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SUMMARY

The bacteriological quality of microfiltered drinking water dispensers was
evaluated, through enumeration of heterotrophic plate count at 22 and 37 °C,
total coliforms, Escherichia coli, Enterococcus spp. and Pseudomonas aeruginosa.
The aim of this research was to control the hygiene of the microfiltered water and
to evaluate the effectiveness of the microfiltration procedure on the survival of
bacteria. In total, 54 water samples were analyzed. The results indicated a high
contamination frequency with P. aeruginosa (25 and 20% in room temperature
and chilled water samples, respectively) and therefore the need to improve the

efficacy and the frequency of the dispenser sanitation procedures.
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INTRODUZIONE

I distributori di acqua microfiltrata sono offerti
come un’alternativa all’acqua minerale in botti-
glia ed il loro numero sta crescendo negli ultimi
anni sia nelle residenze private sia nei luoghi
pubblici (uffici, ristoranti, mense, ospedali).
L’utilizzo di questi dispositivi rende possibile
Ieliminazione di alcuni inconvenienti, logistici e
di impatto ambientale, associati con 'acqua in
bottiglia quali il trasporto, il deposito e lo smal-
timento delle bottiglie di plastica.

I sistemi automatizzati self-service di acqua mi-
crofiltrata sono collegati direttamente alla rete
idrica e possono erogare acqua naturale o gas-
sata, a temperatura ambiente o refrigerata. Il
trattamento microfiltrante & effettuato imme-
diatamente prima che l'acqua sia erogata. In
commercio esistono molteplici sistemi di filtra-
zione, i pitl comuni sono costituiti da carbone
attivo in polvere piuttosto che in scaglie o estru-
so, che esercita una filtrazione fisica: 'acqua
entra all'interno del sistema filtrante con un

moto turbolento cosi che la massa filtrante vie-
ne fatta fluttuare insieme all’acqua. Prima
dell’'uscita, ’'acqua viene separata dal materiale
filtrante mediante una membrana a soffietto in
fibre di polietilene calandrate a caldo con una
capacita filtrante inferiore a 0,5 pm. Sovente i
filtri semplici a carbone attivo sono arricchiti
con sostanze ad azione batterici-
da/batteriostatica come ioni argento, oppure so-
no associati a lampade UV. Tuttavia queste at-
trezzature possono essere responsabili di pro-
blemi in materia di igiene e salute pubblica
qualora la manutenzione ordinaria e straordi-
naria si rivelino inadeguate oppure a causa di
un decremento dell’'uso, con lunghi periodi di
inutilizzo. E ben risaputo che, nei dispositivi in
cui il flusso dell’acqua & rallentato in una rete di
tubi, i batteri possono formare biofilm multi-
specie adesi all'interno delle tubature (2). I1 bio-
film puo rappresentare lorigine di livelli inde-
siderabili di patogeni opportunisti come Pseu-
domonas aeruginosa, il quale & in grado di pro-
durre lui stesso i biofilm. P. aeruginosa & un
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batterio gram negativo, comunemente presente
nelle acque. Questo microrganismo ha esigenze
nutrizionali molto semplici, inoltre & molto resi-
stente ai trattamenti disinfettanti comunemen-
te usati con 'acqua potabile e per questo motivo
puo facilmente raggiungere cariche cosi elevate
da costituire un rischio per la salute umana, so-
prattutto in soggetti severamente immunode-
pressi e debilitati, oppure vulnerabili per carat-
teristiche proprie dell’eta come i bambini ed i
soggetti anziani. La terapia delle infezioni cau-
sate da P. aeruginosa & molto problematica, in
quanto questi batteri sono frequentemente resi-
stenti a numerosi antibiotici ad ampio spettro
(3). L'utilizzo dei filtri a carbone attivo nelle
macchine microfiltranti collegate alla rete idrica
pud amplificare il numero dei batteri presenti
nell’acqua potabile, specialmente durante i pe-
riodi di ristagno (4). Fino ad oggi pochi studi
sono stati pubblicati sulla qualita batteriologica
di acqua erogata dai dispenser (5, 6, 7). Questi
studi hanno riportato un aumento della conta-
minazione dell’acqua microfiltrata erogata con-
frontata con quella di rete.

Lo scopo di questo lavoro & stato quello di valu-
tare la qualita microbiologica di acqua microfil-
trata erogata da dispenser dotati di filtri a car-
bone attivo, ubicati in strutture della ristora-
zione collettiva aziendale in una grande citta
del Nord Italia, mediante la determinazione del
conteggio delle colonie a 22 e 37 °C, dei colifor-
mi totali, Escherichia coli, P. aeruginosa ed en-
terococchi intestinali.

MATERIALI E METODI

In totale sono stati analizzati 54 campioni di
acqua naturale (n = 24 a temperatura ambiente
e n = 30 refrigerata) prelevati da 18 punti di
prelievo ubicati in 4 sale mensa della ristora-
zione collettiva aziendale. I campioni sono stati
prelevati dai rubinetti dei dispenser preceden-
temente disinfettati esternamente ed interna-
mente con una soluzione di etanolo al 70%.
Prima del campionamento, 'acqua & stata la-
sciata fluire per circa 2 minuti. Ogni campione
consisteva in circa 1 L di acqua, immesso in un
contenitore sterile di plastica contenente 10 mg
di sodio tiosolfato (Flacone Tio-Square, Interna-
tional PBI SpA). I campioni sono stati traspor-
tati in laboratorio in contenitori refrigerati ed
analizzati immediatamente all’arrivo.

Le analisi microbiologiche sono state effettuate
mediante la tecnica della filtrazione su mem-
brana, in accordo con i  protocolli
dell'International = Standards  Organization
(ISO), per la determinazione dei coliformi totali
(CT) (8); Escherichia coli (EC) (8); P. aeruginosa
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(PA), (11); Enterococcus spp. (EN) (9); conteggio
delle colonie (CC) a 22 e 37 °C, (10). I campioni
di acqua, di 100 o 250 ml ciascuno, sono stati
filtrati attraverso una membrana idrofila sterile
di estere di cellulosa (International PBI SpA) di
0.45 pm di porosita e 47 mm di diametro per
tutti i microrganismi, e le membrane sono state
posizionate su piastre di Petri contenenti i ter-
reni di coltura specifici: Tergitol TTC (Oxoid
Corporation) per i coliformi totali ed E. coli;
Pseudomonas Agar Base/CN-Agar (Oxoid Cor-
poration) per P. aeruginosa; Slanetz e Bartley
(Oxoid Corporation) per Enterococcus spp. Per il
conteggio delle colonie di microrganismi vitali e
stato utilizzato il metodo di semina per inclu-
sione, nel quale ogni piastra di Petri sterile e
stata riempita con 1 ml di campione di acqua, al
quale sono stati aggiunti dai 15 ai 20 ml di Wa-
ter Plate Count Agar (Oxoid Corporation). Le
piastre sono state incubate a 37 °C per 24 h, a
42 °C per 24 h, a 37 °C per 48 h, a 37 °C per 24
h ed a 22-37 °C per 24-72 h, per ogni terreno,
rispettivamente.

Per quanto riguarda P. aeruginosa, la presenza
del microrganismo & stata confermata usando il
test dell’ossidasi, il test della fluorescenza e se-
mina su piastra contenente cetrimide agar, in-
cubata per 24 h a 42 °C. La presenza di Entero-
coccus spp. € stata confermata mediante trasfe-
rimento della membrana con pinze sterili su
piastra di agar contenente bile, esculina ed azi-
de preriscaldata a 44°C, incubata a 44°C per 2
h. La presenza di E. coli e stata confermata me-
diante verifica dell’assenza dell’enzima citocro-
mo-ossidasi e della produzione di indolo.

I risultati sono stati interpretati in accordo alla
vigente normativa per le acque destinate ad uso
umano confezionate in bottiglia o contenitori
(Decreto legislativo 31/2001, in accordo con la
Direttiva CEE 98/83 (12)), che stabilisce che E.
coli, Enterococcus spp., P. aeruginosa devono
essere assenti in 250 ml di acqua ed i coliformi
totali in 100 ml, mentre il conteggio delle colo-
nie a 22 ° e 37 °C, non deve superare 100
UFC/ml e 20 UFC/ml, rispettivamente.

RISULTATI

Le caratteristiche microbiologiche dei campioni
analizzati sono illustrate nelle tabelle 1 e 2. La
media geometrica (Tab. 2), cosi come la devia-
zione standard, ed i valori minimi e massimi,
sono stati calcolati considerando i soli campioni
positivi (sono stati definiti negativi i campioni
con conteggio colonie a 22 e 37°C = 0 UFC/ml;
coliformi totali = 0 UFC/100ml; Escherichia coli,
Enterococcus spp., Pseudomonas aeruginosa = 0
UFC/250ml).
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Tabella 1: percentuali di conformita agli standard microbiologici®.

Percentuali di conformita/mon conformita
el e ye CC a CCa
Campioni Giudizio 37 °C 99 °C CT EC EN PA Totale
Acqua
e et @ Conforme 37.5 37.5 25.0 100.0 87.5 75.0 12.5
temperatura
ambiente n: 24 Non conforme 62.5 62.5 75.0 0.0 12,5 25.0 87.5°
Acqua Conforme 50.0 80.0 30.0 90.0 100.0 80.0 20.0
microfiltrata N
refrigerata n: 30 on 50.0 20.0 70.0 10.0 0.0 20.0 80.0°
conforme

CC: conteggio delle colonie a 22 e 37 °C, CT: coliformi totali, EC: Escherichia coli, EN: Enterococcus spp., PA: Pseudomonas
aeruginosa.

@ CC a 37°C non deve essere superiore a 20 UFC/mL, CC a 22°C non deve essere superiore a 100 UFC/mL, CT non devono essere
rilevati in 100 ml, EC, EN e PA non devono essere ritrovati in 250 ml.

® La percentuale totale non conformita & stata calcolata considerando i campioni che sono risultati non conformi ai limiti di legge
per almeno un parametro microbiologico.

Tabella 2: incidenza e livelli batteriologici sui campioni di acqua microfiltrata.

. . . Valore Valore
. Media Deviazione . . .
Numero di . minimo massimo
. . Geometrica Standard 1 ]
Campioni Test campioni (logio dogo (logio (logio
batteriologici positivi? UFC/ml/1 | UFC/ml/1
@) UFC/ml/100 | UFC/ml/100 00ml/250 | 00ml/250
ml/250ml) ml/250ml)
ml) ml)
CC a 37°C 24
(UFC/ml) (100.0) 1.59 0.74 0.30 2.57
CC a 22°C 24
(UFC/ml) (100.0) 1.96 0.64 1.08 2.65
Acqua CT 18
microfiltrataa | (URC/100 ml) (75.0) 1.3 090 030 248
temperatura EC 0
ambiente n: 24 (UFC/250 ml) (0.0) - - - -
EN 3
(UFC/250 ml) (12.5) 0.36 0.10 0.30 0.48
PA 6
(UFC/250 ml) (25.0) 1.59 0.37 1.20 1.94
CC a 37°C 30
(UFC/ml) (100.0) 1.27 0.62 0.30 2.37
CC a 22°C 30
(UFC/ml) (100.0) 1.36 0.57 0.48 2.32
CT 21
) Acq.ua (UFC/100 ml) (70.0) 1.25 0.63 0.48 2.48
microfiltrata EC 3
refrigerata n: 30 (UFC/250 ml) (10.0) 1.14 0.06 1.08 1.20
EN 0 i i i )
(UFC/250 ml) (0.0)
PA 6
(UFC/250 ml) (20.0) 0.33 0.07 0.30 0.48

UFC: unita formanti colonia, CC: conteggio colonie di microrganismi vitali, CT: coliformi totali, EC: Escherichia coli, EN:
Enterococcus spp., PA: Pseudomonas aeruginosa.

2 Sono stati considerati negativi i campioni con CC = 0 UFC/ml; CT = 0 UFC/100 ml; EC, EN, PA = 0 UFC/250 ml.

b T valori nelle parentesi si riferiscono alle percentuali di campioni positivi.

sumo umano ai sensi della normativa vigente,
nella misura dell’87.5% dei campioni di acqua
temperatura ambiente e dell’'80% di quelli a
temperatura refrigerata. Queste percentuali
sono state calcolate considerando tutti i cam-

CONSIDERAZIONI E
CONCLUSIONI

L’acqua microfiltrata analizzata in questo stu-
dio e risultata essere inappropriata per il con-
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pioni con almeno un parametro microbiologico
eccedente i limiti di legge. La differenza tra i
livelli di contaminazione misurati nei campioni
di acqua a temperatura ambiente ed in quelli di
acqua refrigerata e risultata statisticamente si-
gnificativa (p < 0.05) per il conteggio delle colo-
nie a 37 e 22 °C e per P. aeruginosa. La refrige-
razione ha dunque dimostrato nel nostro studio
un effetto inibente la crescita di queste due ca-
tegorie batteriologiche. Non ¢ stata rilevata una
differenza statisticamente significativa tra ac-
qua fredda ed a temperatura ambiente per
quanto riguarda la contaminazione da coliformi
totali, E. coli e P. aeruginosa.

Il risultato piu rilevante (Tab. 1) e l'alta fre-
quenza di contaminazione dell’acqua da parte di
P. aeruginosa (25% e 20%, rispettivamente nei
campioni a temperatura ambiente e refrigera-
ta). Questo dato risulta di grande interesse se
confrontato con i risultati ottenuti su campioni
di acqua di rete da altri autori, quali ad esempio
Liguori (13) nel 2010, che riporto il 3.3% dei
campioni di acqua di rete positivi per P. aerugi-
nosa, e Papapetropoulou (14) in Grecia che ri-
porto il 9% dei campioni di acqua di rubinetto
contaminata da questo microrganismo. I nostri
risultati confermano l'ipotesi che la stagnazione
dell’acqua seppur trattata all’origine, quale e
Pacqua di rete, all’interno dei sistemi di micro-
filtrazione, puo causare laumento dei livelli
batterici. Siccome il ruolo di P. aeruginosa in
malattie causate da acqua contaminata & stato
ben descritto (15), 1 risultati ottenuti richiedono
la massima attenzione da parte di tutti gli ope-
ratori del settore alimentare e di tutti gli orga-
nismi di vigilanza.

Lo studio e la messa in atto di procedure sanifi-
canti piu efficaci e piu frequenti a carico di que-
ste apparecchiature filtranti ¢ di peculiare im-
portanza non solo per ridurre il rischio micro-
biologico associato al consumo di questa tipolo-
gia idrica nei luoghi pubblici, quali le strutture
della ristorazione oggetto di questo studio, ma
anche per tutelare i luoghi piu vulnerabili dal
punto di vista della salute umana, come i luoghi
privati, i quali non sono protetti dalla vigilanza
permanente sanitaria.
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