISO 13843:2Pp@3ormai entrato nell’'uso quotidiano nei laboriator
di prova microbiologici. Nella UNI 10647 € definitmme il numero di cellule microbiche presenti im u
terreno di crescita dalle quali si sviluppano c@ailevabili visivamente.

Il numero di UFC si esprime in funzione del volumdella massa del campione esaminato.

Validazione di un metodo analitico
E’' la conferma attraverso esame e con apporto d@leaza oggettiva che i requisiti particolari per
I'utilizzazione prevista sono soddisfatti. (UNI CEN ISO/IEC 17025 ,p.to 5.4.5.1).

Validazione primaria o validazione completadi un metodo microbiologico

Determinazione delle specifiche per le prestazidhiun nuovo metodo microbiologico e/o verifica
sperimentale che il metodo soddisfi i criteri dadjia derivati per via teorica. (UNI ENV ISO 1382803).

La validazione primaria € un processo sperimerdaligpo esplorativo il cui scopo € stabilire i litnbperativi e le

prestazioni (performance) caratteristiche di: wovo metodo; o un metodo modificato o anche di wtooio
insufficientemente caratterizzato

Validazione secondaria di un metodo microbiologico
Dimostrazione per via sperimentale che un metodwahiologico stabilito funziona in conformita abeie
specifiche presso l'utilizzatore. (UNI ENV ISO 1332003).

La validazione secondaria (definita anche verif@alkalizza quando in un laboratorio si utilizzaraetodo sviluppato
e normato (validazione primaria) da a#ttio scopo di assicurazione della qualita dei taubttenuti con 'uso rutinario
del metodo.

La validazione secondaria consiste nel dare evalahe il laboratorio applicando un metodo normatcapace di
corrispondere alle specifiche stabilite nella vatidne primaria.

La validazione secondaria in genere seleziona eseisglificandole le procedure utilizzate nella daliione primaria
ma valutandone le prestazioni del metodo a luegoine (es. predisponendo apposite carte di cdmirol
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4.1 Validazione metodi di prova microbiologici

Il processo di validazione di un metodo microbiddogpresuppone che i fattori critici pitu importastano
adeguatamente disciplinati da indicazioni effigagli ridurre i loro effetti indesiderati sui risutiteinali. Tali
fattori sono:

» larappresentativita dell’aliquota di prova rispedt campione da analizzare;
» il tempo trascorso tra il campionamento e I'esemeidella prova;

» latemperatura di conservazione fino all'inizioldgdrove;

» itempi e le temperature di incubazione;

* le prestazioni (selettivita, produttivita, spedifi¢ dei mezzi colturali o delle prove di identdirione e /o
di conferma (specificita, sensibilitd), (prove diescita, biochimiche, sierologiche o di biologia
molecolare);

» la competenza del personale impiegato nellesenezielle prove.

4.1.1 Validazione metodi di prova microbiologici qualitativi

La pianificazione del processo di validazione dimetodo qualitativo presuppone di un modello
sperimentale. La presentazione del metodo qualitéti studio possono essere determinate con Eatlidi
una tecnica o con la combinazione delle seguettiidbe:

» Confronto con altro metodo di cui si conosconorksgazioni (metodo di riferimento)
* Prove su campioni a valore noto (circuiti interlediorio o campioni contaminati in laboratorio)

4.1.1.1 Validazione mediante confronto dei risultatottenuti con un metodo di riferimento

Schema di processo analitico:

Prima fase | Seconda fase
Omoaenizzazior Prearricchiment

Terza fase (al termine del prearricchimento)| g——
Metodo riferimentcA — Metodo riferimentB

Ulteriori fasi analitich Ulteriori fasi analitich
v Confronto statistico ¢ v
RisultatoA L » valutazion: <+— Risultatc B

| risultati ottenuti sono trattati come al pudt@.1.2.1 Raccolta e classificazione dei risultati e
4.1.1.2.2 Elaborazione dei risultati, valutazione dei seguenti parametri

4.1.1.2 Validazione mediante prove su campione aleee noto

| campioni a valore noto contaminati sperimentali@én laboratorio devono avere contaminazione areal
medio basso (100-1000 batteri target/g) e mantahpiné possibile la flora batterica caratteristialla flora
contaminata.

Le matrici esaminate devono essere rappresentagéie matrici rientranti nel campo di applicaziotel
metodo stesso.
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4.1.1.2.1 Raccolta e classificazione dei risultati

| dati della sperimentazione sono cosi classifigaisultati ottenuti con il metodo di riferimensmno
assimilabili ai valori definiti come “valore veralei circuiti interlaboratorio o dei campioni contiati in
laboratorio):

Metodo da Metodo di riferimento - .
. Classificazione
validare (valore vero)
+ + Positivi (P)
- - Negativi(N)
+ - Falsi positivi EP)
- + Falsi negativi EN)

4.1.1.2.2 Elaborazione dei risultati, valutazione dei seguenti parametri

SensibilitaS = L x100(1) Specificita J = L x100@2) AccuratezzaA = P+N x100@3)
P+FN N + FP P+N+FP+FN
4.1.1.3 Criteri di valutazione delle prestazioni demetodo
Somma dei falsi positivi e falsi negatif = FP + FN
Parametro Valore

a) SeY < 6 Non e possibile applicare alcuna analisi stiat Sensibilia (S) ~95%
Criteri di valutazione della prestazione del metedno — e =

riportati nella tabella: Specificita (Sp) | > 95%
Accuratezza (A)| >95%

b) Se 6<Y <22, scegliere tra FP e FN quello con il valorelmgso ed indicarlo can , confrontarem con
il valore M riportato nella tabella seguente:

Y 6-8| 9-11| 12-14 15-1p 17-19 20-22
M pera >0.05 0 1 2 3 4 5

c) Sem > M il metodo risulta idoneo per p>0,95

(FP-FN|-2)
(FP+FN)

d) Sey>22 y*= (4) il metodo risulta idoneo, per p > 0,98y5< 3,841
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4.1.2 Validazione metodi di prova microbiologici quantitativi. Valutazione delle capacita
degli operatori a eseguire le prove

Preliminare alla pianificazione del processo didaione dei metodi quantitativi & la necessitaatificare
le capacita tecniche degli operatori ad eseguirgrdee. La valutazione delle prestazioni degli apai e
eseguita attraverso la valutazione della ripetii(precisione) del conteggio delle unita formamtionie
(UFC) sviluppatesi nelle piastre.

4.1.2.1 Modalita operative

Sono esaminate nella stessa mattinata una segiastlie con contaminazione 15-300 UFC per piastra,
ripetendo la conta almeno una volta. Di ogni sdrieonte della stessa piastra sono calcolate thamdo
scarto tipo e lo scarto tipo relativo. La ripeiitdildi conteggio dell’operatore é calcolata comdhutazione
della media quadratica degli scarti tipo alle slaggerie di conte.

Esempio n .
. Zl: (c.) Zl: (em -ci )y RSD = Ci
= S = ——
" n (h-1) "
Operatore | Piastra| 1° conta| 2°contd Media Scarto po Scarto tipo relativo
A 1 129 122 125,5 4,95 0,0394
A 2 417 377 397 28,28 0,0712
A 3 73 80 76,5 4,95 0,0647
A 4 49 52 50,5 2,12 0,0420
B 5 86 81 83,5 3,54 0,0423
B 6 37 39 38 1,41 0,0372
B 7 112 115 113,5 2,12 0,0187
B 8 204 214 209 7,07 0,0338
B 9 66 71 68,5 3,54 0,0516
B 10 306 299 302,5 4,95 0,0164

Calcolo della ripetibilita dell’'operatore A

2
z RDS i 0,03942 + 0,07122 + 0,0647% + 0,04202
Ai :\/ ’ ’ ’ ’ - 0,056

4

= 0,036
6

_ \/0,04232 +0,0372% + 0,0187% + 0,0338° + 0,0516° + 0,0164°
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Calcolo della ripetibilita del laboratorio

=0,047

: 2
RDS = ;(RSD“) _ \/0,0562+0,0362
(6) n 2

4.1.2.1.1 Criteri di accettabilita della ripetibifi di conteggio dell’operatore
Nel caso di letture effettuate su terreni colturadn selettivi o su coltura pura, con colonie
separateRSD< 0,02 CV<2%

Nel caso di letture in terreni differenziali corltooe miste RSD< 0,1 CV<10%
4.1.2.2 Pianificazione del processo di validaziom® un metodo quantitativo

Il modello statistico in grado di descrivere i datienuti dalle conte su piastra e la distribugiol
Poisson. | riferimenti fondamentali di tale modedtano:

Media(u): g=C = EZ c (7 Varianza:e® =C (8)
N
Scarto tipo:e = \/E (9) Scarto tigdativo : RDS=% = % (20)

Applicando il modello di Poisson, la dispersione dati € funzione del numero di colonie rilevatdlee
piastre e, a differenza della distribuzione normaledi Gauss, non dipende dai valori delle singole
osservazioni e dal numero delle osservazioni etagui

Quindi, in tale contesto statistico, la valutazialedla dispersione dei dati, attraverso I'uso dstiarto tipo,
non fornisce alcuna informazione sulle prestazimhimetodo.

Le prestazioni del metodo quantitativo possono resseterminate con I'utilizzo di una tecnica o una
combinazione delle seguenti tecniche:

1 il confronto con un altro metodo di cui si coomso le prestazioni (metodo di riferimento)
2. prove su un campione noto

a. partecipazione ad un circuito interlaboratorio

b. utilizzo di un materiale certificato

3. analisi della sovradispersione dei dati ossesygarimentalmente (verifica del grado di accordp it
modello)
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4.1.2.2.1 Validazione di un metodo per confronto dei risultati ottenuti con un metodo di riferimento
La sperimentazione e condotta applicando almenmt® la prova in parallelo con i due metodi e vahdo

i risultati mediante la seguente espressione:

2
/Ysp_

La dispersione dei dati risulta accettabile quaihdalore dely? (chi-quadrato), calcolato sperimentalmente
O sp) fisulta uguale o inferiore a quello tabula)g(’:)gg,)sulla base del livello di probabilita presceltogenere
del 95%, e dei gradi di liberta stimati sulla bdeénumero delle prove replicate diminuiti di umata:

2 2
/Ysp = /Yg.l =n-1

Verificato che per ciascuna serie i dati, ottespgrimentalmente, sono compatibili con il modethtistico
di Poisson, le prestazioni dei due metodi (A e®@)osverificate utilizzando la seguente espressione:

L C_A = media dei valori ottenuti con il metodo di riferinte
(12) ‘C » - C B‘ < K C, = media dei valori ottenuti con il metodi validare
— — 0P
Ca + Ce Na € 15 = numero delle repliche (possibilmente identigfiettuat

n, Ng con metodo Ae B
= 1,96 pep=0,95 p=95%)

~
°
|

Nel caso che la relazione sia soddisfatta, i detdi forniscono risultati non significativamenteeatsi ad
un livello di probabilita pari g del 95%, corrispondente al fattore di coperturalkp6 e quindi sono

considerati equivalenti.

4.1.2.2.2 Validazione di un metodo con la partecipazione ad un circuito interlaboratorio

| risultati ottenuti con il metodo in esame sonafeontati con i risultati ottenuti a seguito di fEripazione
ad un circuito interlaboratorio qualificato.

I risultati ottenuti sono valutati utilizzando l&orazione fatta dal circuito interlaboratorio @s@adottati i
criteri di accettabilita proposti dallo stesso.

Nel caso che il circuito interlaboratorio rendaa@t valore vero” della contaminazione del micrargsmo
target e lo scarto tipo ad esso collegato, e watifi che il metodo in sperimentazione fornisceltasiu

accettabili mediante la seguente formula:

C = media dei valori ottenuti con il metodo in sperirtzeione
C-4 <K Il = valore vero
(13) ) P S = scarto tipo associato al valore vero
H + S,u n = numero di rgpliche sul campione ottenubd d metodo il
sperimentazione
Kp = 1,96 pep=0,95 ©=95%)
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4.1.2.2.3 Validazione di un metodo con utilizzoudi materiale di riferimento certificato (MRC)

In microbiologica i materiali di riferimento ceiithti (MRC), rappresentativi di matrici alimentari, sono
contaminati con un determinato microrganismo la @uicentrazione (valore medio e relativa incertezza
espressa come intervallo di fiducia al 95 %) é ri@tgata da una serie di laboratori selezionataréficata

in un documento che riporta il numero dei microigiam determinati in un volume di 1 + 0,02 mL, prel&o
da 10 mL di soluzione fisiologica peptonéta42), nella quale é ricostituito il MRC.

Quando si dispone di un idoneo materiale di riferito a valore e incertezza noti, una volta verifica
valutata la compatibilitd con lo scopo e il campagblicazione del metodo da validare, sono eseguait lo
stesso una serie di prove replicate.

Verificato che la dispersione dei dati e coerente la distribuzione di Poisson, e praticato il eonfo tra il
risultato medio ottenuto sperimentalmente e il raldel materiale certificato dal produttore, apptido la
formula (13).

Esempio:
MRC (BCR 506Enterococcus faeciurm capsule di gelatina) ricostituito con BP{V 42) secondo le
istruzioni fornite dal produttore IRMM, analizzabtwn metodo ISO 7899/2000 e terreno m-EA Slanetz e
Bartley (T 100) (membrane filtranti): valore medit2 UFC/piastra, intervallo di fiducia al 95% (esti€63 —
82 UFC/piastra).
Valore medio di riferimento di 1 mL della soluzioneostituita (volume totale 10 mL) pari a:

M =72+ 10 UFC

Il valore 10 rappresenta l'incertezza , espressaedintervallo di fiducia al 95% e calcolata come:

Da una sospensione di 10 mL ricostituita sono tefit9 prelievi da 1 mL ciascuno, successivaméilttati
con membrane da 45u. Le membrane sono deposite@®stre di terreno

m-EA Slanetz e BartlegT 100),e le piastre incubate a 36 + 1°C per 44 * 4 ore.

N. piastra 1,2} 3| 4, 5| 6| 7/ 8 9

Conteggio UFC/piastra | 75| 70| 73] 68 8Q 74 7 81 78

Prima di confrontare la media dei valori ottenwndl valore di riferimento, é verificato che lassgersione
dei dati registrati sia coerente con il modellaidtribuzione di Poisson mediante la formula (13).

Cio avviene applicando il test del chi-quadratouadivello di probabilita del 95 % (p=0,95 vedi foula
(11) e, nel caso di eccessiva dispersione, andtificaado I'eventuale presenza, nella serie dei diéenuti,
di risultati “anomali” mediante il test di Hubert@st robusto della mediana.
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| risultati della valutazione effettuata sui datemplificati sopra sono riepilogati di seguito:

Numero repliche =9 Gradidi litée(v=n-1) = 8
¥* wptabulato (p=0,95 e =8 15,507 Verifica dispersione serie dati
(2,036<15,507)
2 .
A spSperimental@.-o o5 2,036 Xzsp < 4w Accettabile
Media conteggio 75,0 Media conteggio calcolato 75,1
Incertezza (espressa come intervallo di c
o IF = +196,/—
fiducia al 95%)

Risultato finale (media) =75 + 6 UFC/mL

4.1.2.2.4 Verifica dell'accuratezza della prestamodel metodo

Il confronto tra la media dei conteggi sperimentéienuti con il metodo in esame e il valore determiale di
riferimento certificato e effettuato applicandoftamula (13) e calcolando il kp sperimentale.lliterio di
valutazione della prestazione del metodo & assoalatsultato ottenuto come segue:

a) Kpsperimentalef Kp tabulato (p=0,95):]-a96 Metodo accurato

b) Kp sperimentale > Kp tabulato (p=0,95)1,96 Metodo non accurato - valutare

Nel caso esemplificato:

= |75’1_72| = 3’1 :E:OS:—}
\/751+512 J343 58
9

suwitato: 0,53< 1,96 Metodo accurato
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4.1.2.2.5 Validazione mediante analisi della sovisgbrsione dei dati osservati sperimentalmente ifica

del grado di accordo con il modello)

L’esecuzione di una prova comporta la comparsardrigmodalita di preparazione del campione, misure di
volumi e/o masse, temperature di incubazioni, edidettura etc.).

La somma di tutti gli errori determina una certapdirsione dei risultati definitsovradispersione, che si
somma alla dispersione casuale dei dati stimatiRmsson.

Un metodo microbiologico quantitativo € consideriaianeo all'uso quando la sovradispersione deteatain
dal metodo stesso non modifica significativamergedispersione dei conteggi stimata applicando la
distribuzione di probabilita di Poisson, presaferiinento teorico.

Poiché risulta difficoltoso determinare quantitathente il contributo di singoli fattori alla varita
complessiva, I'analisi statistica di seguito deatzre finalizzata alla valutazione preventiva deltettabilita
della dispersione sperimentale, complessivamemgsadn applicata ai dati dei conteggi prima di esere il
risultato finale.

Le espressioni utilizzate per verificare il gradp atcordo con il modello teorico della dispersione
sperimentale dei dati sono di seguito riportate

G2, =2x%| Y (¢ xInc) —(ZCi)"ln(%J (14)

:1 (ci - 6)2

Xna T (15)

LY
Ao ch Zci (16)

n = numero delle osservazioni
c; = valore delle singole osservazioni

Le espressioni (15) e (16) sono equivalenti e eggamtano un’approssimazione della (14).
La distribuzione dei dati sperimentali & consideratcettabile quando il valore sperimentale stimato
applicando una delle suddette formule, risultariofe al valore del chi-quadrato tabulato di rifieeinto.

C = media aritmetica delle osservazioni ¢

(Gﬁ—l = /Yr?—l) < )(z(g-l-:n—l) con 0,95 17)

4.1.2.2.6 Pianificazione della validazione di metodcrobiologici mediante I'analisi della sovradigpsione

La pianificazione del processo di validazione di mmetodo microbiologico attraverso I'analisi della
sovradispersione si basa sull’esame dei risultinati su pit repliche (almeno 2 o 3) dello stasmmpione.

Le modalita di inoculo previste dalla ISO 7218 mrasessere utiimente utilizzate.

Una simile procedura minimizza al massimo gli eérgasuali di semina e di incubazione, riducendo al
minimo i fattori esterni al metodo in grado di undinzare il risultato finale.

Il processo analitico in fase di validazione dowrelprevedere, quando possibile, I'inoculo di dilwiz
scalari del campione.

La procedura ISO 7218 permette anche di valutalieéarita del metodo.
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4.1.2.2.7 Verifica del grado di accordo dei risultati sperimentali con il modello di distribuzioneteorica
Verifica effettuata utilizzando I'espressione (Mjlutazione dei risultati effettuata utilizzantgspressione (17).

Esempio: dati relativi allo studio della dispersione di oetodo microbiologico riferiti a prove su matrici
diverse e in tempi diversi.

Prova 1° 2° G Prova 1° 2° G

1 40 35 0,333581 22 300 286 0,334503
2 30 28 0,068979 23 120 118 0,016807
3 302 295 0,082079 24 110 105 0,11629

4 80 71 0,536742 25 195 186 0,212618
5 166 152 0,616551 26 35 33 0,058832
6 48 36 1,720165 27 188 180 0,173927
7 42 33 1,082607 28 320 290 1,476005
8 38 36 0,054061 29 190 172 0,895397
9 300 265 2,16953 30 280 268 0,262795
10 110 100 0,476371 31 76 66 0,704809
11 54 50 0,153884 32 192 180 0,387164
12 203 190 0,430104 33 60 52 0,571915
13 296 280 0,444502 34 300 280 0,689792
14 280 270 0,181828 35 40 34 0,487021
15 180 172 | 0,181834| 36 120 110 | 0,43492

16 161 158 0,028214 37 137 133 0,059261
17 90 85 0,142877 38 30 29 0,01695

18 55 50 0,238185 39 91 80 0,708091
19 46 40 0,418945 40 172 164 0,190494
20 60 52 0,571915 41 150 140 0,344896
21 300 286 | 0,334503 Totale | 18,44025

G2, =18440

4.1.2.3 Criteri di valutazione

a) | dati delle singole prove sopra riportate éettabile se i valori del §sperimentale) sono inferiori #l
tabulato al livello di probabilita del 95% e peadrdi liberta (g.1) = (numero repliche -1).

b) La dispersione dei dati osservata tra le singggéiche di prove indipendenti pud essere vadutan la
sommatoria dei singoli G

G2 =3 G
i=1

La dispersione dei conteggi tra prove indipendeathprendenti lo stesso numero di repliche é adukdta
guando:
GztotS xz con g.l. = (numero di prove — 1).

Nel caso che si verifichino le condizioni a) e b)pad concludere che il metodo e idoneo perché non
modifica la naturale dispersione dei dati preseetk distribuzione di Poisson.
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4.1.3 Linearita (proporzionalita delle diluizioni)

Considerate piastre con un numero di UFC comprasbd e 300

G
G2 . =2x i C. |ni - Zmlc' In ;
m-L "R i m (18)

i=1 i i=1

G = numero di UFC rilevate nella piastra
R = quantita di campione inoculata nella diluizione@same

Esempio:
Diluizioni esaminate Volumi relativi (R;) UFC rilevate in piastra (g)
10° 10 181
10* 1 20

Da cui: G2, =2x|181xIn 181) | 2oxin[ 22 —(181+20)x1In 181420} - 9349
10 1 10+1

4.1.3.1Valutazione della linearita (proporzionalita dellediluizioni)

Un metodo fornisce risultati lineari se la seguarggressione risulta soddisfatta:

G2 <y? I .
m-1 = /Yg_l con g.l. = numero diluizioni esaminate -1

x2 tabulato al livello di probabilita del 95% e grddliberta = ( numero diluizioni esaminate -1)
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4.1.4 Determinazione dei parametri sensibilita spec ificita — efficienza - selettivita del metodo

Al termine del processo di prova le colonie consite positive e quelle considerate negative (non
conteggiate) sono verificate con ulteriori mezagtostici (test biochimici, sierologici etc.).

In base ai risultati ottenuti nelle prove di confier, € possibile costruire la seguente tabella ( BNV ISO

13843:2003 al punto 9.2):

UFC Conta_pr_esunta Negativi (-) Somma
Confermate Positivi (+)
Positivi (+) a b a+b
Negativi (-) c d c+d
Somma a+c b+d n
n = at+b+c+d
a = n.dipresunti positivi trovati positivi (Weositivi)
b = n.di presunti negativi trovati positivi iganegativi)
¢ = n. dei presunti positivi trovati negativaléi positivi)
d = n. dei presunti negativi trovati negativirjueegativi)
4.1.4.1 Calcoli

Sulla base dei risultati sopra riportati sonomiéfi seguenti parametri statistici

Formule di calcolo e interpretazione Formule di catolo e interpretazione

Sensibilita =

Frazione dei positivi totali Specificita =
a+b c+d

Frazione dei negativi totali

correttamente assegnata nella conta presuntiva correttamente assegnata nella conta presuntiva

tasso dei falsi positivi: frazione dei positivi
a+tc b+d

erroneamente assegnata erroneamente assegnata

tasso dei falsi negativi frazione dei negativi

n=a+b+c+d numero totale delle prove

a+d
Efficienza (E) =

at+c
frazione di UFC o provette ( )
n

Selettivita = Log—— Log decimale della frazione di

correttamente assegnate a =veri pos. dingg. UFC di riferimento presunte (presunti pos.) dat. t

4.1.4.2 Valutazione dei risultati
| risultati possono essere valutati rispetto apdeametri fissati arbitrariamente dal laboratorio.

Il laboratorio considera accettabile un metodoveei(UNI ENV ISO 13843 :20Q3unto 8):

Sensibilita > 0,90

Specificita > 0,90

Efficienza 6,90

Selettivita — limite superiore della linearita (aoie di riferimento per piastra)

100 a 25 UFC Accettabile da-1a -2
Inaccettabile >-1 e <-2

200 a 100 UFC Accettabile da -0,5 a -1
Inaccettabile >-0,5-¢)
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4.1.5 Validazione secondaria

| risultati ottenuti in ogni prova microbiologiaievono essere sottoposti ad analisi al fine dificare la
loro dispersione e la conformita al modello teorfealidazione secondaria). Il modello teorico atikto &
guello che fa riferimento all'analisi della sovragiersione. Di seguito sono descritti tre modelérafivi con
cui effettuare la validazione secondaria di un metdi prova:

* Metodo 1 — UNI 10674:2002
* Metodo 2 - ISO 14461-1/IDF 169-1:2005 e ISO 1448D2 169-2:2005
* Metodo 3 — UNI EN ISO 4833:2004

La condizione indispensabile per procedere allaaalone secondaria dei risultati € che siano ésegiu
repliche per inoculo o siano inoculate quantitdagcdi campione (ISO 7218)

4.1.5.1 Metodo 1 : UNI 10674:2002
Riferimenti e formule = UNI 10674:2002 (vedi natso titolo norme) e 1SO 7218.

a) valutazione della dispersione dei risultati ottenoelle repliche della stessa (conta >15

UFC/piastra),
Calcolo di K, sperimentale:

b)
|Cl_C2|

P Jc,+c,)

C, e G = valore dei conteggi nelle due repliche

k (19)

Kps 1,96~ 2,0 dispersione dei conteggi accettabile

b) Criteri di valutazione del 'K 2,0 >Kp§ 2,576~ 2,6 dispersione dei conteggi critica. Approfondire

Kp > 2,6 dispersione dei conteggi inaccettabile

c) valutazione della linearita (proporzionalitd) dsiiltati in diluizioni a scalari & fatta con il ld&?,
utilizzando la formula (18).

Criteri di valutazione della validazione secondanietodo 1
| risultati sono attendibili se la dispersione did3on e la linearita (proporzionalita delle dilyizono
statisticamente accettabili.

Esempiovalutazione della dispersione conteggi rientrastirange 15 — 300UFC/piastra con diametro
circa 9 =100 mm, inoculo 1 mL

Diluizione | Conta piastra C1 | Conta piastra C2 | K sperimentale
10° 181 215 1,71
10* 20 25 0,75

La dispersione (i delle prove e inferiore al valore tabulatq,¥1,96 per p=95%, e quindi accettabile.
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Valutazione della linearita

G?=2x chmzcl +3'C,In 2.C ‘(ZC)'”& (C=C1+C2; R=R1+R2)
R, R, ZR

(181+ 21890 281215, (504 25)1n 20725
G2 — 2)( 10 1 = 01638
2 -

(181+ 215+ 20+ 25)In 181 215+ 20+ 25
10+1

Per 1 grado di liberta (due successivi livelli #udione presi in esame), p=95%¢, = 3841 quindi:

G? < x’, (0,638<3,841) & “accettabile”.

La valutazione statistica della dispersione e dalkarita effettuata sui dati sperimentali ottémialla prova
dimostra che sono coerenti con il modello propestindi “accettabili”.

4.1.5.2 Metodo 2 :1SO 14461/IDF 169:2005

La norma IDF/FIL 169:1994, sostituita dalla ISO 6441 e 2/IDF 169-1 e 2Milk and products -Quality
control in microbiological laboratories — Parte 1Rarte 9 e nella ISO 7218:1996 é descritto un metodo di
valutazione statistica fondato sulla stima dél G

Valutazione della dispersione totale:

Gradi di liberta v = n totale piastre -1

Indice di dispersione tra piastre replicate all@sso livello di diluizione
Gfi_1=2><[ch><In cj—(ch)Mn(%ﬂ (21)

Gradi di liberta v = n totale piastre —1
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Indice di dispersione tra piastre replicate ai vévielli di diluizione (linearita)

G2, =2x Z[c In;—i]—[ici}” i— (22)

G'ZI'OT—l = GE a4t Gﬁw—l (23)

Diluizione 10° 40 UFC 35 UFC
Diluizione 10* 5 UFC 3 UFC

Gradi di liberta v = rtate piastre -1
Esempio:(inoculo 1 mL)

Valutazione della dispersione totale dei conteggniula (20)

+35+5+
G2, =2x%|40In 400, 351n[ 32 4 51n[ 2 | +31n[ 2 ~(40+35+5+3)In 40+35+5+3) | _ 868516
10 10 1 1 10+10+1+1

Contributo al Grordovuto alle repliche dei singoli inoculi (formuld)2

40+ 35

(diluiz. 10°) G2, , =2x [40In(40) +35In(35) - (40+ 35) In( H =0,333581.

(diluiz. 10% GZ,_, = {5In(5) +3In(3) - (5+3) |n(5L23ﬂ = 0505343

Contributo al Grordovuto alla preparazione delle diluizioni (proporzgilita) (formula 22)

(40+35) |n[401“;35j +(5+3) In[wj -
G2, =2x = 0,029502

m-1 "~
_ (45+35+5+3)x|p| 22+ 35+5+3
10+1

Dispersione totale (formula 2352, , =G/, , +G/5, + G2,
(68%16= 0,333581+0,0505343+0,02959
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4.1.5.2.1 Valori critici della dispersione del

Gradi | o | 3 4 5 6 7 8 9 10| 11| 12| 13 14 15
liberta

p=0,95 | 3,841 5,991 7,815| 9,488| 11,070| 12,562 14,067| 15,507| 16,916 18,307| 19,675| 21,026| 22,362 23,685| 24,996

p=0,99 | 6,635| 9,210| 11,345 13,277| 15,086 16,812| 18,475| 20,090| 21,666/ 23,209| 24,725| 26,217| 27,688 29,141| 30,578

Per livelli di probabilita del 95% (p=0,95) e 99%p=0,99) per gradi di liberta da 1 a 15.
Fonte “Tavole Scientifiche Geigy” ottava edizio@é volume,1984, pag.34.

Se la dispersione totale e “accettabile”, ovvererente con il modello sperimentale, anche le dsperper
livello e tra livelli, in genere, sono coerenti.

Se, invece, la dispersione totale “non e acce#algilpossibile verificare, eventualmente, se lasaa@ da
ricercare nelle componenti di dispersione constdesger altre cause da indagare.

4.1.5.3 Metodo 3 :UNI EN ISO 4833:2004

La norma specifica un metodo orizzontale per lataodi microrganismi nei prodotti destinati
all'alimentazione umana e a quella animale (CBT) tatecnica della conta delle colonie sviluppatesi
terreno solido dopo incubazione a 30 °C in aeroprgmrta i dati di precisione valutati per piaston un
numero di UFC compreso tra 15 e 300.

La norma riporta i valori del limite di ripetibifit(r = 0,25) e del limite di riproducibilita (R=G4 derivati
da studi interlaboratorio espressi in dogmicrorganismi per millilitro ad un livello di pbabilita del 95%
stimati sui valori finali dei conteggi, tenendo wiliconto del fattore di diluizione del campione.

I limiti di ripetibilita e riproducibilita, presi aiferimento al momento dell’emissione della norrsano
derivati da studi interlaboratorio effettuati sutdafresco e pastorizzato. Pertanto essi possesere
utilizzati come una stima indicativa quando sonodate delle colonie sono determinate in altri ptodA
tale proposito € opportuno considerare tali lirimitragione ai dati sperimentali ottenuti dal ladiorio in
applicazione alla ISO/TS 19036:2006.

4.1.5.3.1 Valutazione dei risultati di prova

a) Condizioni di ripetibilita del laboratorio

La differenza tra i due conteggi finali replicati ¢ondizioni di ripetibilita, espressi in lag € accettabile,
al 95%, se € inferiore 0 uguale a 0,25 unitagog

r =|log,, A —log,, A< 025

Di seguito € riportato un esempio relativo a ungessi conteggi replicati su piastra, valutandalifferenza
assoluta tra due risultati di prove singole indigbenti ,ottenute utilizzando lo stesso metodo,ssi&sso
campione di prova ,nello stesso laboratorio daksso operatore utilizzando la stessa attrezzettra un
breve intervallo di tempo.

1) A; =100 - A =175, diluizione 18, volume inoculato 1mL
2) A; =100 - A =52, diluizione 10, volume inoculato 1mL
3) A, =43 - A, =66, diluizione 10, volume inoculato 1mL
4) A, =89- A, =65, diluizione 13, volume inoculato 1 mL
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Conteggio Conteggio Ripetibilita (log 1)
UFC/mL (log 10) Calcolata Metodo r=0,25
Ay A, logig A1 | 10010 A, |11 =]log,, A —log,, A|| Accett. <0,25 | Non Accett. > 0,25
Casol| 100.000 175.00 5,00 5,24 0,24 *
Caso 2| 100.000 52.000 5,0( 4,72 0,28 *
Caso 3| 430.000 660.000 5,68 5,8R 0,19 *
Caso 4 8.900 6.500 3,95 3,81 0,14 *

Nei casi 1-3-4, la differenza tra il primo ed ilceado risultato non supera il valore di 0,25 uhiglO e
quindi & accettabile ed i valori possono esserdatietlel caso 2 la differenza tra i risultati su@ il valore
di 0,25 e quindi non e accettabile.

b) Condizioni di riproducibilita
Confronto del conteggio di microrganismiitenuto con due repliche sullo stesso campiondugadiversi

laboratori (L € Lg);
(verificare prima che i risultati forniti da entréim laboratori rispettino le condizioni di ripetiita, sulla

base di quanto riportato al punto a)

Esempio: Conteggio UFC /mL | Conteggio (log,) | Reperibilita r (logi) | Media (UFC/mL)
A, A, log10 A1 | l0g10 A,

Laboratorio I, | 80.000 120.000 4,90 5,08 0,18 (accettabild 100.000

Laboratorio s | 62.000 88.000 4,79 4,94 0,15 (accettabile 75.000

Valutazione della differenza dei risultati (in stdbgg) tra due laboratori al 95% - limite riproducibélit
R=045 logy,

Conta (UFC /mL) 2 Conteggio (logo) Riproducibilita (log 10)
Lab. La Lab.g logioLa | logioLg | Calcolata R:| logioL A~ l0gio Metodo R = 0,45
100.000 75.000 5,00 4,88 0,12 <0,45 | >0,45n0n

La differenza tra i risultati medi ottenuti dalm (L,) e dal secondo laboratoriog)Lrispetta le condizioni
di riproducibilita indicate dal metodo, quindi, écattabile.

175



4.2 Incertezza del risultato analitico microbiologi co

Nelle prove microbiologiche la variabilita dei faft non sempre consente una stima rigorosa dedftezza

di misura come stabilito dalla UNI CEI ENV 13005020 questi casi sono considerati nella UNI CEl EN
ISO/IEC 17025:2005 p.t05.4.6.2., ed il concettdteriormente ribadito dalla linea guida EA-04/1w.62
p.to5.2 Di seguito sono riportati indicazioni ecerepi relativi ai criteri e alle modalita da adottgver
stimare l'incertezza di misura da associare altatiudi prove quantitative.

Il Laboratorio puo decidere, se non altrimenti $jjeato dal metodo o in altri documenti a caratteogente,
di stimare l'incertezza di misura come intervalididucia calcolato applicando uno dei seguentecri

1. Incertezza (intervallo di fiducia) stimata sutlase della distribuzione di Poisson (campo di raisu
1-10 UFC/piastra)

2. Incertezza (intervallo di fiducia) stimata suflase della distribuzione di Poisson approssimidda a
normale (campo di misura 15-300 UFC/piastra)

3. Intervallo di fiducia stimato con le formule oipate nella ISO 7218:1996

4. Incertezza nei prodotti destinati al consumo nomed animale e nei campioni ambientali secondo la
ISO/TS 19036:2006 + ISO 19036:2006/Amd 1:2009

Incertezza nelle acque secondo la ISO 8199:2005

o

4.2.1 Incertezza (intervallo di fiducia) stimata su lla base della distribuzione di Poisson
(campo di misura 1 — 10 UFC/piastra)

4.2.1.1 Conteggio e stima dell'intervallo di fidua a seguito della semina su piastra di un
campione con esecuzione di n.1 prova singola.

Il risultato €& ottenuto applicando la tabella disBon (vedi tabella n.2 al capitolo Tabelle)

Matrice _N. piaste Conteggio Intervallo di fiducia al Intervallo di fiducia al
inoculate | (UFC/piastra) | Inferiore | Superiore | Inferiore | Superiore

A 1 3 <1 7 <1 9

B 1 5 2 12 1 14

C 1 7 3 14 2 17

D 1 14 8 24 6 27

a) campioni liquidi: se i dati riportati provengoda prove microbiologiche eseguite su campioniidiqu
analizzati tal quale, il risultato numerico del teggio ed i limiti dell'intervallo di fiducia rappsentano
rispettivamente la “concentrazione” e “I'incerteziianisura”, per mL, dei microrganismi nel campiatie
prova da riportare nel Rapporto di Prova. Se r@#atra seminata non viene evidenziata la credcaécuna
colonia, nel Rapporto di Prova esprimere si espiimisultato come <1 UFC/mL, senza indicare iitim

dell'intervallo di fiducia, ipotizzando che il val di 1 UFC rappresenti il limite di rivelabilitd donteggio
in un mezzo colturale solido.

b) campioni solidi: se i dati riportati provengoda@ prove microbiologiche eseguite su campioni sdkdl
guali, necessariamente, prima della semina, é gtathsposta una sospensione iniziale, occorredamnto
del fattore di diluizione riferito a tale sospemsonell’esprimere il risultato finale.

176



Intervallo di fiducia al 95%  Limite inf.g =—=3WJFC/g Limite sup.%4 =14QJFC/g

3
01
Conteggio e stima dell'intervallo di fiducia a ségudella semina su piastra di un campione con
esecuzione di n.2 prove:

Esempio: piastre seminate: 2; volume seminato 1 mL; sommbtadei singoli 2 conteggi non > a 20
UFC/piastra

N. piaste Conteggio Somma Intervallo di fiducia al 95% e Intervallo di fiducia al
inoculate | (UFC/piastra) | (UFC/piastra)
' I Inferiore | Superiore Media Inferiore Superiore
2 8 10 18 11 28 9 5 14

Valutazione della dispersione e accettabilita dejai conteggi su piastra per poter essere “sorfimat

Esempio 1:
Conteggio Media e Intervallo di fiducia al
N. piaste (UFC/piastra) Somma(UFC/piastra) ] ] ) Risultato
inoculate I Il Media | Inferiore | Superiore verifica
2 6 10 16 8 5 13 Accettabile
2 4* 12 16 8 5 13 Non accettabilp

*|I conteggio di 4 UFC/piastra e esterno al liminéeriore dell'intervallo di fiducia al 95% (5 WHpiastra)
tabulato

Esempio 2:
N. piaste Conteggio Somma Intervallo di fiducia al 95% | Media | Intervallo di fiducia al 99%
inoculate UFClpiastra UFClpiastra Inferiore Superiore | Conta Inferiore Superiore
vy
5 6| 9| 5| 2| 8 30 20 43 6 4 9

Il conteggio di 2 UFC/piastra € esterno al limdell'intervallo di fiducia al 95% (4 UFC/piastr&gbulato
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4.2.1.2 Incertezza (intervallo di fiducia) stimatasulla base della distribuzione di Poisson
approssimata alla normale (15 — 300 UFC/piastra)

Quando il conteggio & 15 UFC/piastra il modello di distribuzione prolaica delle “particelle” di
Poisson e approssimabile alla distribuzione normaleGauss.

L’'incertezza in questo caso e espressa come ititedigiducia applicando il fattore di coperturax
1,96€ 2) nel quale hanno probabilita di cadere il 95%0(05) dei risultati (p=0,95%) con il rischio che i
5% (0=0,05) dei risultati cadano fuori di questo intélva

I limiti inferiore e superiore di questo inten@htatistico risultano equidistanti dal valore noeglisono
calcolati, per conteggi su piastra ricadenti netiérvallo 15-300 UFC/piastra, applicando la segeient
formula:

(24) C+ 196 x E Limite superiore — C+ 1,96><1/E Limite inferiore —p» C- 196x E
n n n
C = Media conteggio UFC/piastra  n = numero di replicheullo stesso campiol
Esempio:
Risultato (UFC/piastra)
Caso Conteggio K, calcolato Valutazione : —
UFC/mL risultato Media Incertezzaostggata (F)p
1 | 60 757 1,29(<1,96) Accettabile 68 +11
32 54 2,37(>1,96; <2,58)| Critico-valutare 43
3 48 84 3,13(>2,58) Anomalo 66

La stima dell'incertezza IF da associare alla me@iaconteggiC per il caso 1 & “accettabile”, per n = 2
prove, € la seguente:

IF = C + 1,96 JL =68 + 1,96 1/% = 68 + 11 UFC/ piastra
n

Limite inferiore 68 — 11 = 57 UFC/piastra Limite superiore 68 — 11 = 79 UFC/piastra

Espressione del risultato
Il n. dei microrganismi (N) e intervallo di fiduc{#) sono calcolati con le formule (25) e (26)

C _ C 1 V = volume inoculo in mL per piastra
(25) N = IF = (c + qu/F}x (26)  d = fattore di diluizione

X . . .
Vv xd n = numero di prove replicate nel campi

4.2.1.3 Conteggio e intervallo di fiducia con formia riportata nella ISO 7218:2007

Il conteggio e la stima dell'intervallo di fiducgno effettuati mediante I'applicazione della noi®@ 7218
dopo aver verificato la congruita dei risultatcateri statistici definiti nella parte relativaalalidazione
secondaria.

Il numero dei microrganismi rilevati su due piasrivelli di diluizioni successive (campo di misut5 —
300 UFC/piastra) e ottenuto mediante la formula:
2.6 2.C
N=——~=_"__ ponendo B=v(n, +0In,)d —» N=£=_ (25)
v(n, + 01n, )d B

X C, = somma delle UFC contate su tutte le piastrettk fe diluiz.

n; = numero piastre inoculate con la prima dituiz

d = fattore di diluizione

V = volume di inoculo per piastra in mL di cui alnsetma contiene 15 colonie
n, = numero piastre inoculate con la seconda dilugion
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L'intervallo di fiducia al 95% §) € ottenuto mediante la formula (26):

Limite infer.

J = ZC+1,92_1,96/2C 1
5| 2C, 192 194 C |1 —F B B B |d

B B B d ™ NS
6U = ZC+1192+1’9 ZC 1 Limite super.
B B

(26) B d

A seguito dell’emissione della norma ISO/TS 19086, I'intervallo di fiducia cosi calcolato e rielmhato
nella ISO 7218:1996 non pud piu essere utilizzaeo lp stima dell'incertezza di misura. Infatti con
'emissione della ISO 7218:2007 l'incertezza desesege stimata ed espressa sulla base di quanttatgpo
nel successivo punto. La stima dell'intervallo iutia, applicando le formule sopra riportate, msSere
comunque un utile riferimento - in particolare esé di studio e applicazione del metodo - per sedut
analogie e diversita tra questo intervallo statigteorico sulla base del modello di dispersionPalsson e
guello ottenuto con I'approccio globale della ISS/I9036:2006 e ISO/TS 19036 AMD/1:20009.

Esempio
Diluizioni Kp Risultato Risultato linearita
ConteggioUFC/piastra | calcolato
C G Kp<:1,96 p=0,95 61»1 Sthabulato
107 260 238 0,99 Accettabile Accettabile
10° 33 30 0,38 Accettabile

Verifica linearita (proporzionalita)
G2, =G3, =GZ =2x|498In [4;98] + 63In(§’j —56]Jn[5—61j = 2910
10 1 11
Dalla tabella dej(2 perv=1e p=0,95, siricava che il valore di 3,841.
Il valore del G%,, calcolato & inferiore a quello tabulato e quindionteggi sono tra di loro congruenti,

I'operatore ha eseguito correttamente la diluizioicata dal metodo.

Calcolo del N di microrganismi applicando la forrauR7)

\ = 260+238+33+30 1 _ 561
12+01x2) 102 0,022

=25.500UFC/g (mL) prodotto

Esprimere il risultato con due cifre N = 2,6 X LFC/piastra

Calcolo dell'intervallo di fiducia al 95% applicamda formula (28)

5= 561+ 192 196v561 9 1

22 22 22 10‘2:(256121)x102

I limiti di fiducia dell'intervallo, espressi conue cifre significative sono: limite inferiog = 2,4 x 104 e
limite superioredy = 2,8 x 104 UFC/g

Nel caso i suddetti limiti venissero espressi caangazione, corrispondono rispettivamente a — 7,8 %
8,6 % del valore N calcolato.
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4.2.1.4 Incertezza (intervallo di fiducia) di misura nel prodotti destinati al consumo umano e
animale e nei campioni ambientali secondo la ISO/TS 19036:2006 + 1SO

19036:2006/Amd/1:2009

La norma ISO 19036 € applicabile ai prodotti dedtiml consumo umano ed animale e ai cam
ambientali dell'area di produzione e manipolazidhalimenti; propone la stima dell'incertezza disonmi
mediante il calolo dello scarto tipo di riproducibilita (Sr) pelascun metodo, ciascun misurando €

categoria di matrice.

Protocollo sperimentale

Campione alimentare

e N

Operatore A OperatoreB
* Contaminazione artificiale % . inizial
Sospensioneiniziale (se necessaria) Spensoielnm €
Analis < > Analis

differenti condizioni di analisi

e Analizzare almeno 10 campioni per ogni categorianditrice in parallelo e in giorni diversi.

« Utilizzare matrici alimentari naturalmente contaatan a vari livelli di concentrazione microbica,
altrimenti provvedere ad una contaminazione aidi; in modo da ottenere conte comprese tra 10 e

300 UFC/piastra.

* Calcolare lo scarto tipo di riproducibilita per @gmicrorganismo target (o gruppi) e per ciascuna
categoria di matrice(o gruppi di matrici omogensegondo la suddivisione delle categorie riportata
nella norma, e per ciascun modo, utilizzando laieete equazione:

" (log a, - logb,)?

2n

ai ebi = primo e secondo risultato della prova sulésso campione
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4.2.1.4.1 Incertezza di misura

L'incertezza estesd da associare al risultato di prova y skagcon fattore di copertura 2 (corrisponde
approssimativamente al fattore di copertura 1,96ralivello di confidenza del95%) ,é calcolata naeiée

I" equazione gener ale (applicabile sia per le alte che per le basseegont

, , 018861 (30)

R ZC

U=2x |s

sk € lo scarto tipo di riproducibilita

0,18861LC componente della varianza dovuta alla distriboneidi Poisson presa a modello come possibile
distribuzione in “natura” delle particelle microbe:

2C =somma del numero totale di colonie effettivateecontate su tutte le piastre.

L’incertezza estesa, con probabilita al 95%, Ps@resdue volte lo scarto tipo di riproducibilita
intralaboratorio, si puo calcolare con la formula:

U=2% (31)

ma solo nei casi di alti conteggi dato che in causgtuazione la varianza dovuta alla distribuzidnBoisson,
inserita nella equazione (30) diviene trascurabile

Comunque I'utilizzo della formula (31) comporta distrare cheZC >Cim (32)

Dato G, come valore limite calcolato applicare I'equazigo#éo riportata:

(log,.)* 175
sz x|(1- 005) 7 -1] s 55

lim —

Se la disequazione (32) e soddisfatta la differerez#lincertezza estesa (U) calcolata con (30uellg con
'equazione semplificata (31) € in genere <del 5%
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4.2.1.5 Incertezza (intervallo di fiducia) di misura nelle acque secondo la | SO 8199:2008

La norma ISO 8199 é applicabile ai campioni di a;gssa propone il calcolo del risultato e delimallo
di fiducia al 95% di probabilita

Il calcolo del risultato puo essere usato quandarhero totale di colonie sulle piastre é:
 Compreso tra 10 — 200 UFC (tecnica per spatolanmmnfmastra o filtrazione su membrana)
 Compreso tra 10 — 300 UFC (tecnica per inclusiangiastra)

Il risultato & espresso come UFC in uno specifislome di riferimento di campione (di solito 100 rall
mL) mediante I'equazione:

Z 3
— 4)
Cs = v XVg
tot
G = numero di UFC nel volume di riferimentg del campione
Z = somma delle colonie contate sulletpgas sulle membrane derivate dalle diluizioni

dd, ...,d o derivate da singoli volumi della stessa pmreianalitica (campione o diluizione)
Vs = volume di riferimento scelto per esprimere la@@ntrazione dei microrganismi nel campione

Vit = Volume totale del campione originale distribuitdle piastre sottoposte a conta,
calcolato con I'equazione:

IM: (n1V1d1)+ (n2V2d2)+ .......... + (niVidi) (35)

Vit = volume totale calcolato del campione originadsgribuito nelle piastre sottoposte a conta
Ny, Np...n; = numero di piastre contate per la diluizioned ....d

Vi, V,...V; = volume usato con la diluiziong,d} ....d

d, 0 ....d = diluizione usata per i volumiyV,...V; (d=1per un campione non diluito, d = 0,1,
per un campione dduio volte ecc.).

Esempio: (tecnica per spatolamento o per inclusione sstiigiasemina in doppio) se il volume del campione
usato (Vi) € 1 mL e i conteggi ottenuti alle rigpet diluizioni sono i seguenti:

Diluizione ?%?;;E;C/pllalﬂpri‘;stra Somma
10? 81 97 178
10° 9 15 24

Z=81+97+9+15 = 202

V= (2x1x0,01)+(2x1x0,001) = 0,022  Applicando I'equazione (31)

Se Vs (volume finale) € 1 mL, il conteggio finale; @pplicando I'equazione (34) e:

202
Cs = szxl =918JFC/mL quindi, arrotondando, 9,2 x IOFC/mL
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Esempio: (tecnica per filtrazione su membrana, seminarigado)

Volume | Conta UFC/piastra | Somma

10 mL 82 82
100 mL 11 11
Z=82+11 = 93

Vig= (1x100x1)+(1x10x1) = 110 Applicando I'equazione (31)

Se Vs (volume finale) &€ 100 mL, il conteggio finalg &plicando I'equazione (34) é:

Cs = 9 x100=84UFC/100mL
110

L'incertezza da associare al risultato (limiti detervallo al 95%) sono calcolati mediante le segfi
equazioni:

1) Se Z> 20 UFC, il risultato finale con I'intervallo diducia al 95% di probabilita & dato dall’equazione:

Csigmﬁﬂ=[EEE!Z}A@=[jL_2JZ}A@ (36)
tot \/tOt \/tOt

2) Se Z> 20 UFC, l'effetto dell’'asimmetria della distribarie di Poisson sui limiti di confidenza € messo
in conto mediante I'aggiunta di piccole correzioell’equazione (35):

CI:(Z+2¢2\/Z+1JXVS

Vit

(37)
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4. 3 Determinazione del valore MPN ISO 7218:2007

Formula generale per stabilire il valore approssingiel numero statisticamente piu probabile (MPN)

Z *
MPN =22 ™
m*m

Il valore MPN di una sola serie di tubi

MPN = |
m, | n-z,

Sima con diluizioni semplici

MPN stima di confidenza 95%

Sima con diluizioni multiple (Formula di Cochran)

SE=05 Iog;,Of
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Z,= numero dei tubi pos.

m, = quantita di riferimento del campione in g

ms= quantita totale in g del campione nei tubi neg.
m; = quantita totale del campione in g in tutti iitub

m, =quantita di riferimento del campione in g
m,, = quantita in g del campione in ciascun tubo
della serie

In = logaritmo neperiano

n = numero della serie dei tubi

Z, = tubi con reazione positiva

z = limite di confidenza 95% superiore e infegio
m, = quantita di riferimento del campione in g
my, = quantita in g del campione in ciascun tubo
della serie

In = logaritmo neperiano

n = numero della serie dei tubi

Z, = tubi con reazione negativa

SE = errore standard di IggMPN
f = fattore di diluizione consecutive (per lo pil) 1
n = numero di tubi per diluizione



Esempio: 20 tubi in brodo doppio concentrato, seminato 5 anlun campione diluito 0,1 g/mL. Crescita
dopo incubazione positiva su 16 tubi.

Secondo la tab. sotto riportata indica 1,61 il ntovgu probabile di microrganismi presenti con umitie inf

al 95% di 0,93 ed un limite superiore di 2,77

MpPN = 281 per grammo = 3,2 per grammo con intervallo di miza al 95% compreso:
05

> 9596 =27 per grammo = 5,5 per grammo < 95% =093 per grammo = 1,9 per grammo

MPN (calcolato secondolaTab. n 1
Campione Numero dei tubi positivi ( *combinazione scelta)
Prod. liquidi (mL™) | Altri prod. (g%
Prodotti liquidi | ) 10" mL 102 mL 10° mL
10 mL

Altr ‘irgdom 10'mL | 102mL 103mL 10*mL
1 3* 3* 2* 1 0 1,1x16 1,1x 16
2 3 3* 3* 0* 2,4x16 2,4x16
3 2 2 1* 1* 0* 74 7,4%x x 10
4 3* 3* 0* 0 0 24 2,4 x 10
5 2* 2* 0* 1 0 2,1x10d 2,1

Valore MPN con limite di confidenza al 95% per una serie di 20 tubi

N. tubi MPN Incertezza Limite Imite

positivi tipo log;g MPN < 95% > 95%
1 0,05 0,434 0,01 0,36
2 0,11 0,307 0,03 0,42
3 0,16 0,251 0,05 0,50
4 0,22 0,218 0,08 0,60
5 0,29 0,195 0,12 0,69
6 0,36 0,178 0,16 0,80
7 0,43 0,165 0,20 0,91
8 0,51 0,155 0,25 1,03
9 0,59 0,147 0,31 1,16
10 0,69 0,140 0,37 1,30
11 0,80 0,134 0,44 1,46
12 0,92 0,130 0,51 1,65
13 1,05 0,126 0,59 1,85
14 1,20 0,123 0,69 2,10
15 1,39 0,121 0,80 2,40
16 1,61 0,121 0,93 2,77
17 1,90 0,122 1,09 3,29
18 2,30 0,127 130 4,08
19 3,00 0,141 1,58 5,67
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Tabelle



Tabella 1 - Tabella MPN (Mac Crady)

Inoculo del campione di: 3x1; 3x0.1; 3x0.01 gr o mL

N. caratteristico MPN per gr omL Categoria Limiti di confidenza
95 % 99 %

000 <0.3 - 0.0 0.94 0.0 1.4
001 0.3 3 0.01 0.95 0.0 1.4
010 0.3 2 0.01 1.0 0.0 1.6
011 0.61 0 0.12 1.7 0.05 2.5
020 0.62 3 0.12 1.7 0.05 2.5
030 0.94 0 0.35 3.5 0.18 4.6
100 0.36 1 0.02 1.7 0.01 2.5
101 0.72 2 0.12 1.7 0.05 2.5
102 1.1 0 0.4 3.5 0.2 4.6
110 0.74 1 0.13 2.0 0.06 2.7
111 1.1 3 0.4 3.5 0.2 4.6
120 1.1 2 0.4 3.5 0.2 4.6
121 1.5 3 0.5 3.8 0.2 5.2
130 1.6 3 0.5 3.8 0.2 5.2
200 0.92 1 0.15 3.5 0.07 4.6
201 1.4 2 0.4 3.5 0.2 4.6
202 2.0 0 0.5 3.8 0.2 5.2
210 1.5 1 0.4 3.8 0.2 5.2
211 2.0 2 0.5 3.8 0.2 5.2
212 2.7 0 0.9 9.4 0.5 14.2
220 2.1 1 0.5 4 0.2 5.6
221 2.8 3 0.9 9.4 0.5 14.2
222 3.5 0 0.9 9.4 0.5 14.2
230 2.9 3 0.9 9.4 0.5 14.2
231 3.6 0 0.9 9.4 0.5 14.2
300 2.3 1 0.5 9.4 0.3 14.2
301 3.8 1 0.9 10.4 0.5 15.7
302 6.4 3 1.6 18.1 1 25
310 4.3 1 0.9 18.1 0.5 25
311 7.5 1 1.7 19.9 1.1 27
312 12 3 3 36 2 44
313 16 0 3 38 2 52
320 9.3 1 1.8 36 1.2 43
321 15 1 3 38 2 52
322 21 2 3 40 2 56
323 29 3 9 99 5 152
330 24 1 4 99 3 152
331 46 1 9 198 5 283
332 110 1 20 400 10 570
333 > 110 = - - = =

De Man J.C. MPN Tables, corrected Eur. J. Appl. Biotechnol., 1983, 17,301-305 riportato in norme SO

7251-1984

Sgnificato delle categorie:

Piu la categoria decresce, passando dalla catehalia successive (nell’ordine: 2, 3, 0), dimimaisanche
la probabilita che il valore MPN ottenuto sia gaetiorrispondente all’effettivo numero di microrgsmi
presenti nel campione esaminato.
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Tabella 2 - Tabella di Poisson

Valore Limitedi confidenza 95% Limite di confidenza 99%
X Limiteinferiore | Limitesuperiore | Limiteinferiore | Limite superiore
0 0 3,6889 0 5,2983
1 0,0253 55716 0,0050 7,4301
2 0,2422 17,2247 0,1035 9,2738
3 0,6187 8,7673 0,3379 10,977
4 1,0899 10,242 0,6722 12,594
5 1,6234 11,668 1,0779 14,150
6 2,2019 13,059 1,5369 15,66
7 2,8144 14,423 2,0373 17,134
8 3,4538 15,763 25711 18,578
9 41154 17,085 3,1324 19,998
10 4,7954 18,390 3,7169 21,398
11 5,4912 19,682 4,3213 22,779
12 6,2008 20,962 4,9431 24,145
13 6,992 22,230 5,5801 25,497
14 7,6539 23,48 6,2307 26,836
15 8,3954 24,740 6,8934 28,164
16 9,1454 25,983 7,5670 29,482
17 9,9031 27,219 8,2506 30,791
18 10,668 28,448 8,9434 32,091
19 11,439 29,671 9,6445 33,383
20 12,217 30,888 10,353 34,668
21 12,999 32,101 11,069 35,946
22 13,787 33,308 11,792 37,218
23 14,580 34,511 12,521 38,484
24 15,377 35,710 13,255 39,745
25 16,179 36,905 13,995 41,000
26 16,984 38,096 14,741 42,251
27 17,793 39,284 15,491 43,497
28 18,606 40,468 16,245 44,738
29 19,422 41,649 17,004 45,976
30 20,241 42,827 17,767 47,209
31 21,063 44,002 18,534 48,439
32 21,888 45,174 19,305 49,665
33 22,716 46,344 20,079 50,888
34 23,546 47512 20,857 52,107
35 24.379 48,677 21,638 53,324
36 25,214 49,939 22,422 54,537
37 26,051 51,000 23,208 55,748
38 26,891 52,158 23,998 56,955
39 22,733 53,314 24,791 58,161
40 28,577 54,469 25,586 59,363
41 29,442 55,621 26,384 60,563
42 30,270 56,772 27,184 61,761
43 31,119 57,921 27,986 62,956
44 31,970 59,068 28,791 64,149
45 32,823 60,214 29,598 63,341
46 33,678 61,358 30,407 66,530
47 34,534 62,500 31,218 67,717
48 35,391 63,641 32,032 68,902
49 36,25 64,781 32,847 70,085
50 37,111 65,919 33,664 71,265
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Intervallo di confidenza del conteggio su piastra P

Tabella 3 (da ISO 7218:1966)

etri — Probabilita 95%

N. Limite di confidenza Scarto percentuale ™
Microrganismi ~ Inferiore Superiore Inferiore Superiore

1 <1 6 - 97 + 457
2 <1 7 - 88 + 261
3 <1 9 -79 +192
4 1 10 -73 + 156
5 2 12 - 68 +133
6 2 13 - 63 + 118
7 3 14 - 60 + 106
8 3 16 - 57 + 97
9 4 17 - 54 + 90
10 5 18 -52 + 84
11 6 20 -50 +79
12 6 21 - 48 + 75
13 7 22 - 47 +71
14 8 24 - 45 + 68
15 8 25 -44 + 65

Legenda: *equivalente al numero di ufc presentiangiastra, ** riferito al numero delle ufc delld ¢olonna

Intervallo di confidenza del conteggio su piastra P

Tabella 4 (da ISO 7218:1966)

etri — Probabilita 95%

N. N. Limitedi confidenza Scarto percentuale”
Colonie” Microrganismi Inferiore Superiore Inferiore Superiore
1 1 <1 3 - 97 + 457
2 1 <1 4 - 88 + 261
3 2 <1 4 -79 +192
4 2 1 5 -73 + 156
5 2 1 6 - 68 + 133
6 3 1 6 - 63 + 118
7 4 2 7 - 60 + 106
8 4 2 8 -57 + 97
9 4 2 9 -54 +90
10 5 2 9 -52 + 84
11 6 3 10 - 50 +79
12 6 3 10 -48 +75
13 6 3 11 -47 +71
14 7 4 12 - 45 + 68
15 8 4 12 -44 + 65
16 8 5 13 -43 + 62
17 8 5 14 -42 + 60
18 9 5 14 -41 + 58
19 10 6 15 - 40 + 56
20 10 6 15 -39 +54
21 10 6 16 -38 +53
22 11 7 17 -37 +51
23 12 7 17 - 36 + 50
24 12 8 18 - 36 +49
25 12 8 18 - 35 +48
26 13 8 19 - 35 + 47
27 14 9 20 -34 + 46
28 14 9 20 -34 +45
29 14 9 21 -33 +44
30 15 10 21 -32 +43

Legenda: * conta totale su due piastre per lo steampione, ** riferito al numero delle ufc dellalenna 2
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