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Table 1. Distribution of confirmed cryptosporidiosis cases and rates per 100 000 population by
country, Eu;EEA, 2013—201?
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Table 1. Distribution of confirmed giardiasis cases by country and year, EU/EEA, 2013-2017
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Sorveglianza di Giardia e Cryptosporidium in

acque destinate al consumo umano nella
Regione Emilia Romagna:

“Progetto di sviluppo di attivita analitiche per

'Identificazione di cisti di Giardia e di oocisti di

sporidium in campioni di acqua destinati al consumo

umano”

a1l

Le due forme sviluppate da Giardia duodenalis:
cisti (forma di resistenza) e trofozoite (forma

vegetativa)

Le due forme assunte da Cryptosporidium durante il
suo ciclo vitale: I'oocisti (sinistra), sua forma
resistente, e lo sporozoite (destra), forma vegetativa



Metodo applicato:

Rapporti Istisan 07/05 Met ISS A 017B rev.00

(ISO 15553:2006 (E). Water quality-isolation and
identification of Cryptosporidium oocysts and Giardia cysts
from water)

FASE 1: Campionamento mediante concentrazione
per filtrazione in situ

FASE 2: Eluizione del filtro

FASE 3: concentrazione e purificazione dell’eluato
mediante centrifugazione e separazione
Immunomaghnetica

FASE 4: colorazione e determinazione microscopica
mediante Immunofluorescenza diretta




FASE 1: CAMPIONAMENTO IN SITU

Il Ciclo Idrico Integrato
RESTITUZIONE

ALL'AMBIENTE

ny,
Al termine del ciclo le acque sono -
restituite al’ambiente.

DEPURAZIONE

Gli impianti di depurazione migliorano
le caratteristiche delle acque reflue g 5 g
attraverso process| chimico-fisici e

biologicl garantendo che il loro scarico

FOGNATURA

Le acqua reflue domestiche e industriali vengona raccolte
da un sistema di reti ¢ di implanti che le convoglia ag!
impianti di depurazione

CAPTAZIONE

qualitative dellace

FONTE DI
APPROVVIGIONAMENTO
A RISCHIO

=

CAMPIONARE:
da 10 LITRI ——» a 1000 LITRI

Acque grezze molto torbide, Acque trattate

ricche di particolato




segue....FASE 1: CAMPIONAMENTO IN SITU

- N - INGRESSO
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USCITA
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FILTRO
MODULO FILTRANTE

FILTA-MAX ALLOGGIAMENTO-FILTRO ASSEMBLAMENTO

-

LETTORE
FLUSSIMETRO

USCITA
POMPA

& \ ‘
o\ A INGRESSO

{ POMPA

MANOMETRO

CAMPIONAMENTO



segue....FASE 1: CAMPIONAMENTO IN SITU

1) Collegare fonte di approvvigionamento — ingresso pompa

2) Collegare uscita pompa — ingresso filtro
3) Collegare uscita filtro — tanica raccolta
4) Collegare lettore al flussimetro

5) Accendere pompa e avvinare

PRESSIONE DI ESERCIZIO: 5 bar
PORTATA: 3 - 4 L/IM

6) Accendere lettore e azzerare il contalitri

7) Campionare
da 10 LITRI ~— » a 1000 LITRI

Acque grezze molto torbide Acque trattate

a Y
TEMPO DI CAMPIONAMENTO:

INGRESSO POMPA

100 litri —® circa 40’
/500 litri —pp- circa 2h

TRASPORTO: (5 + 3)°C




PBST1x mediante ripetuti movimenti di
K compressione e decompressione

J | 8 Lavaggio con soluzione tampone
| e
0

STAZIONE DI LAVAGGIO
FILTA-MAX
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FASE 3: CONCENTRAZIONE E SEPARAZIONE IMMUNOMAGNETICA
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Conce:vtraz:one Chiarificazione del
dell’eluato | concentrato mediante
mediante . utilizzo di microsfere

aspirazione con. - magnetiche coniugate
pompa da- " con anticorpi monoclonali

vuoto fino ad-
ottenere un
volume finale
pari a 20-30 ml

anti-cisti di Giardia e anti-
oocisti di
Cryptosporidium




...segue

FASE 4: COLORAZIONE E DETERMINAZIONE MICROSCOPICA
MEDIANTE IMMUNOFLUORESCENZA DIRETTA

Colorazione con : FITC (isotiocianato di fluoresceina) e DAPI (4’,6-di-
amino-2-phenylindole)

Gli anticorpi monoclonali di

topo anti-cisti di Giardia e anti-
oocisti di Cryptosporidium
coniugati con FITC si legano
agli antigeni presenti sulla

parete dei protozoi
:‘/ I
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MICROSCOPIO A IFLU&)R:SCENZA
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CRITICITA E CONCLUSIONI

- TEMPI DI CAMPIONAMENTO EANALISI LUNGHI
- DIFFICOLTA NEL REPERIRE | MATERIALI PER LE PROVE

- ESPERIENZA DA ACQUISIRE PER IL RICONOSCIMENTO DEI PROTOZOI

- AFFIANCAMENTO AGLI OPERATORI DEL DIPARTIMENTO DI SANITA
PUBBLICA PER IL CAMPIONAMENTO IN SITU

...GRAZIE PER L'ATTENZIONE...
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