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Nonostante il titolo, riferito alle acque minerali, questo lavoro rappresenta una rassegna puntuale ed aggiornata
sull’intero gruppo dei coliformi e sul loro significato di indicatori di contaminazione fecale in tutti gli ambienti
acquatici. Sebbene la ricerca e il conteggio dei coliformi, fecali e non, siano ampiamente effettuati in tutti i laboratori
da molti decenni, le usuali temperature di coltura non sono quelle ottimali. Raramente, inoltre, la loro identificazione
viene spinta fino a livello della specie e raramente, nell’espressione del giudizio, si tiene conto dell’ecologia e del
significato indicatore di ciascuna specie. Riteniamo quindi tutt’altro che superfluo pubblicare la traduzione di questa
rassegna di H. Leclerc, comparsa sul n. 5-6 (sett.-dic. 1990) della Rivista Italiana d’lgiene (Atti del meeting
internazionale sulle “Acque minerali naturali””, Pisa, 23-24-25 Maggio 1990) col titolo “Indicateurs bactériens et
controle de qualité des eaux minérales naturelles”.

Indicatori batteriologici e controllo di
gualita delle acque minerali naturali

Laqualita delle acque minerali naturali puo essere
valutata utilizzando tre categorie principali di indica-
tori batterici.

Gli indicatori di specificita biologica, rappresen-
tati da batteri eterotrofi oligotrofi, caratterizzano I’ac-
quaallasorgente e, in seguito, quella imbottigliata. Le
altre due categorie sono, invece, I’espressione di una
contaminazione e possono quindi comportare un ri-
schio potenziale per il consumatore.

Gliindicatori di contaminazione tecnologica sono
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batteri che si introducono nell’acqua lungo le condotte
di adduzione, nei serbatoi o nel corso dell’imbottiglia-
mento. | lavori di ScHmIDT-Lorenz®® %! e di LECLERC &
MosseL*’ rappresentano un approccio alla soluzione
di questo problema.

La terza categoria & quella degli indicatori di
contaminazione fecale, universalmente utilizzati nel
controllo batteriologico dell’acqua e degli alimenti,
acque minerali naturali comprese.

L’obiettivo di questo lavoro é limitato ai soli indi-
catori di contaminazione fecale.

Gli immensi progressi compiuti negli ultimi 20
anni nel campo della tassonomia batterica, in partico-
lare per le Enterobacteriaceae (e, di conseguenza,
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nella loro ecologia), impongono una rivisitazione del
concetto di indicatori di contaminazione fecale, sia nei
suoi contenuti che nel suo utilizzo.

Come esempio di studio verra preso un gruppo sul
quale le nostre conoscenze sono particolarmente pro-
gredite: quello degli indicatori coliformi.

I. Aspetti batteriologici

I.1. CLASSIFICAZIONE

Escherichia Coli é stata descritta nel 1885 da
EscHericH'? col nome di Bacterium Coli.

Piu o meno nello stesso periodo sono state descritte
altre specie dello stesso significato: Klebsiella pneu-
moniae, citata per la prima volta da Zorr*® nel 1885
sotto il nome di Bacterium pneumoniae crouposae ed
Enterobacter cloacae, descritta da Joroan® nel 1890
come Bacterium cloacae. Un po’ piu tardi, nel 1928,
Braak?, nellasuatesi di laurea, descriveva Bacterium
freundii, conosciuto oggi come Citrobacter freundii.

Il termine di coliforme, che raggruppa queste spe-
cie ed altre apparentate, venne utilizzato inizialmente
da batteriologi inglesit-#25:38.48.49.55 Negli Stati Uniti
venne proposto da Breep e NorTon* per indicare i
batteri fermentanti il lattosio, ricercati come indicato-
ri di contaminazione delle acque. In quel periodo si
utilizzavano comunemente e indistintamente i termini
di “coliformi” o “gruppo colon™® o “coli-aeroge-
nes” o, ancora, Escherichia-aerobacter®.

Oggi, attenendosi alle definizioni ammesse sul pia-
no internazionale (1SO) i coliformi sono dei bacilli:
Gram negativi, non sporigeni, ossidasi negativi, aero-
bi o anaerobi facoltativi, capaci di moltiplicarsi in
presenza di sali biliari o di tensioattivi e capaci di
fermentare il lattosio con produzione diacido e gasin
48 ore ad una temperatura di 35-37 °C (£ 0,5 °C).

Il termine di coliformi termotolleranti si riferisce
ai coliformi aventi le stesse proprieta a 44 °C; quello
di “E. coli presunti” riguarda i coliformi termotolle-
ranti che producono indolo a 44 °C a partire dal
triptofano; E. coli, infine, & un “E. coli presunto”
rosso metile +, acetoina -, citrato -, KCN -, e dotato di
una glutammico decarbossilasi.

Sulla base degli studi di tassonomia tradizionale,
la conoscenza del gruppo dei coliformi non ha fatto
progressi fino al passato recente (1975-1980): lamag-
gior parte degli autori descriveva le nuove forme

qualificandole come atipiche, trovandosi nell’impos-
sibilita di inquadrarle negli schemi esistenti. Noi stes-
si, nel corso di precedenti studi sulle Enterobacteria-
ceae pigmentate®, su alcuni enterobatteri 3 galatto-
sidasi +22, sulle Hafnia®* e sui Citrobacter®, abbiamo
segnalato la loro esistenza. Tutto il periodo preceden-
te, circa un secolo, pur essendo stato relativamente
fecondo per la classificazione di alcuni gruppi di
enterobatteri, in particolare dei “patogeni” per I’uomo
e per gli animali (Salmonella, Shigella), € stato prati-
camente infecondo per la conoscenza delle specie che
vegetano nelle acque, nel suolo, sulle piante, ecc. e, di
conseguenza, sul loro ruolo come indicatori di conta-
minazione.

Lo sviluppo dei moderni metodi tassonomici, nu-
merico, genetico (ibridazione DNA/DNA), molecola-
re (studi immunologici sulle proteine), ha radicalmen-
te trasformato la classificazione dei batteri, in partico-
lare quella delle Enterobacteriaceae e —ancor piu pre-
cisamente— quella degli enterobatteri detti “Colifor-
mi”. Tra tutti gli approcci tassonomici che tentano di
definire la specie batterica, quello genetico —che por-
ta, senzaalcun dubbio, il maggior numero d’informa-
zioni perché s’indirizza all’insieme del genoma del
batterio— & considerato il pit importante. In accordo
con BRENNER® e GRIMONTZ24) |a specie pud essere
definita come un gruppo di ceppi aventi almeno il 70%
di omologia genomica alla temperatura ottimale di
reazione (Tm+25°C)edunDT_ , cioe un’instabili-
tatermica degli ibridi, lieve (meno di 5 °C). Fra specie
differenti, I’omologia € abitualmente inferiore al 60%
e I’instabilita termica degli ibridi e superiore a + 7°C.
All’interno della specie si possono riconoscere dei
sottoinsiemi caratterizzati da particolarita biochimi-
che (biotipi), immunologiche (sierotipi), tossinogene
(tossitipi) o da schemi di sensibilita (lisotipi, antibioti-
pi, ...).

I numerosissimi lavori di tassonomia degli entero-
batteri coliformi non potranno essere analizzati in
questa rassegna. E pertanto fondamentale riportare
I’elenco delle specie corrispondenti alla definizione
dei coliformi o che possono corrispondere a questa
definizione in quanto batteri fermentanti il lattosio e
provvisti quasi sempre di una 3 galattosidasi.

Le tabelle 1 e 2, che sintetizzano questi dati,
permettono di misurare I’incredibile distanza che €
stata percorsa in pochi anni grazie ai nuovi approcci
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Tab. 1. Enterobatteri coliformi: classificazione tradizio-
nale.

Specie Sinonimi

Escherichia coli -

Klebsiella pneumoniae -

Klebsiella oxytoca -
Enterobacter cloacae -
Enterobacter aerogenes Klebsiella mobilis
Citrobacter freundii -
Citrobacter diversus Levinea malonatica
Citrobacter amalonaticus Levinea amalonatica

tassonomici. Si comprende meglio perché, nel passa-
to, numerosi enterobatteri detti “coliformi” venivano
classificati come irregolari o atipici. Si trattava, infat-
ti, di nuove specie che le tecniche di studio convenzio-
nali erano incapaci di distinguere e di classificare.

Tutte queste specie sono B galattosidasi + con una
bella costanza e, poiché la fermentazione del lattosio
in 24 o0 48 ore non ¢ stata riscontrata con una
frequenza cosi elevata, si puo ritenere che il criterio
della B galattosidasi sia certamente piu caratterizzan-
te del gruppo coliformi che non quello della fermenta-
zione del lattosio.

.2.  IDENTIFICAZIONE

La nuova classificazione dei coliformi ha impor-
tanti conseguenze sui metodi messi a punto per la loro
ricerca e, soprattutto, per la loro identificazione. |
tassonomisti “puristi” si sono sempre opposti con
forza alla nozione di coliformi poiché questo termine
comprende una grande diversita di specie tassonomi-
che che possono avere una grande diversita di signifi-
cati. Tuttavia gli igienisti, pur perfettamente coscienti
di queste difficolta e di questa ambiguita, hanno utiliz-
zato questo concetto —indispensabile per semplificare
i metodi d’analisi— sperando, senza esserne certi, che
conduca a interpretazioni giustificabili. La rivoluzio-
ne tassonomica di questi ultimi anni puo permettere di
riconciliare gli uni e gli altri, sia perché il gruppo
“coliformi” é oggi perfettamente conosciuto sul piano
tassonomico, sia perché esistono ormai metodi sem-
plici d’identificazione delle differenti specie.

I metodi tradizionali d’identificazione si basano su
chiavi dicotomiche che attribuiscono arbitrariamente
un peso ai caratteri. Questi sistemi gerarchizzati con-

ducono necessariamente ad errori di diagnosi tenuto
conto delle eterogeneita fenotipiche delle specie e della
esistenza di ceppi atipici®. L’attuale inflazione delle
specie di Enterobacteriaceae aumenta ulteriormente i
rischi di errore.La maggior parte delle nuove specie
descritte, infatti, non puo essere identificata con i test
tradizionali, come I’'IMVIC.

Nell’esempio delle tabelle 3 e 4, in effetti, si nota
che i caratteri chiave “rosso di metile” e “acetoina” dei
test IMVIC (Indolo; Rosso Metile; VVoges Proskauer;
Citrato) non hanno alcun valore discriminante per
I’identificazione di Klebsiella pneumoniae e di Ente-
robacter cloacae.

| taxa D e J, pur essendo rispettivamente RM + e
acetoina -, RM + e acetoina +, appartengono senza
dubbio alla specie Klebsiella pneumoniae. Analoga-
mente, il taxon E, RM - e acetoina -, € un biotipo di
Enterobacter cloacae. Il carattere aleatorio di questi
test e stato gia sottolineato in humerose occasioni, in
particolare nei lavori di Duncan e RazzeL® e di BRown
e SEIDLERS.

Un altro esempio di queste difficolta, evidenziato
nel lavoro di Gavini®é, € riportato nella tabella 5:
diversi ceppi di enterobatteri, che secondo i test IMVIC
appartengono alla specie E. coli, presentano in realta
percentuali di omologia genetica con questa specie
(ibridazione DNA/DNA) estremamente basse.

Si tratta, in effetti, di specie nuove. Inversamente,
alcuni ceppi di E. coli possono presentare caratteri
atipici a determinismo plasmidico come presenza di
H,S, di ureasi, di tetrationato reduttasi, fermentazione
di saccarosio e di raffinosio, utilizzazione di citrato
(tests IMVIC); anche in questo caso i sistemi dicoto-
mici falliranno nell’identificazione.

In conclusione, I’insieme dei nostri lavori mostra
che i test IMVIC non possono essere considerati
criteri utilizzabili per I’identificazione dei coliformi.
Per sopperire a questi inconvenienti, i sistemi di iden-
tificazione attuali, di tipo probabilistico, non sono piu
basati su una gerarchia di caratteri, ma sul confronto
fra il profilo dei ceppi studiati in rapporto a quello di
ceppi tipo delle specie repertate e classificate.

Nei sistemi commerciali attuali (kit automatici)
questi profili contengono un certo numero di caratteri
selezionati, perché fortemente discriminanti. Sulla base
dei nostri lavori di tassonomia noi abbiamo potuto
stabilire un programma d’identificazione selezionan-
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Tab. 2. Enterobatteri coliformi: classificazione contemporanea.

Genere / Specie

B galattosidasi

Fermentazione lattosio  Origine

(%) in 24 e 48 h (% ceppi)

Budvicia aquatica 100 ambientale
ButTiauxeLLa  B. agrestis 100 100 ambientale
CEDECEA C. davisae 90 19 clinica

C. lapagei 99 60 clinica

C.neteri 100 35 clinica
CITROBACTER C. freundii 95 50 fecale

C. diversus (L. malonatica) 96 35 fecale

C. amalonaticus (L. amalonatica) 100 50 fecale

C. amalonaticus biogruppo 1 100 19 clinica
EnTeroBACTER  E. aerogenes (K. mobilis) 100 95 fecale

E. cloacae 99 93 fecale

E. agglomerans 90 40 ambientale

E. gergoviae 97 55 clinica

E. sakazakii 100 99 clinica

E. tailorae 100 10 clinica

E. amnigenus biogruppo 1 91 70 ambientale

E. amnigenus biogruppo 2 100 35 ambientale

E. intermedium 100 100 ambientale
ESCHERICHIA E. coli 95 95 fecale
-SHIGELLA S. sonnei 90 2 clinica

E. hermanii 98 45 clinica

E. vulneris 100 15 clinica
EwINGELLA E. americana 85 70 clinica
HarNIA H. alvei 90 5 ambientale
KLEBSIELLA K. pneumoniae 99 98 fecale

K. oxytoca 100 100 fecale

K. groupe 100 100 clinica

K. panticola 100 100 ambientale e clinica

K. ozaenae 80 30 clinica

K. terrigena 100 100 ambientale

K. trevisanii clinica
KLUYVERA K. ascorbata 100 98 clinica

K. cryocrescens 100 95 clinica
KOSERELLA K. trabulsii 100 0 clinica
Leclercia adecarboxylata 100 100 clinica e ambientale
MOELLERELLA M. wisconsensis 90 100 fecale
RAHNELLA R. aquatilis 100 100 ambientale
SALMONELLA Sorrogruppo 3a (Arizona) 100 15 clinica e fecale

Sottogruppo 3b (Arizona) 100 85
SERRATIA S. marcescens 95 2 clinica e ambientale

S. marcescens biogruppo 1 75 4

S. liquefaciens 93 10 ambientale

S. rubidaea (S. marinorubra) 100 100

S. odorifera biogruppo 1 100 70 clinica

S. odorifera biogruppo 2 100 97 clinica

S. plymuthica 70 80 ambientale

S. ficaria 100 15 fichi

S. fonticola 100 97 ambientale

S. grimesii clinica
YERSINIA Y. enterocolitica 95 5 ambientale e clinica

Y. frederiksenii 100 40 ambientale e clinica

Y. intermedia 90 35 ambientale e clinica

Y. kristenseenii 70 8 ambientale e clinica
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Tab. 3. Caratteri biochimici (test IMVIC) di Klebsiella
pneumoniae e dei due taxa D e J: solo i test RM e acetoina
differiscono.

K. pneumoniae Taxon D Taxon J

Glucosio GAS + + +
Lattosio + + +
Dulcitolo D D D
Indolo - - -
Rosso di metile - + +
Acetoina + - +
Ureasi + + +
Utilizzazione:

Citrato + + +

Malonato + +0- +

Mucate + + +

Tab. 4. Caratteri biochimici (test IMVIC) di Enterobacter
cloacae e del taxa E: solo il carattere acetoina differisce.

Enterobacter cloacae Taxon E
KNC + +
Indolo - -
Rosso di metile - -
Acetoina + -
Ureasi +0- +0-
Gelatinasi (+) (+)
Malonato + +
Tartrato Jordan -0+ -0+
LDC - -
ADH + +
oDC + +

Tween esterasi

Tab. 5. Enterobatteri identificati come E. coli secondo i
test IMVIC.

Ibridazione DNA/DNA

CA (citrato +) 77+2
CA, (ureasi +) 88 + 10
CA, (ureasi +) 80+1
27+1
CB, 171
151
292
CB, 29+2
26+2
267
CB, 29+7
24 £7
29+4
CB, 31+4
30£3

do tra i 2000-3000 enterobatteri studiati i caratteri piu
significativi. L efficacia del sistema, descritto sul pia-
no tecnico da Gavini e collaboratori?, € stata valutata
con successo su circa 279 ceppi B galattosidasi +
isolati in clinica e identificati comparativamente se-
condo i metodi APl e MICRO ID. Il metodo é stato
ugualmente applicato senza alcuna difficolta tecnica
per I’identificazione di 564 ceppi isolati da campioni
d’acqua ed e oggi largamente diffuso. La preparazio-
ne d’anticorpi monoclonali anti E. coli pud essere
un’alternativa semplice e rapida alla identificazione
biochimica, soprattutto se viene dimostrato che essi
sono specifici di specie.

I.3.  FISIOLOGIA; TEMPERATURA DI CRESCITA

La diversa attitudine di crescita dei batteri in fun-
zione dellatemperatura € nota da molti anni. Si distin-
guono infatti batteri mesofili, psicrofili, psicrotrofi,
termotrofi, termofili®°. Sebbene su tali definizioni gli
autori siano lontani dall’essere d’accordo, si potrebbe
schematizzare dicendo che i mesofili crescono in modo
ottimale alla temperatura di 37 °C; gli psicrotrofi ne
sono ugualmente capaci ma si sviluppano anche alle
basse temperature mentre gli psicrofili hanno un opti-
mum di crescita situato tra 10 °C e 20 °C; i termotrofi
e i termofili hanno analoghe caratteristiche, ma a
temperature elevate.

Questa attitudine e stata sfruttata con successo per
separare i ceppi di coliformi termotolleranti, detti
“fecali”, dagli altri. Da decenni infatti, test ad alta
temperatura sono stati proposti per ricercare i colifor-
mi fecali. Per stabilire questa distinzione conviene
scegliere unatemperatura di crescita capace di ottene-
re nel minor tempo il massimo di capacita discrimi-
nante tra i ceppi delle due categorie considerate. Le
temperature elevate che selezionano i germi fecali
sono a priori le piu favorevoli perché le piu rapide.
Questi test ad “alta temperatura”, proposti per la
prima volta da Eukman nel 1904, sono stati larga-
mente applicati per laricerca di Escherichia coli o dei
coliformi fecali”3*°47, Tutti utilizzano una tempera-
tura di 44 °C 0 44,5 °C.

Lo sviluppo della tassonomia e I’esistenza di nu-
merose nuove specie ci hanno spinto a riesaminare
questo aspetto: le tabelle 6 e 7 riassumono i dati
estratti da lavori di Gavini e collaboratorit” %2, Le
curve di crescita di diverse specie di enterobatteri
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conosciuti e di altri recentemente denominati sono
state studiate a varie temperature (dal1°Ca44°Cea
47 °C) con un fotometro automatico gestito da micro-
processore che fornisce le caratteristiche di crescita
(tasso di crescita-tempo di generazione),

A titolo d’esempio, é interessante, nelle figure 1 e

2, confrontare le curve di crescita di specie che si

coltivano ad alta e a bassa temperatura. Come si pud

constatare dalla tabella 6, la temperatura di 44 °C -
che é quella abitualmente impiegata— impedisce la
crescita di un numero importante di ceppi fecali; cio

conferma le nostre osservazioni precedenti'’ 12! g

quelle di altri autori*.

E dunque sempre possibile distinguere due catego-
rie di coliformi, con alcuneprecisazioni:

¢ gli uni hanno una temperatura ottimale di crescita
situata tra 36 e 38°C (probabilmente 37°C); essi
sono capaci di moltiplicarsi atemperature elevate,
sempre a 41 °C e spesso a 44 °C (in 16 ore in
brodo nutritivo); essi sono invece incapaci di svi-
lupparsi a 4 °C in 30 giorni; si tratta dei coliformi
termotrofi, spesso chiamati termotolleranti. I coli-
formi fecali appartengono a questa categoria ma
sarebbe azzardato pretendere che questa categoria
comprenda esclusivamente coliformi fecali:

e glialtri hanno una temperatura ottimale di crescita
compresa tra 30 °C e 34 °C (probabilmente 32
°C); si moltiplicano rapidamente a 4 °C in 2-4
giorniea 10 °C inun giorno; sono invece incapaci
di svilupparsi a 41 °C e, ancor meno, a 44 °C; si
tratta dei coliformi psicrotropi nel senso definito

Tab. 8. Flora fecale umana: studi quantitativi.

nel lavoro di MosseL e SwarT*, Stoces, INGRAM?E
e MoriTa* che non fanno parte della flora fecale
degli animali a sangue caldo.

I1. Aspetti ecologici

II.1. HABITATFECALE

Il tubo digestivo dell’uomo costituisce un vasto
ecosistema microbico composto essenzialmente da
comunita di microrganismi autoctoni o indigeni che
possono essere contaminate da microrganismi alloctoni
semplicemente in transito o che si insediano in un
habitat lasciato vacante.

La flora piu studiata, quella fecale, rappresenta il
bilancio delle fermentazioni cecali e delle putrefazioni
coliche associate alla disidratazione sigmoidiana. Seb-
bene questa flora sia stata oggetto di una moltitudine
di lavori, nessuno di questi fa riferimento ad entero-
batteri diversi da Escherichia coli. In effetti, la predo-
minanza di E. coli rispetto agli altri enterobatteri é tale
da impedire, nella maggior parte dei casi, il loro
isolamento e quindi il loro riconoscimento. In questo
ambito possono rivelarsi utili le sole analisi quantita-
tive realizzate con I’aiuto di terreni selettivi. Per que-
sta ragione, abbiamo affrontato lo studio della distri-
buzione dei coliformi nei materiali fecali avvalendoci
di due terreni, uno per E. coli (agar lattosato) e I’altro
per le altre specie appartenenti ai generi Klebsiella,
Citrobacter-Levinea ed Enterobacter.

Le tabelle 8 e 9 sintetizzano i risultati riguardanti,
in particolare, la frequenza e le concentrazioni delle
diverse specie®.Gli enterobatteri isolati diversi da E.

Gruppo specie UFCl/g % Frequenza

Batteri totali (aerobi + anaerobi) 1,5-10% 30

Batteri aerobi 7108 30

Aerobi Gram negativi E. coli 4.10¢8 30 costante
Citrobacter-Levinea 1.10¢ 20 elevata
Klebsiella pneumoniae 4 .10 14 media
Enterobacter cloacae 1.10° 3 rara

Anaerobi Gram negativi Bacteroides 1.10w 30 costante
Lactobacillus 1.10° 30 costante

Anaerobi Gram positivi Clostridium 4.10° 23 elevata

Lieviti 5.10 20 elevata

Muffe 4.10 16 media
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Fig. 1. Curve di crescita di S. fonticola (psicrotrofi) e K. pneumoniae (termotrofi) a temperature alte
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Fig. 2. Curve di crescita di S. fonticola (psicrotrofi) e K pneumoniae (termotrofi) a temperature basse.
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Tab. 9. Flora fecale umana (adulti)

Flora Genere 0 specie conc./g
DoMINANTE ANAEROBI E BACILLI LATTICI
Bacteroides 10° - 10%
Bifidobacterium 108 - 10°
Lactobacillus 108 - 10°
SUB-DOMINANTE ~ AEROBI
Escherichia coli 107 - 108
Enterococco 107 - 108
FLutTUANTE BATTERI GRAM NEGATIVI
Citrobacter-Levinea 105 - 108
Klebsiella 104-10°
Enterobacter 104 - 10°
Proteus-Providencia 102- 103
Pseudomonas aeruginosa 102 - 10®
BATTERI GRAM POSITIVI
Clostridium 10°- 108
Staphylococcus 10° - 10¢
Bacillus 10%-10°
LieviTi 10? - 108
FuncHI 10% - 103

coli corrispondono a specie ben conosciute dei generi
Citrobacter-Levinea, Klebsiella e Enterobacter. Va
precisato che questo lavoro, che risale al 1980, non
aveva I’obiettivo di ricercare sistematicamente specie
insolite; pertanto le identificazioni sono state tutte
ottenute con una fortissima probabilita. Appare dun-
que poco probabile, allo stato attuale delle nostre
conoscenze, che I’'una o I’altra delle nuove specie
appartenga alla flora fecale autoctona. E auspicabile
la realizzazione di studi ecologici in questo campo.

11.2. DISTRIBUZIONE NELL’AMBIENTE

| risultati dei nostri studi sulla distribuzione delle
differenti specie di coliformi nell’ambiente acquatico
e tellurico *2! sono riassunti nelle tabelle 10 e 11.

Tenendo conto della contaminazione fecale o meno
degli ambienti studiati, & possibile distinguere chiara-
mente due categorie di coliformi. La prima comprende
le specie gia note dei generi Citrobacter e Levinea,
Klebsiella pneumoniae ed Enterobacter cloacae, rin-
venibili abitualmente nei materiali fecali umani o

Tab. 10. Habitat e temperature di crescita degli enterobatteri acetoina negativi (apparentati a Citrobacter).

Specie Feci Acque Acque Acque Terre Crescita Crescita Crescita
usate superfic. potabili vergini a4°C a4l1°C ad44°C
Levinea malonatica + - - - 0% 100% 75%
Levinea amalonatica - - 0% 100% 80%
Citrobacter freundii (biotipo H,S) + - - 40% 100% 67%
Serratia fonticola - - - + + 100% 0% 0%
Klebsiella pneumoniae - - 30% 100% 70%
Enterobacter cloacae (acetoina -) + + - - 0% 100% 80%
Buttiauxella agrestis - - - + + 90% 0% 0%

Tab. 11. Habitat e temperature di crescita degli enterobatteri acetoina positivi (apparentati a Enterobacter).

Specie Feci Acque Acque Acque Terre Crescita Crescita Crescita
usate superfic. potabili vergini a4°C a4l1°C ad44°C
Enterobacter cloacae + + + - - 9% 100% 46%
Enterobacter intermedium - - - + + 91% 0% 0%
Enterobacter cloacae - - - + + 95% 0% 0%
Enterobacter amnigenus - - - + + 86% 0% 0%
Hafnia alvei (biotipo lattosio -) - + + - 100% 42% 0%

Hafnia alvei (biotipo lattosio +) +

100% 75% 0%
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animali, nelle acque usate, nelle acque superficiali
inquinate e mai isolate dalle acque potabili (non inqui-
nate e controllate) o da terre vergini. La seconda
corrisponde a specie nuove come Serratia fonticola,
Buttiauxella agrestis, Enterobacter intermedium,
Enterobacter amnigenus, Klebsiella terrigena, K.
trevisanii che, al contrario, provengono unicamente
da acque potabili e da terre vergini. Questi studi
mostrano chiaramente I’esistenza di una relazione
privilegiata tra il biotipo dei ceppi e la loro nuova
appartenenza tassonomica.

La notevole frequenza di isolamento di queste
specie dalle acque, in particolare dalle reti acquedotti-
stiche, ci ha indotto a studiare la loro distribuzione
mondiale?® esaminando 1017 ceppi di coliformi isolati
da acque potabili provenienti da 23 laboratori ripartiti
su piu continenti (8 in Francia; altri 8 in Europa; 3 in
Africa del Nord: Algeria, Tunisia, Marocco; 2 in
Canada; 2 in America del Sud). La tabella 12 mette in
evidenza la varieta delle specie isolate e la larga
distribuzione dei ceppi non fecali (cosi come indicato
nelle nostre osservazioni preliminari) in paesi e conti-
nenti differenti e nei piu diversi orizzonti geografici e
climatici.

11.3. DINAMICA DELLE POPOLAZIONI DI COLIFORMI NEL-
L’ AMBIENTE ACQUATICO

E possibile studiare la dinamica delle popolazioni
microbiche nell’ambiente acquatico, in particolare
quella dei coliformi, grazie a bacini sperimentali (la-
gunaggio) nei quali il flusso idrico pu0 essere seguito
mediante marcatori e le cellule batteriche e le particel-
le virali possono essere ricercate e quantificate in
funzione del tempo di ritenzione. In un bacino alimen-
tato da un’acqua di fiume fortemente inquinata le
abbondanti popolazioni di “bioindicatori” possono
essere seguite nellaloro evoluzione spazio-temporale.
I risultati ottenuti nel corso di una sperimentazione®”
58.59 con una modesta portata influente di acqua inqui-
nata (2,6 I/min) e un tempo di permanenza elevato
sono interpretati graficamente (figura 3) secondo la
teoria di MARrAIs € SHAW®, espressi Cioé come percen-
tuali di sopravvivenza in funzione dei tempi di riten-
zione.

Si puo supporre che le popolazioni di coliformi si
evolvano nell’ambiente in funzione dei loro biotipi
d’origine, della loro propria fisiologia, legata proba-
bilmente alla loro appartenenza tassonomica. Si 0s-
serva infatti una grande differenza nel decadimento

Tab. 12. Ripartizione degli enterobatteri coliformi in funzione dell’origine dell’acqua e della sua distribuzione.

Origine Sorgenti Pozzi Trivellazioni Fiumi Laghi

Tipi Tot. %*® D F D F D F D F D F
l«Specie n° ceppi— 1017 100 119 186 163 178 61 57 12 226 12 3
C. freundii 184 18 15 25 38 29 29 18 1 28 1 0
E. agglomerans® 113 11 13 12 12 6 5 2 1 62 0 0
S. fonticola® 86 8 12 12 53 0 0 3 1 3 0
R. aquatilis® 73 7 5 53 9 0 0 0 0 2 0
E. cloacae 68 7 0 8 16 5 5 2 1 31 0 0
K. trevisanii® 63 6 3 1 13 5 0 7 4 29 1 0
K. oxytoca 50 5 3 4 2 4 0 26 0 0
E. amnigenus® 46 5 10 7 12 5 1 2 0 8 1 0
K. terrigena® 44 4 8 11 6 4 2 0 4 1 0
E. coli 36 4 1 10 10 0 3 6 0 0 0

K. pneumoniae (2%); B. agrestis (2%); H. alvei (2%); S. liquefaciens (2%); E. sakazakii (1%); E. intermedium (1%);
K. mobilis (1%); S. plymuthica (1%); S. marcescens (1%); Y. intermedia (1%); Y. enterocolitica (1%); Y. frederiksenii

(1%); non identificati (10%).
@ percentuale sul numero totale di ceppi (1017)
> ceppi non fecali D= distribuzione;

F= captazione
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Fig. 3. Evoluzione delle differenti specie batteriche. Le curve sono calcolate a partire dall’equazione di MaRrais € SHAw
(N/N,%=100/KR + 1).

(N/N,) = percentuale di sopravvivenza,

K = costante d’eliminazione, R = tempo di ritenzione.
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fra le popolazioni di Escherichia coli e quelle dei
coliformi, con costanti di eliminazione rispettivamen-
te di 19,2 (K)) e di 3 (K,). | fattori suscettibili di
spiegare questi effetti di autodepurazione sono di
ordine fisico (temperatura, pH, energia solare inci-
dente, energia radiante trasmessa), chimico (concen-
trazione di ossigeno e di materie organiche) e biologi-
co (clorofilla, predatori). Sembra che i nuovi dati
tassonomici permettano di interpretare queste diffe-
renze d’eliminazione fra E. coli e coliformi. In effetti,
gli E. coli ospiti dell’intestino umano ed animale non
possono sopravvivere in un ambiente ostile, troppo
differente dal loro habitat naturale. | coliformi, so-
prattutto le nuove specie isolate nell’ambiente acqua-
tico, hanno sicuramente un vantaggio ecologico mag-
giore rispetto ad E. coli sia in termini di sopravviven-
za sia, piu verosimilmente, per la loro facolta di
moltiplicarsi atemperature che non sono loro necessa-
riamente sfavorevoli. Questa ipotesi potrebbe spiega-
re I’inversione del rapporto coliformi/E. coli che,

Tab. 13. Enterobatteri coliformi isolati in clinica.

attestato da 1:1000 a 1:10000 nei materiali fecali,
diviene uguale a 1:1 o superiore a uno nelle acque
usate e dell’ordine di 10:1 e perfino 100:1 nell’am-
biente recettore (fiumi, laghi, stagni, estuari, litorali).

Questo andamento dell’evoluzione microbica &
ancora piu netto nel caso di certi effluenti industriali
ricchi in materie organiche, come quelli provenienti da
industrie conserviere, distillerie, cartiere, ecc.2 10 26.52
I coliformi isolati da questi effluenti, in assenza di
ogni contaminazione fecale, potrebbero appartenere
proprio a queste nuove specie.

11.4.  CoLONIZZATORI. PATOGENI OPPORTUNISTI

Molte di queste nuove specie sono state isolate e
descritte pressoché esclusivamente in clinica, come
mostra latabella 13, che precisa I’origine dei campio-
ni. Si tratta, evidentemente, di germi “colonizzatori”
che contaminano i malati e la loro flora, o si moltipli-
cano nei campioni. Essi sono particolarmente fre-
quenti nell’espettorato e nelle piaghe e, in certe occa-

Sangue  Liquor cef.-rac. Espettorato Urina Feci Piaghe
Cedecea
C. davisae - - T+ . + +
C. lapagei - - 4+ - } )
C. neteri + - + - B +
Enterobacter
E. gergoviae + - +++ + R +
E. sakazakii ++ + +++ + + it
E. taylorae - - + + + ot
Escherichia
E. hermanii + + + + +++ +++
E. vulneris + + + ot
Ewingella
E. americana ++ - +++ + + t
Kluyvera
K. ascorbata + - +++ ++ +4 .
Koserella
K. trabulsii - - T+ . + -
Leclercia
L. adecarboxylata
Serratia
S. odorifera 1 - - +++ - + +
S. odorifera 2 ++ + +++ + + +

Biologia Ambientale n° 6/1997




16

Igiene ambientale

sioni, possono rivelarsi patogeni. Sono quindi batteri
patogeni opportunisti che infettano solo soggetti le cui
difese locali o generali sono diminuite, sia per un
deficit immunitario reale, sia in seguito a terapia
immunodepressiva. Questi malati sono particolarmente
frequenti in certi reparti ospedalieri detti “a rischio”.
L’isolamento privilegiato di certi germi opportunisti
nell’ambiente ospedaliero € dovuto in parte alla mag-
gior frequenza di questi malati “recettori” e in parte al
miglioramento dei metodi di diagnostica che prendono
in considerazione le nuove specie man mano che
vengono descritte.

Questo potere patogeno opportunistico ha una re-
lazione privilegiata con lo stato dell’organismo, non
con una specie batterica. Tutte le specie riconosciute
come indicatori, appartenenti ai generi Escherichia,
Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter-Levinea, elen-
cate nelle tabelle 1 e 2 sono state descritte come
patogeni opportunisti da molto tempo. Oltre ad esse,
anche le specie che sembrano specificatamente legate
all’habitat acquatico possono rivelarsi opportuniste.
E cosi, per esempio, per Klebsiella planticola (K.
trevisanii) che abbiamo isolato frequentemente dalle
acque superficiali, di scarico, potabili e dai terreni
vergini e che si incontra oggi nell’ambiente ospedalie-
ro, come “colonizzatore”, e nelle infezioni nosocomia-
li. Non sembra dunque che questa capacita di potere
patogeno opportunistico possa essere presa in consi-
derazione nella nostra riflessione sugli indicatori bat-
terici.

I11. Epidemiologia

Per valutare il significato degli indicatori dal punto
di vista epidemiologico —cioe come fonte di rischi
infettivi—- ad esempio per il consumatore di acqua
contaminata, & necessario il supporto di indagini
epidemiologiche che accertino I’esistenza di una cor-
relazione tra la presenza dell’indicatore e la comparsa
dell’infezione (maggiore é il numero dei germi indica-
tori, pit frequente & I’infezione).

Sfortunatamente questo tipo di indagine, seducen-
te sul piano teorico, e di difficile realizzazione. Si puo
citare, ad esempio, la ricerca di PETERSEN e HINES* sui
tassi di infezioni gastro-intestinali in popolazioni ser-
vite da acque di diversa qualita (tabelle 14 e 15).

Nella comunita A, con acqua potabile pessima, il
tasso di gastroenteriti nel corso dei 3 mesi d’estate &

del 17,1% cioeé circa il doppio di quello riscontrato
nella comunita D, E, F, servite da acqua di qualita
soddisfacente. La tabella 15 illustra I’effetto dell’ac-
climazione in aree con acque di scadente qualita.

Pit recentemente in Francia, negli anni 1983-84, ¢
stato condotto da FerLEY e coll.** uno studio longitudi-
nale di 18 mesi sui rischi digestivi (diarrea, vomito,
nausea, dolori addominali) legati al consumo di acqua
potabile non conforme alle norme batteriologiche. In
alcune regioni rurali francesi, in effetti, permangono
comuni alimentati con acqua non trattata di qualita
batteriologica fluttuante (talvolta buona, talvolta cat-
tiva). A differenza dei comuni serviti da acque di
buona qualita, quelli con popolazioni arischio rappre-
sentano campioni privilegiati per I’indagine (tabella
16).

Nei 50 comuni selezionati (29272 abitanti), i casi
di infezioni digestive acute sono stati registrati dai
medici, dai farmacisti e dai maestri per un periodo di
18 mesi durante il quale le acque potabili venivano
analizzate per 4 indicatori (batteri totali, coliformi
totali, coliformi fecali, streptococchi fecali). Il rischio
relativo, cioé il rapporto tra il tasso di malattia nei
soggetti esposti al probabile fattore causale (gruppo
cattivo) e il tasso nei non esposti (gruppo buono) é

Tab. 14. Infezioni gastro-intestinali e qualita batteriolo-
gica dell’acqua potabile: tasso d’infezione.

Comunita % di campioni + Tasso di infezione nel
(in tubi) corso dei 3 mesi estivi
A 100 17,1
B 90 14
C 72,5 11,9
D 0 9,9
E 2,5 91
F 1,7 7,5

Tab. 15. Infezioni gastro-intestinali e qualita batteriolo-
gica dell’acqua potabile: effetto dell’acclimazione.

Tasso di infezione nei 3 mesi estivi

3comunita 3comunita
conacqua conacquadi
scadente elevata qualita
meno di 2 anni di residenza 21,6 9,4
pit di 2 anni di residenza 10,8 8,5
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risultato 3,5 per i casi notificati dai medici e dai
farmacisti nella popolazione generale e 1,7 per i di-
sturbi osservati dai maestri nei bambini (intervalli di
confidenza 95%). Questa differenzatra le popolazioni
esposte e non esposte & concordante e significativa,
ma non é costante nell’arco di tempo di durata dell’in-
dagine.

Questa indagine confermerebbe sia I’effettiva cor-
relazione degli indicatori scelti ad un reale rischio
infettivo, sia la validita della normativa sulle acque
potabili. Per confermare quest’ultimo aspetto sarebbe
necessario accertare la natura di queste gastro-enteri-
ti. D’altronde, alla luce delle nuove conoscenze tasso-
nomiche, sarebbe auspicabile analizzare la relazione
non in rapporto ad una popolazione eterogenea di
coliformi, ma rispetto alle singole specie che la costi-
tuiscono.

IV. Applicazioni dei nuovi dati al controllo bat-
teriologico

Occorre dunque indagare sull’incidenza della pre-
senza di queste nuove specie nei campioni d’acqua
potabile e sul loro significato. In uno studio su 8005
campioni d’acqua potabile abbiamo isolato e identifi-
cato 564 ceppi di coliformi; i risultati, riassunti nella
tabella 17, mostrano che nel 65,5% dei casi i coliformi
isolati non sono di origine fecale. Cinque specie rap-
presentano da sole piu del 50% degli isolamenti: le
pit importanti sono Buttiauxella agrestis (24,3%),
Rahnella aquatilis (8,5%) e Klebsiella terrigena
(5,3%). Tutti i ceppi di queste specie sembrano prove-
nire da ambienti acquatici (trivellazioni, pozzi, sor-
genti) per evolversi, transitare —e probabilmente mol-
tiplicarsi— a livello delle stazioni di pompaggio, dei
serbatoi o delle reti di distribuzione, soprattutto quan-

do le acque non sono trattate.

La tabella 18 mostra che, su 8005 campioni d’ac-
qua esaminati, 771 contengono batteri considerati
indicatori di contaminazione fecale. Tuttavia, 283 di
questi 771 campioni (il 36,7%) contengono coliformi
che non hanno alcun significato di contaminazione
fecale: cio dimostra che nel 36,7% dei campioni d’ac-
qua risultati positivi (contenenti cioe dei coliformi) —
pari al 3,6% del totale dei campioni analizzati— I’in-
terpretazione analitica data dalle norme della Comu-
nita Europea* (che considera queste acque “non pota-
bili”’) e errata. Questa percentuale varia secondo I’ori-
gine delle acque; essa, in effetti, e del 41,1% per le
acque potabili soggette a disinfezione, del 32,4% per
quelle non disinfettate e del 57,1% per le acque imbot-
tigliate. Le concentrazioni di coliformi riscontrate nei
campioni sono abitualmente basse: il 34% dei 771
campioni considerati conteneva meno di 5 coliformi
per 100 ml.

V. Indicazioni pratiche e normative.

Sarebbe colpevole per I’igienista ignorare questo
insieme di dati, strettamente interdipendenti, di natura
batteriologica (tassonomica), fisiologica (temperatu-
ra di crescita) e ecologica (distribuzione) che ci invita-
no a rivedere le nostre concezioni sulla natura degli
indicatori e sul loro uso nel controllo batteriologico
dell’acqua.

V.1. NECESSITA DI UNA CLASSIFICAZIONE
AGGIORNATA DEGLI INDICATORI
Come tutte le scienze, la tassonomia evolve. La
proliferazione delle specie che ne risulta & considerata
da alcuni come una spiacevole fonte di confusione. In
effetti, come fa osservare BRenner® il problemanon e

Tab. 16. Disturbi digestivi acuti osservati fra la popolazione generale in gruppi di villaggi con diversa qualita

dell’acqua, secondo la fonte d’informazione.

Gruppo buono  Gruppo variabile ~ Gruppo scadente  Totale
Persone; settimane 530; 858 824; 576 481, 869 1837; 303
Medici + farmacisti 44 74 139 257
incidenza %o 0,08 0,09 0,29 0,14
Medici + farmacisti + maestri (“casi obiettivi”) 213 380 319 912
incidenza %o 0,40 0,46 0,66 0,50
Medici + farmacisti + maestri (“tutti i casi”) 431 770 749 1950
incidenza %o 0,81 0,93 1,55 1,06
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Tab. 17. Distribuzione e identificazione dei coliformi nei campioni d’acqua analizzati.

Origine Trivel-  Stazionidi  Serbatoi  Acquedotti Acquedotti Pozzi  Sorgenti Acque Totale
lazioni  pompaggio trattati ~ nontrattati imbottigliate

Specie 61 40 78 162 143 30 25 25 564
CoLIFORMI NON FECALI (%)

Buttiauxella agrestis 21,3 30,0 32,0 17,3 34,2 20,0 12,0 4,0 24,3
R. aquatilis 6,6 12,5 51 12,4 6,3 6,7 4,0 12,0 8,5
K. terrigena 18,0 7,5 51 55 4,9 6,7 - 20,0 7,3
E. amnigena 1,6 5,0 6,4 6,8 5,6 6,7 12,0 8,0 6,0
S. fonticola 6,6 12,5 3,85 3,7 4,9 3,3 16,0 - 53
K. trevisanii 4,9 2,5 1,3 2,5 14 6,7 - 4,0 2,5
E. sakazakii - - 2,6 3,0 1,4 3,3 - - 1,8
E. intermedium - - - 1,25 3,5 3,3 - - 1,4
S. plymuthica 1,6 - 1,3 1,25 - - - 4,0 0,9
S. liquefaciens - - - 1,85 1,4 - - - 0,9
S. marcescens - - - - - - 4,0 - 0,2
ceppi non identificati 4,9 7,5 10,25 6,2 5,6 6,7 4,0 12,0 6,7
% su totale CNF? 65,5 77,5 67,9 61,75 69,2 63,4 52,0 64,0 65,8
COLIFORMI DI POSSIBILE ORIGINE FECALE (%0)

E. cloacae 8,2 5,0 12,8 10,5 14,0 10,0 12,0 20,0 11,5
C. freundii 14,7 17,5 12,8 14,2 7,0 10,0 12,0 20,0 11,5
K. oxytoca 3,3 - 1,3 6,8 4,2 10,0 16,0 4,0 5,0
E. coli 6,6 - 51 4,3 3,5 3,3 - - 3,7
K. pneumoniae - - - 1,2 2,1 3,3 4,0 12,0 1,8
H. alvei 1,6 - - 1,25 - - 4,0 - 0,7
% su totale CF? 34,4 22,5 32,0 38,3 30,8 36,6 48,0 36,0 34,2

1 CNF= Coliformi non fecali; 2 CF= Coliformi di possibile origine fecale

Tab. 18. Batteri contaminanti le acque dichiarate non potabili secondo le norme europee.

Acque in rete

Batteri indicatori disinfettate (5533)

non disinfettate (2381)

Acque

imbottigliate (91)

Totale (8005)

solo CF 125
solo SF 32
solo CNF 132
CNF + SF 6

CNF + CF 13
CF + SF 13
Totale 321

208
39
139
9
17
17
429

5
2
12

2
0
21

338
73
283
15
32
30
771

CF= Coliformi non fecali;

SF= Streptococchi fecali;

CNF= Coliformi non fecali, isolati a 37 °C.
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quello dell’aumento del numero delle specie, ma quel-
lo della loro migliore definizione e della loro accetta-
zione da parte di tutti. Al contrario, I’aumento del
numero delle specie deve andare di pari passo con una
migliore conoscenzadel loro ruolo e del loro significa-
to in ecologia, in epidemiologia, in igiene, ecc. Il
gruppo dei coliformi —che comprendeva nel passato
numerose specie intermedie o atipiche non identifica-
bili- diviene cosi un insieme di specie geneticamente
distinte e, d’ora in poi, perfettamente identificabili.
L’accoppiamento dei dati tassonomici con le parti-
colarita fisiologiche ed ecologiche consente di stabili-
re una classificazione aggiornata degli enterobatteri

coliformi (tabella 19). Questa classificazione, utile
nell’igiene e nella sanita pubblica, permette di legare
latassonomia all’interesse igienico o epidemiologico
di ciascuna specie. E cosi chiaro, finalmente, che certe
specie —come E. coli, K. pneumoniae ed E. cloacae-
sono di origine fecale e che altre —come Buttiauxella
agrestis, Rahnella aquatilis e Enterobacter amnige-
nus— non sono di origine fecale. Le specie apparte-
nenti ai tre gruppi della tabella 19 possono essere
semplici colonizzatrici o patogene opportuniste. Al-
cune sono dei patogeni “specifici”, possono cioé de-
terminare disturbi patologici anche ad individui in
buona salute: € il caso di Yersinia enterocolica, delle

Tab. 19. Classificazione aggiornata degli enterobatteri coliformi.

Coliformi fecali

acquatici o tellurici

Coliformi non fecali
isolati in clinica

Citrobacter freundii
Citrobacter diversus
Citrobacter amalonaticus
Enterobacter aerogenes
Enterobacter cloacae
Hafnia alvei
Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella oxytoca

Budvicia aquatica

Buttiauxella agrestis
Enterobacter amnigenus
Enterobacter intermedium

Klebsiella terrigena
Leclercia adenocarboxylata

Cedecea davisae

Cedecea lapagei

Cedecea neteri
Enterobacter agglomerans
Enterobacter gergoviae
Enterobacter sakazakii
Enterobacter taylorae
Escherichia hermanii
Escherichia vulneris

Rahnella aquatilis

Moellerella wisconsensis

Ewingella americana

Serratia liquefaciens

Salmonella (sottogenere 111" Arizona)

Yersinia enterocolitica”

Serratia plymuthica
Serratia fonticola
Yersinia frederiksenii
Yersinia intermedia

Klebsiella trevisanii
Klebsiella ozenae
Kluyvera ascorbata
Kluyvera cryocrescens

Yersinia kristensenii

Koserella trabulsii
Serratia marcescens
Serratia rubidea
Serratia odorifera
Serratia grimesii

Tutti eterotrofi o termotolleranti™

Tutti psicrotrofi o psicrotolleranti

Mesofili o termotrofi o psicrotrofi

*

ke

Le Salmonella del gruppo 111 (Arizona) e Yersinia enterocolitica sono patogeni specifici
Yersinia enterocolitica € psicrotrofa ma si sviluppa anche a temperature elevate (42 °C)
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Salmonella del gruppo Il (Arizona) e di Shigella
sonnei, responsabili di gastroenteriti o di diarree.

V.2. L’INTERESSE DI UNA IDENTIFICAZIONE
A LIVELLO DI SPECIE

L’identificazione di specie, nel gruppo dei colifor-
mi, si basava artificialmente su qualche carattere;
PARR* aveva portato questa identificazione al suo piu
alto grado di perfezione con il test IMVIC. | metodi
d’identificazione numerica, che poggiano sulla piu o
meno grande probabilita di un ceppo d’appartenere a
un profilo di riferimento, sono invece i soli soddisfa-
centi. Il programma che noi abbiamo proposto?? forni-
sce le migliori identificazioni.

La possibilita, che esiste d’ora in avanti, di espri-
mere la contaminazione dell’acqua in termini di specie
batteriche riconosciute € un passo in avanti nella
conoscenza della natura della contaminazione e del
suo significato. Questa possibilita dovra essere esplo-
rata, in particolare nei casi delle acque minerali natu-
rali. E evidente, infatti, che I’isolamento in un’acqua
minerale di un ceppo di Rahnella aquatilis non puo
avere lo stesso significato di quello di un ceppo di
Escherichia coli o di Klebsiella pneumoniae.

V.3. IL PERMANERE DELL’INTERESSE
PER | COLIFORMI TERMOTOLLERANTI

Se ci si riferisce, da una parte, ai criteri fisiologici
sopra rammentati e, dall’altra, alle proprieta e ai
comportamenti di questi indicatori appare chiaramen-
te che, frai coliformi, solo quelli termotolleranti ed E.
coli conservano il loro significato. E. coli resta I’indi-
catore privilegiato, specifico, sensibile, con compor-
tamento quasi simile a quello dei batteri patogeni,
facile da identificare con I’aiuto dei metodi probabili-
stici. La ricerca dei coliformi termotolleranti rappre-
senta I’alternativa semplificata alla ricerca di E. coli.
D’altronde, procedendo all’identificazione dei coli-
formi termotolleranti®, ci si accorge che essi sono
rappresentati per oltre il 99% da E. coli. E pil che
probabile che —alla temperatura di 44 °C o0 44,5 °C,
che é quella dei test utilizzati—gli E. coli siano avvan-
taggiati nella crescita rispetto ad altri coliformi termo-
tolleranti compresenti, come mostrato dal nostro lavo-
ro e da quello di NiemeLA e coll.2 E dunque altrettanto
probabile che questa temperatura elimini una certa
percentuale di coliformi termotolleranti diversi da E.

coli, conducendo cosi a “falsi negativi”. La tempera-
turaideale di coltura, che sara sempre un compromes-
so tra il massimo recupero di coliformi fecali e la
massima eliminazione di coliformi non fecali, resta
ancora da definire. Quella da noi proposta (41 °C) &,
in ogni caso, piu vicina alla realta di quella di 44 °C o
445 °C.

Nei casi in cui i test ad alta temperatura risultino
positivi, sembraindispensabile procedere all’identifi-
cazione dei ceppi termotolleranti con I"aiuto dei meto-
di probabilistici. | test semplificati per la ricerca e il
conteggio dei coliformi termotolleranti non sono me-
todi d’identificazione ma metodi di screening per rive-
lare popolazioni o gruppi di specie aventi un significa-
to. L’identificazione nel senso batteriologico del ter-
mine non puo farsi che a livello di specie. Essa puo
essere eventualmente completata, a fini epidemiologi-
ci e per un approccio piu preciso, fino all’identifica-
zione del biotipo, del sierotipo, del lisotipo o del
patotipo qualora si tratti di un germe patogeno, cosa
chesi verificararamente. L identificazione di E. colio
delle specie appartenenti ai coliformi termotolleranti,
oggi accessibile a tutti, deve essere il passaggio obbli-
gato (intermedio o conclusivo) per meglio definire e
precisare la natura di una contaminazione e, dunque,
il suo reale significato.

V.4. L’INTERESSE DI UNA “PONDERAZIONE” DEGLI INDI-
CATORI

I dati finora illustrati conducono, naturalmente, a
riattualizzare il valore o il significato degli indicatori
in quanto specie batteriche. Rapportandosi alla classi-
ficazione dellatabella 17, si constata che le specie ben
note dei generi Escherichia, Klebsiella, Enterobacter
e Citrobacter —che sono di origine fecale e apparten-
gono ai coliformi termotolleranti—sono degli indicato-
ri di contaminazione fecale di alto significato e che,
pertanto, occorre continuare a prenderle in considera-
zione.

Tra le specie non fecali € importante distinguere
quelle di origine acquatica o tellurica, riscontrabili
frequentemente nell’acqua, e quelle isolate in clinica
come colonizzatori o patogeni opportunisti. Fra questi
ultimi, alcuni si rinvengono raramente e costituiscono
piu che altro curiosita di laboratorio. Altre sono piu
frequenti ma, in effetti, tutte le specie elencate sono
potenzialmente colonizzatori o patogeni opportunisti.
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Queste specie, frequentemente isolate dall’acqua sotto
il nome di coliformi totali, non hanno in realta alcun
significato, non essendo di origine fecale.

Questa distinzione fondamentale deve essere tenu-
ta ben presente sia a livello dell’interpretazione che
della normativa. Essa suggerisce la necessita di attri-
buire un peso ben diverso alle specie fecali e non fecali
come gia avviene, ad esempio, nella normativa sugli
alimenti e come potrebbe essere recepita dalla norma-
tiva europea sulle acque.

Conclusioni
| progressi realizzati nel corso degli ultimi venti

anni nel campo della tassonomia batterica e delle sue

relazioni con I’ecologia acquatica ci inducono a rive-
dere il concetto di enterobatteri coliformi nel suo
contenuto e nel suo significato.

e Laclassificazione dei coliformi deve essere intera-
mente rivista. Alcuni anni fa il gruppo comprende-
va meno di 10 specie (E. coli, Klebsiella pneumo-
niae e oxytoca, Enterobacter cloacae e aeroge-
nes, Citrobacter freundii, diversus e amalonati-
cus) mentre oggi sono circa 60.

e Tutte queste specie possono essere perfettamente
identificate mediante i metodi probabilistici.

¢ | coliformisi differenziano in due gruppi fisiologi-
camente ed ecologicamente omogenei: gli uni, ter-
mofili (positivi al test ad alta temperatura), sono di
origine fecale; gli altri, psicrotrofi, (negativi al test
ad alta temperatura), sono di origine ambientale.

e Latemperatura piu adatta per questa differenzia-
zione e di 41 °C (e non di 44 °C 0 44,5 °C).

e | dati tassonomici ed ecologici portano a stilare
una classificazione di specie di origine fecale e non
fecale, classificazione che potra essere la base
della valutazione della qualita igienica dell’acqua.

e Questa classificazione mostra che solo la ricerca
dei coliformi fecali o termotolleranti € significativa
e che quella dei coliformi totali non ha senso.

e | metodi di screening (test dell’alta temperatura)
per ricercare i coliformi termotolleranti sono indi-
spensabili; essi dovranno essere completati con
I’identificazione della specie per confermare la
natura della contaminazione.
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