
PROCEDURA SPERIMENTALE PER
LA DETERMINAZIONE DELLA
COMPONENTE BATTERICA DEL
MATERIALE PARTICOLATO

Inail - Direzione centrale pianificazione e comunicazione
Piazzale Giulio Pastore, 6 - 00144 Roma
dcpianificazione-comunicazione@inail.it
www.inail.it ISBN 978-88-7484-600-9

2020

COLLANA SALUTE E SICUREZZA



PROCEDURA SPERIMENTALE PER
LA DETERMINAZIONE DELLA
COMPONENTE BATTERICA DEL
MATERIALE PARTICOLATO

2020

Volume PROCEDURA SPERIMENTALE.qxp_2018  24/02/20  08:10  Pagina 1



Pubblicazione realizzata da 
 
Inail 
Dipartimento innovazioni tecnologiche  
e sicurezza degli impianti, prodotti e insediamenti antropici  
 
 
 
 
Autori 
Donatella Pomata1, Patrizia Di Filippo1, Carmela Riccardi1, Francesca Buiarelli2,  
Giulia Simonetti2, Federica Castellani2 
 
1  Inail, Dipartimento innovazioni tecnologiche e sicurezza degli impianti, prodotti e insediamenti antropici 
2  Università degli Studi di Roma "La Sapienza" - Dipartimento di Chimica  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
per informazioni 
Inail - Dipartimento innovazioni tecnologiche  
e sicurezza degli impianti, prodotti e insediamenti antropici 
via Roberto Ferruzzi, 38/40 - 00143 Roma 
dit@inail.it 
www.inail.it 
 
 
 
 
© 2020 Inail 
ISBN 978-88-7484-600-9 
 
 
 
 
Gli autori hanno la piena responsabilità delle opinioni espresse nelle pubblicazioni, che non vanno inte-
se come posizioni ufficiali dell’Inail. 
Le pubblicazioni vengono distribuite gratuitamente e ne è quindi vietata la vendita nonché la riprodu-
zione con qualsiasi mezzo. È consentita solo la citazione con l’indicazione della fonte. 
 
 
 
 
Tipolitografia Inail - Milano, febbraio 2020

Volume PROCEDURA SPERIMENTALE.qxp_2018  24/02/20  08:10  Pagina 2



La caratterizzazione delle componenti del bioaerosol è oggetto di crescente interes-
se nella comunità scientifica, soprattutto per gli effetti che tali componenti hanno 
sulla salute umana: infezioni, asma, allergie e altre malattie delle vie respiratorie. I 
rischi sono influenzati non solo dalla capacità di penetrazione dell’aerosol nel siste-
ma respiratorio, ma anche dalla sua composizione e dalla sua attività biologica. 
 
Batteri, virus e funghi rientrano tutti nella definizione di agente biologico data dal 
d.lgs. 81/08 e sono elencati nell’allegato XLVI, che li classifica in tre gruppi (2, 3 e 4) 
sulla base dell’effetto esercitato su lavoratori sani.  
 
I lavoratori operanti in realtà lavorative complesse quali riciclaggio e compostaggio 
dei rifiuti, aziende zootecniche e agricole, discariche e impianti di depurazione, 
sono sottoposti a rischio di esposizione al bioaerosol in dipendenza dal tipo di 
lavoro, dalla vicinanza alla sorgente e dalle misure di abbattimento presenti. Per 
poter valutare correttamente l’esposizione di tali lavoratori, è necessario campio-
nare e caratterizzare il bioaerosol tramite idonee tecniche di misura. 
 
Le metodologie ad oggi principalmente utilizzate per determinare le componenti del 
bioaerosol si basano sulla coltivazione delle specie viable e successiva conta al micro-
scopio. Questa misura, pur consentendo la determinazione delle sole specie vitali 
coltivabili, è necessaria per conoscere la qualità microbiologica dell’aria. Sono escluse 
da questa determinazione tutte le specie “non vitali” e “vitali, ma non coltivabili”, che 
possono tuttavia essere la causa specifica di allergie ed altre patologie dell’apparato 
respiratorio. In alternativa, la totalità del bioaerosol presente nel particolato aerodi-
sperso può essere valutata tramite la determinazione della concentrazione di speci-
fici composti chimici, indicatori della presenza di molecole biologiche più complesse. 
 
Il Dipartimento propone, con il presente lavoro, l’analisi degli acidi muramico e 
dipicolinico come indicatori della presenza, rispettivamente, di batteri e spore bat-
teriche aerodisperse.  
 
 

Carlo De Petris 
Direttore del Dipartimento innovazioni  
tecnologiche e sicurezza degli impianti,  

prodotti e insediamenti antropici

Presentazione
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Le particelle di aerosol biologico, oltre a pollini, detriti di piante e animali, cellule 
epiteliali, virus, funghi, includono anche batteri e spore batteriche [Matthias-
Maser et. al., 1999; Matthias-Maser et al., 2000; Di Filippo et al., 2003]. Il crescente 
interesse della comunità scientifica per la caratterizzazione delle componenti del 
bioaerosol è legato soprattutto agli effetti che tali componenti hanno sulla salute 
umana: infezioni, asma, allergie e altre malattie delle vie respiratorie. 
 
Le cellule batteriche disperse nell’aria possono essere rilasciate nell’atmosfera 
dalle superfici di acqua e suolo, dalla vegetazione e da fonti antropogeniche 
(impianti di trattamento delle acque reflue, trattamento dei fanghi, degli scarti ani-
mali, processi di fermentazione, attività agricole ecc.) [Hejkal et al., 1980; 
Lindemann et al., 1985; Sawyer et al., 1996; Jaenicke et al., 2005]; anche il trasporto 
globale di polvere influenza la quantità e la composizione dei batteri nell’atmosfe-
ra [Brodie et al., 2007]. I batteri sono generalmente adesi alle particelle aerodi-
sperse [Bauer et al., 2002] indipendentemente dalla loro dimensione. La dimen-
sione di una particella batterica dispersa nell’aria influenza il suo coefficiente di 
penetrazione e la velocità di deposizione nel tratto respiratorio umano e quindi il 
suo grado di infettività [Peccia et al., 2008]. 
 
Diverse norme tecniche UNI [UNI EN ISO 14698-1:2004, UNI EN ISO 14698-2:2004, 
UNI 11108:2004, UNI EN 13098:2019, UNI CEN/TS 16115-1:2011, UNI EN 
14031:2005] riportano i principi generali e i metodi per il controllo della bioconta-
minazione e la valutazione e interpretazione dei dati nell’ambiente e nei luoghi di 
lavoro. Generalmente, tali metodi prevedono la coltivazione su piastra e la succes-
siva conta al microscopio del numero delle colonie cellulari cresciute sulla super-
ficie del terreno utilizzato, le cosiddette Unità Formanti Colonia (Colony Forming 
Unit, CFU). Il livello di biocontaminazione è espresso in termini di CFU per m3 di aria 
oppure per cm2 di superficie. Tale metodo, tuttavia, presenta errori dovuti all’accu-
ratezza del conteggio stesso, all’incertezza dell’identificazione delle colonie e alla 
presenza di anomalie di crescita [Di Filippo et al. 2017].  
 
Il campionamento dell’aerosol batterico può essere eseguito sia collezionando le 
particelle aerodisperse in mezzi o supporti destinati alla coltivazione, sia racco-
gliendo il particolato su membrane filtranti. Mentre nel primo caso vengono rive-
lati solo i microrganismi vitali, quando il bioaerosol viene raccolto su filtri è possi-
bile determinare sia batteri vitali che non vitali, a seconda del metodo di analisi uti-

Premessa
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lizzato. Poiché l’aerosol biologico può causare effetti avversi sulla salute umana 
indipendentemente dalla vitalità [Wady et al., 2004], al fine di determinare il con-
tenuto totale di bioaerosol in atmosfera, l’analisi può essere eseguita sia mediante 
tecniche di biologia molecolare che mediante l’uso di biomarker chimici [Di Filippo 
et al., 2003; Buiarelli et al., 2013; Buiarelli et al., 2013; Di Filippo et al., 2014; Blais-
Lecours 2015; Perrino et al., 2016]. In quest’ultimo caso, le concentrazioni di 
opportuni indicatori chimici, ottenute dopo estrazione da campioni di particelle e 
successiva determinazione analitica, possono essere trasformate, mediante fattori 
di conversione, in bioaerosol specifico [Pietrogrande et al., 2013]. 
 
Pertanto, in mancanza di metodi di monitoraggio standardizzati e allo scopo di 
dare un’informazione quantitativa della componente batterica totale (viable e non 
viable, coltivabile e non coltivabile) dispersa nell’aria, il presente lavoro propone 
una procedura analitica per la determinazione quantitativa della componente bat-
terica aerodispersa, applicabile sia agli ambienti outdoor che indoor. 
 
A tale scopo è stato ottimizzato nel nostro laboratorio un metodo di estrazione ed 
analisi, da campioni di materiale particolato, di due biomarker chimici: acido mura-
mico e acido dipicolinico come indicatori, rispettivamente, di batteri e spore bat-
teriche aerodispersi. 

8
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1. Introduzione

1.1    Bioaerosol negli ambienti di lavoro 
 
Il bioaerosol è composto da microrganismi come virus, batteri, funghi, spore e da 
frammenti di materiali biologici come pollini, peli di animali, detriti di pelle, escre-
menti e residui vegetali [Di Filippo et al. 2016]. Una componente importante del 
bioaerosol è rappresentata dalle specie batteriche che per le loro caratteristiche di 
permanenza in atmosfera ed interazione con l’uomo e gli animali costituiscono un 
rischio per la salute. Problemi respiratori, danni polmonari, allergie e cefalea sono 
soltanto alcuni dei potenziali danni che l’esposizione ad ambienti contaminati da 
batteri potrebbe provocare sull’uomo.  
Numerose sono le realtà lavorative in cui si può avere esposizione ad agenti bio-
logici, ad esempio negli impianti di riciclaggio dei rifiuti, nelle attività di compostag-
gio dei rifiuti organici, nelle aziende zootecniche, agricole e biotecnologiche pro-
duttrici di enzimi altamente purificati, nelle industrie alimentari e di detergenti che 
fanno uso di enzimi, nelle aziende per la lavorazione delle pelli ecc.  
In tali ambienti gli agenti microbiologici presenti nell’aria sono aerotrasportati 
sotto forma di bioaerosol, legati a polvere, particelle liquide o altri vettori natural-
mente presenti (emulsioni oleose, polvere di legno ecc.), con conseguente rischio, 
per i lavoratori, di esposizione per via inalatoria, per contatto con superfici e 
oggetti contaminati o per ingestione. 
La prevenzione e la protezione dagli agenti biologici sono trattate, a livello norma-
tivo, nel titolo X del d.lgs. 81/08 e successive modifiche (d.lgs. 106/09), che però 
non fornisce valori di carica batterica o fungina a cui far riferimento per una ido-
nea valutazione della qualità dell’aria negli ambienti di lavoro. 
Infatti, mancando metodi efficaci per misurare quantitativamente gli agenti biolo-
gici e non essendo disponibili sufficienti informazioni sulle relazioni dose-risposta, 
non sono ancora stati stabiliti limiti di esposizione [Douwes et al., 2003]. 
 
 
1.2    Componente batterica del bioaerosol: cellule e spore batteriche 
 
In atmosfera i batteri possono essere presenti come cellule singole o ancorarsi a 
superfici viventi e non viventi, biologiche e non, ed unirsi fra loro o con altre picco-
le particelle, dando forma ad aggregati di microrganismi protetti da una matrice 
polimerica autoprodotta, che prendono il nome di biofilm [Qian et al. 2012].  
I biofilm sono molto resistenti, permettono le crescite microbiche in ambienti 
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naturali, industriali ed ospedalieri anche nelle condizioni più ostili e sono alla base 
di infezioni batteriche croniche e importanti [Singh et al. 2000]. 
I batteri si differenziano in viable e non-viable a seconda se siano o no vitali. Irritazioni 
e infiammazioni delle vie aeree superiori, problemi respiratori e danni polmonari 
sono i maggiori effetti avversi causati dal bioaerosol e, nello specifico, dai batteri. 
Altri potenziali effetti sulla salute possono essere febbre, tosse, cefalea, malattie 
infettive, allergie, problemi cutanei, neurologici e cancro [Douwes et al. 2003]. In 
generale, l’azione infettiva e patogena è esercitata dai batteri viable, mentre i batteri 
non viable possono causare solo reazioni di tipo allergico e/o infiammatorio.  
I batteri sono presenti sia nell’aria indoor che outdoor direttamente emessi dal suolo, 
dalla vegetazione [Zucker et al. 2004], dall’uomo [Qian et al. 2012] e dalle sue attività 
[Douwes et al. 2003]. La loro quantità nell’aria ambiente dipende dal sito preso in 
esame [Fang et al. 2007]; generalmente, maggiori concentrazioni batteriche sono 
osservate in ambienti urbani rispetto a quelli rurali e costieri [Mancinelli e Shulls, 
1978; Shaffer e Lighthart, 1997]. In generale, è stato evidenziato che la loro concen-
trazione è più alta in estate e in autunno, mentre è più bassa in inverno (Borodulin 
et al., 2005) e, sebbene sia generalmente più bassa rispetto ad altri componenti 
organici del bioaerosol, i valori variano da 103 a 105 cellule m-3 [Sattler et al., 2001.; 
Bauer et al., 2002; Amato et al., 2005; Casareto et al., 2006].  
In base alla composizione della parete di rivestimento della cellula, i batteri sono 
classificati in Gram-positivi o Gram-negativi. A causa della differente morfologia della 
parete cellulare, i Gram-positivi hanno maggiore possibilità di sopravvivenza anche 
in condizioni meno favorevoli rispetto ai Gram-negativi. Dalla letteratura emerge, 
infatti, che in campioni ambientali è preponderante la presenza di batteri Gram-
positivi [Fang et al. 2007; Lappalainen et al., 2008] che rappresentano circa l’80-86% 
del totale [Shaffer et al. 1997,]. Inoltre, tra quelli rilevati nell’atmosfera, la maggior 
percentuale è rappresentata dai Gram-positivi del genere Bacillus, Clostridium e 
Sporosarcina che, in condizioni di vita sfavorevoli, sono capaci di riprodursi per sem-
plice scissione, dando luogo alla formazione di particolari cellule strutturalmente e 
funzionalmente differenziate, chiamate spore (endospore), che permettono ai bat-
teri di sopravvivere in uno stato di quiescenza [Kellogg e Griffin, 2006]. 
Le principali caratteristiche delle spore batteriche sono la resistenza al calore, alle 
radiazioni ultraviolette e agli agenti chimici [Setlow 2006]. La robustezza delle 
spore batteriche può avere notevoli conseguenze avverse per la salute umana 
[Beverly et al., 2000]. Nel momento in cui le condizioni ambientali tornano favore-
voli, in termini di umidità e nutrienti, la spora va incontro ad un processo di germi-
nazione in cui si origina nuovamente la cellula batterica vegetativa, che viene poi 
rilasciata nell’ambiente [Prescott et al. 2002]. 
 
 
1.3    Biomarker chimici in studio 
 
Per biomarker si intendono composti chimici non tossici che si è oggettivamente in 
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Figura 1: Struttura A) dell’acido muramico e B) dell’acido N-acetilmuramico (NAM)

grado di misurare e valutare [Biomarkers Definitions Working Group 2001] e che 
possono essere utilizzati come indicatori di strutture più grandi e/o bioattive più 
complesse [Buiarelli et al. 2013]. 
Per essere funzionale, un biomarker deve essere specifico di una determinata 
componente bioaerosolica ed essere presente in quantità relativamente costante 
negli organismi di interesse. 
I biomarker chimici non offrono direttamente la stima della concentrazione dell’or-
ganismo biologico più complesso di cui fanno parte, ma il valore di concentrazione 
ottenuto va correlato alla biomassa di interesse mediante un opportuno fattore di 
conversione. L’assegnazione dei corretti fattori di conversione è un passaggio 
molto delicato che può portare ad errori significativi. 
L’uso di biomarker chimici, come strumento per la determinazione dei microrgani-
smi, e ̀una valida alternativa a metodi microbiologici classici, come la crescita in col-
tura e la conta delle specie al microscopio, che, come noto, sottostimano la compo-
nente microbica presente nel particolato aerodisperso [Pietrogrande et al. 2013]. 
 
 
1.3.1   Acido Muramico 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
L’acido muramico (MUR) (Fig. 1A) è un amminozucchero destrogiro che, in forma 
acetilata, NAM, (Fig. 1B) è presente nel peptidoglicano (PG), che compone la parete 
cellulare di batteri sia Gram-positivi che Gram-negativi. Mentre i batteri Gram-
negativi contengono percentuali basse di peptidoglicano (meno del 10% della 
parete cellulare totale) i Gram-positivi sono composti principalmente da peptido-
glicano che solitamente costituisce il 30-70% della parete cellulare totale [Schleifer 
et al., 1972]. L’acido muramico è anche una sostanza biologicamente attiva, che 
influenza la risposta immunitaria cellulare [Schleifer et al., 1972].  
Dal momento che l’acido muramico non si trova altrove in natura, può essere 
usato come indicatore specifico della presenza di PG e quindi di batteri in campio-
ni ambientali [Fox et al., 1995].  
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Figura 2: Struttura dell’acido dipicolinico

Figura 3: Struttura del dipicolinato di calcio

Popham et al. (1996) riportano che il peptidoglicano è presente, in parte, anche 
nelle spore batteriche, anche se, in questo caso, generalmente, l’acido muramico 
viene convertito in lattame muramico. 
 
 
1.3.2   Acido Dipicolinico 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
L’acido dipicolinico (DPA, acido piridin-2,6-dicarbossilico) (Fig. 2), è un acido dicar-
bossilico dalle proprietà chelanti e il cui potere chelante varia a seconda del pH. Il 
DPA è un composto assente nelle cellule vegetative, ma presente nelle spore bat-
teriche come dipicolinato di calcio (Fig. 3), svolgendo diverse funzioni metaboliche. 
Identificato come estremamente importante per la resistenza e la stabilità delle 
spore, viene sintetizzato durante la sporulazione dei batteri e può essere conside-
rato un indice della presenza di spore batteriche aerodisperse [Janssen et al., 
1958; Taylor et al., 2009]. 
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Il Laboratorio Sicurezza delle Attività di Produzione e degli Insediamenti Antropici 
ha sviluppato un metodo per l’analisi qualitativa e quantitativa dei due biomarker 
precedentemente descritti, in campioni di materiale particolato collezionati in 
ambienti outdoor e lavorativi. 
Sono state, pertanto, ottimizzate le metodiche di estrazione, purificazione, idrolisi 
e analisi mediante cromatografia liquida ad alte prestazioni accoppiata alla spet-
trometria di massa tandem (HPLC/MS-MS) con sorgente a Ionizzazione Elettrospray 
(ESI) dei due composti in esame.  
Per la determinazione e/o conferma dei fattori di conversione, è stata effettuata 
l’analisi qualitativa e, tramite curve di calibrazione in solvente, l’analisi quantitativa 
dei due analiti in batteri e spore batteriche isolate e coltivate in laboratorio. Sono 
state inoltre costruite curve di calibrazione in matrice per l’analisi quantitativa dei 
due analiti estratti dal PM campionato.  
I siti presi in esame sono stati un sito di background e un impianto di depurazione 
delle acque reflue, sito noto per essere una sorgente di aerosol microbico 
[Kowalski 2017; Korzeniewska 2011]. 
Tramite i fattori di conversione, si è quindi ottenuta la concentrazione batterica 
totale, come somma delle cellule e delle spore batteriche, presente nei luoghi 
monitorati. 
 
 
2.1     Metodo analitico per la determinazione della componente batterica 
          aerodispersa 
 
2.1.1   Estrazione e purificazione 
 
Batteri, spore batteriche e filtri campionati, immersi in 1 mL d’acqua, vengono sot-
toposti a 7 cicli di congelamento (1 ora a -20° C) e scongelamento in ultrasuoni (30 
min a 60° C), ai fini della rottura delle membrane cellulari; dopo l’aggiunta di 100 
mg di palline di vetro, i campioni subiscono 4 cicli di sonicazione (30 min) e vortex 
(2800 rpm per 30 min). Una aliquota (250 μl) della soluzione acquosa contenente 
l’acido dipicolinico viene conservata per la successiva analisi. 
Sulla restante parte della soluzione acquosa, viene condotta un’idrolisi con HCl 6N 
per 3 ore ad una temperatura di 105°C e 170 rpm e successiva neutralizzazione 
con soluzione di NH4OH (7,7 N). 
La soluzione acquosa, dopo idrolisi, viene purificata su cartuccia SPE-C18 preventi-
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2. Determinazione della componente batterica del bioaerosol

Volume PROCEDURA SPERIMENTALE.qxp_2018  24/02/20  08:10  Pagina 13



PROCEDURA SPERIMENTALE PER LA DETERMINAZIONE DELLA COMPONENTE BATTERICA DEL MATERIALE PARTICOLATO

14

Tabella 1: Eluizione a gradino utilizzata nelle analisi HPLC/MS-MS

                 Tempo (min)                                   % Acqua                                % Acetonitrile 
                        0,00                                                  5                                                  95 
                        0,10                                                 40                                                 60 
                        2,00                                                 40                                                 60 
                        2,10                                                 65                                                 35 
                       10,00                                                65                                                 35 
                       10,10                                                 5                                                  95 
                       40,00                                                 5                                                  95

vamente attivata con 3 mL di acetonitrile e lavata con 3 mL di acqua. L’eluato, riu-
nito con l’aliquota della soluzione acquosa pre-idrolisi, è poi evaporato in corrente 
d’azoto, ripreso con 50 μL di acqua e filtrato. Tale soluzione è analizzata in croma-
tografia HPLC associata alla spettrometria di massa tandem (HPLC-ESI-MS/MS) per 
la determinazione degli acidi dipicolinico e muramico. 
 
 
2.1.2   Analisi in HPLC-ESI-MS/MS 
 
La separazione cromatografica è stata condotta con una colonna ZIC-pHILIC a 
base polimerica (150 x 2,1 mm, 5 μm) ed un’eluizione a gradino, utilizzando acqua 
ed acetonitrile come fasi mobili, aumentando rapidamente la percentuale del sol-
vente più polare, l’acqua, come presentato in Tabella 1.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
In queste condizioni, l’acido dipicolinico e l’acido muramico sono eluiti con tempi 
di ritenzione, rispettivamente, di 7,6 e 8,6 minuti.  
Per quanto riguarda l’acquisizione in massa, i migliori risultati in termini di inten-
sità, di assenza di specie interferenti e di transizioni maggiormente significative 
sono stati ottenuti sia per l’acido dipicolinico che per il muramico in modalità 
negativa senza aggiunta di alcun additivo. I parametri strumentali e le transizioni 
utilizzati per le analisi in HPLC-ESI/MS-MS in modalità MRM (Multiple Reaction 
Monitoring) sono riassunti in Tabella 2.  
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Per entrambi gli acidi la transizione scelta è data dalla frammentazione dello ione 
deprotonato [M-H] - con la perdita della frazione glucidica, e la produzione dello ione 
[OCH(CH3) COOH] - con m/z = 89 per l’acido muramico, e la perdita del frammento 
[COO]-, con produzione dello ione [M-44] con m/z= 122, per l’acido dipicolinico. 
L’identificazione dei composti nei campioni reali si è basata su due criteri:  
1) il tempo di ritenzione dell’analita non può differire più di ± 0,1 min da quello 

standard; 
2) in ciascun campione il rapporto tra lo ione qualificatore e lo ione target deve 

ricadere entro il 20% rispetto a quelli ottenuti per composti standard nelle stes-
se condizioni strumentali. 

 
 
2.2     Analisi Quantitativa 
 
2.2.1   Curve di calibrazione in solvente e con il metodo delle aggiunte standard  
 
Gli acidi muramico e dipicolinico, estratti rispettivamente da batteri e spore batte-
riche, sono stati quantificati con il metodo dello standard esterno, dopo costruzio-
ne della curva di calibrazione in solvente costituito da una miscela di 
metanolo/acqua (1:1). Per l’analisi quantitativa degli acidi estratti da campioni di 
particolato atmosferico, a causa dell’effetto matrice dovuto alla grande quantità di 
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Tabella 2: Peso molecolare, ione precursore, transizione significativa e parametri stru-
mentali per ogni analita di interesse

                   
Parametri strumentali ottimizzati

                             Acido                    Acido 
                                                                                                          Dipicolinico          Muramico 
                                    Peso Molecolare                                                167                        251 
                              Precursore (m/z) [M-H]-                                          166                        250 
                             Transizione Significativa                                   166 --> 122           250 --> 89 
                                   Curtain gas (CUR)                                             10 psi                    30 psi 
                                  Collision gas (CAD)                                            2.0 psi                   2.0 psi 
                                Ionspray voltage (IS)                                         -4500 V                 -4000 V 
                                 Temperature (TEM)                                           350 ° C                  350 ° C 
                              Ion source GAS 1 (GS1)                                        30 psi                    30 psi 
                              Ion source GAS 2 (GS2)                                        40 psi                    40 psi 
                          Declastering Potential (DP)                                       -5 V                      -10 V 
                              Focusing Potential (FP)                                        -350 V                   -350 V 
                              Entrance Potential (EP)                                         -10 V                     -10 V 
                                Collision Energy (CE)                                           -10 V                     -15 V 
                      Collision cell Exit Potential (CXP)                                  -6 V                        -7 V
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Tabella 3: Ripetibilità, recuperi, LOD e LOQ dei tre analiti

          
COMPOSTO

           Ripetibilità    Ripetibilità     
Recupero            LOD                LOQ

 
                                            intra-day       inter-day             

(%)              (ng/mL)          (ng/mL)
 

                                                (RSD)              (RSD) 

Acido Dipicolinico                   6,2                   12                    77                    20                    60 
Acido Muramico                    0,33                  2,3                   80                   6,0                   18

specie interferenti presenti, è stato necessario utilizzare il metodo delle aggiunte 
standard.  
La curva di calibrazione in solvente è stata ottenuta iniettando soluzioni a concen-
trazione crescente di acido dipicolinico e muramico e riportando sulle ordinate 
(asse y) le aree del segnale cromatografico di ogni analita e sulle ascisse (asse x) le 
concentrazioni dello standard. Dai valori del coefficiente di correlazione R2 ottenu-
ti, pari a 0,9943 per DPA e 0,9970 per MUR, risulta una buona linearità nell’inter-
vallo di concentrazione esaminato.  
Per la costruzione delle curve di calibrazione con il metodo delle aggiunte stan-
dard il campione estratto è stato diviso in quattro aliquote. Una aliquota è stata 
analizzata tal quale, le altre tre aliquote sono state analizzate dopo aver addizio-
nando a 45 μL di campione 5 μL di soluzioni di STD a concentrazione di 2,5, 5 e 10 
μg/mL. Sono quindi state riportate sulle ordinate (asse y) le aree del segnale cro-
matografico di ogni analita e sulle ascisse (asse x) le concentrazioni dello standard 
aggiunto. L’intersezione della retta ottenuta con il metodo dei minimi quadrati con 
l’asse delle ascisse negativo indica la concentrazione degli analiti di interesse pre-
senti nel campione ambientale. 
 
 
2.2.2  Qualità del dato 
 
Nella Tabella 3 sono riportati la precisione, in termini di ripetibilità inter- ed intra-
day, il recupero e i limiti di rivelabilità (LOD, limit of detection) e di quantificazione 
(LOQ, limit of quantification) dei due analiti indicatori di batteri e spore batteriche 
[ICH 2005].  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Il LOD e il LOQ sono stati determinati iniettando soluzioni sempre più diluite degli 
analiti di interesse fino ad ottenere un valore di concentrazione tale da produrre 
un segnale rispettivamente tre e dieci volte superiore al rumore di fondo.  
La ripetibilità intra-day è stata calcolata analizzando nello stesso giorno, ad inter-
valli di tempo regolari, una soluzione standard di tutti gli analiti. La ripetibilità inter-
day è stata ottenuta facendo analisi delle medesime soluzioni in 5 giorni consecu-
tivi. I valori sono stati espressi come deviazione standard relativa (RSD).  
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Il recupero è stato calcolato sottoponendo all’intera procedura, in parallelo, tre 
soluzioni acquose addizionate a monte con una soluzione multistandard degli 
analiti in esame ad una concentrazione nota, e altre tre soluzioni acquose in cui lo 
stesso multistandard è stato aggiunto a valle, dopo processo estrattivo e purifica-
zione, poco prima dell’iniezione in HPLC-MS/MS. Il recupero è stato calcolato come 
rapporto percentuale tra la media dei tre segnali analitici ottenuti a monte e quella 
dai tre segnali analitici ottenuti a valle. 
 
 
2.3     Fattori di Conversione della quantità di biomarker in massa batterica 
 
Poiché gli acidi dipicolinico e muramico non si trovano altrove in natura, la loro 
determinazione in campioni ambientali può essere utilizzata per una stima indiret-
ta di batteri e spore batteriche, tramite opportuni fattori di conversione.  
Nell’ambito del presente studio, tali fattori sono stati calcolati campionando, isolan-
do e coltivando diverse specie batteriche, sia Gram-positive che Gram-negative. 
I batteri isolati erano Bacillus Cereus, Bacillus Megaterium, Bacillus Mycoides, Bacillus 
Simplex, Bacillus Subtilis per i Gram-positivi, Escherichia Coli e Pseudomonas 
Aeruginosa per i Gram-negativi, mentre le spore batteriche erano di Bacillus Subtilis, 
Bacillus Mycoides e Bacillus Megaterium. Cellule vegetative e non sono state sotto-
poste alla procedura di cui al paragrafo 2.1, per la determinazione quantitativa dei 
relativi biomarker e il calcolo dei fattori di conversione.  
 
 
2.3.1  Cellule Batteriche 
 
Per l’analisi delle cellule batteriche, 1 mg di batterio è stato disperso in 1 mL di 
acqua e sottoposto alla procedura di Paragrafo 2.1. 
In tabella 4 sono riportati i ng di acido muramico per mg di batterio e la sua per-
centuale (p/p) determinata in ogni specie analizzata; nell’ultima colonna è riporta-
ta la media delle percentuali (p/p) per le specie Gram-positive e Gram-negative. I 
risultati ottenuti, così come la forte variabilità evidenziata tra le singole specie, 
sono comparabili con quanto riportato in letteratura.  
Fox et al. (1995) riferiscono una percentuale di acido muramico variabile da 0,29 
% a 1,97 % del peso secco dei batteri presi in esame con i valori più bassi attribui-
bili ai Gram-negativi. Mielniczuk et al. (1995) riportano un contenuto medio di 
acido muramico per mg di peso secco di tre specie batteriche Gram-negative 
(Escherichia Coli, Pseudomonas Aeruginosa e Proteus Mirabilis) pari a 0,63%, 0,14% e 
0,95%, rispettivamente. Infine, Black et al. (1994) ottengono valori medi per i bat-
teri Gram-positive e Gram-negativi rispettivamente pari allo 0,49% e 0,29% di 
acido muramico rispetto al peso secco dei batteri considerati. 
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Dal momento che i batteri Gram-positivi e Gram-negativi non sono equamente 
distribuiti in atmosfera [Shaffer et al. 1997, Fang et al. 2007], partendo dalla per-
centuale (p/p) media di acido muramico misurato nei batteri Gram-positivi e nega-
tivi e tenendo conto della rispettiva abbondanza percentuale (80% per i Gram-
positivi e 20% per i Gram-negativi), il fattore di conversione è stato ottenuto come 
media pesata ed è risultato pari a 0,61%. 
 
 
2.3.2  Spore Batteriche 
 
1 mg di spore batteriche è stato disperso in 1 mL di acqua e sottoposto alla pro-
cedura di cui al paragrafo 2.1, omettendo i passaggi di idrolisi e purificazione su 
cartuccia SPE. Infatti, dal momento che l’acido dipicolinico si trova nel core della 
spora batterica, è stato verificato sperimentalmente che la sola rottura delle pareti 
cellulari è sufficiente per portarlo in soluzione. Nel caso delle spore batteriche 
quindi, la soluzione acquosa pre-idrolisi viene iniettata dopo semplice filtrazione.  
In tabella 5 è riportata la quantità di acido dipicolinico, espressa sia in ng di acido 
per mg di spora batterica che come percentuale (p/p) determinata in ogni specie 
analizzata e la percentuale media tra le specie.  
Per il calcolo del fattore di conversione dell’acido dipicolinico in spore batteriche 
sono state prese in considerazione soltanto specie batteriche Gram-positive, le 
uniche che, in condizioni di vita sfavorevoli, sono capaci di dar luogo alla formazio-
ne di spore sopravvivendo in uno stato di quiescenza.  
Dalla media aritmetica effettuata tra le percentuali di acido dipicolinico determina-
te nelle singole specie considerate, è risultato che circa il 10% del peso secco delle 
spore batteriche è rappresentato dall’acido dipicolinico ma, in accordo con la let-
teratura, con una forte variabilità tra le singole specie prese in esame. 
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Tabella 4: Ripetibilità, recuperi, LOD e LOQ dei tre analiti

                         
Classificazione tassonomica

                                  Acido Muramico (MUR) 
                                                                                                        ng/mg           %          MEDIA (%) 

              Bacillus Mycoides                 2,2×103        0,23 
                Bacillus Subtilis                   6,1×103        0,61 
               Bacillus Simplex                   1,1×104         1,1 
            Bacillus Megaterium               9,0×103        0,90 
                Bacillus Cereus                   6,4×103        0,64 
                Escherichia Coli                   3,8×103        0,38 
         Pseudomonas Aeruginosa       1,9×103        0,19 

                         FATTORE DI CONVERSIONE                                                                      0,61 

Gram-Positivi

Gram-Negativi

0,69

0,28
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Molti studi, infatti, riportano una quantità di DPA pari a circa 8-15% del peso secco 
delle spore [Powell 1953, Hindle et al. 1999, Fichtel et al., 2007] [Warth et al., 1971; 
Hindle et al., 1999] fino ad un massimo del 25% [Paidhungat et al. 2001].  
Huang et al. (2007) evidenziano che il contenuto di DPA per peso secco di spora può 
variare anche con la quantità di nutrienti aggiunti durante lo sviluppo delle spore.  
 
 
2.4     Quantità di batteri e spore batteriche in campioni di materiale  
          particolato  

 
2.4.1  Campionamento  
 
Campioni ambientali di materiale particolato aerodisperso sono stati collezionati 
durante la primavera 2018 utilizzando una pompa SKC Legacy, che opera ad un 
flusso di 10 L min-1, per la raccolta della frazione toracica del materiale particolato 
(PM10) su filtri di teflon da 47 mm di diametro. I campionamenti sono stati effettua-
ti in due diversi siti: nei pressi di Montelibretti, sito semi-rurale a 25 km a nord-est 
di Roma, e in un impianto di depurazione di acque reflue (WWTP) posto all’interno 
di una zona urbana del centro Italia. 
Mentre il sito di Montelibretti è stato scelto come sito di background, in quanto non 
esposto a sorgenti specifiche di bioaerosol, l’impianto di trattamento delle acque 
reflue rappresenta un sito in cui i lavoratori possono essere esposti a bioaerosol 
per contatto diretto con i materiali contaminati e/o per inalazione di microrgani-
smi aerosolizzati durante le diverse fasi del processo di trattamento delle acque.  
Nel sito WWTP, in parallelo al campionamento effettuato con la pompa SKC Legacy, 
è stata collezionata la frazione inalabile del materiale particolato (PM100) con un 
campionatore Button Aerosol Sampler (SKC, Inc.) associato ad una pompa 
Universale SKC Deluxe (224-PCEX8), dotata di flussimetro. 
In tabella 6 sono riassunti i dati dei campionamenti effettuati e le concentrazioni 
(μg/m3) di PM10 ottenute nei due siti; per il solo sito WWTP sono riportati anche i 
dati relativi alla frazione inalabile (PM100). 
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Tabella 5: ng di acido dipicolinico per mg di spora batterica e percentuale (p/p) misurati 
nelle singole specie batteriche e percentuale (p/p) media

                         
Classificazione tassonomica

                                           Acido Dipicolinico 
                                                                                                                  ng/mg                       % 

                                                            Bacillus Mycoides                     4,7×104                     4,7 
                                                              Bacillus Subtilis                       1,4×105                      15 
                                                          Bacillus Megaterium                   9,3×104                     9,3 
                         FATTORE DI CONVERSIONE                                      MEDIA                     9,7

Gram-Positivi
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Tabella 6: Tabella riassuntiva dei due siti di campionamento (Da = diametro aerodinamico)

                                 
SITO

                                      Da             PM         Aria Campionata      μg/m3 

                                                                                                                                                           (μm)          (mg)                    (m3) 

                        Montelibretti                              < 10           4,15                    214                    19,4 
                              WWTP                                    < 10           1,95                     84                     23,2 
                                                                             <100         0,098                    2,8                      35 

La concentrazione di PM10 misurata nella zona semi-rurale del sito di Montelibretti 
è leggermente inferiore rispetto a quella misurata nel sito WWTP che, trovandosi 
all’interno di un’area urbana, è più influenzato da emissioni antropogeniche.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Parallelamente al campionamento di materiale particolato destinato all’analisi 
degli indicatori chimici, nei due siti è stato effettuato anche un campionamento di 
PM per la determinazione quantitativa delle sole specie viable mediante tecniche 
di microbiologia classica. Tale procedura prevede la deposizione dei filtri campio-
nati su specifici terreni di coltura e la successiva conta al microscopio delle Unità 
Formanti Colonia (CFU). 
 
 
2.4.2  Risultati 
 
I filtri campionati sono stati trattati secondo la procedura descritta nel paragrafo 
2.1 e le quantità (ng) dei due biomarker, acido muramico (MUR) e acido dipicolinico 
(DPA) sono state ottenute utilizzando il metodo delle aggiunte standard (vedi par. 
2.2.1). Tramite i fattori di conversione riportati nelle tabelle 4 e 5, è stato possibile 
ottenere le quantità di batteri e spore batteriche presenti nei campioni analizzati. 
Le concentrazioni atmosferiche e le percentuali peso/peso di batteri e spore bat-
teriche nelle frazioni del materiale particolato collezionato (tabella 7) sono state 
calcolate dividendo la quantità di batteri e spore batteriche per il volume di aria 
campionata (ng/m3) e per la quantità di materiale particolato totale di ciascun cam-
pione (% p/p). 
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Tabella 7: Concentrazione atmosferica e percentuale p/p di batteri e spore batteriche nelle 
frazioni di PM di ciascun campione

                                              Da (μm)           Batteri             Spore             Batteri             Spore 
                                                                        ng/m3              ng/m3              % p/p              % p/p 

Montelibretti
                          <10                 25,6                 26,2                 0,13                 0,14 

                                                <100                  ---                     ---                     ---                     --- 

WWTP
                                      <10                  208                   75                   1,9                   0,7 

                                                <100                 944                  199                  2,7                  0,56

Figura 4: Concentrazioni atmosferiche di batteri e spore nel sito WWTP nelle due frazioni  
granulometriche (PM10 e PM10-100)

Per il solo sito WWTP, dove è stato effettuato il campionamento anche della frazio-
ne inalabile del materiale particolato, la figura 4 riporta il confronto della concen-
trazione di batteri e spore batteriche nelle frazioni di PM minore di 10 μm e com-
presa tra 10 e 100 μm.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Entrambe le concentrazioni, ma in misura maggiore la concentrazione di cellule 
batteriche, sono risultate essere più alte nella frazione di particolato con diametro 
aerodinamico maggiore di 10 μm. Questo è in accordo con il fatto che in atmosfera 
le cellule batteriche si trovano prevalentemente aggregate come cluster o biofilm 
che ne garantiscono una maggiore sopravvivenza e che vengono quindi campio-
nate nelle frazioni più grossolane del particolato [Benner et al. 2003]. 
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Tabella 8: Numero di cellule e spore batteriche per m3 e concentrazione batterica otte-
nuta mediante conta al microscopio (CFU/m3) nel PM10 dei due siti di campionamento

                      N°/m3                                     Montelibretti                                   WWTP 

            Cellule Batteriche                               2,6 × 104                                       2,1× 105 
                      Spore                                          4,4 × 104                                      1,3 × 105 
                        CFU                                                201                                               520

In tabella 8 è riportato il numero di cellule e spore batteriche su volume di aria 
campionata (cell/m3 o spore/m3) calcolato dai dati di tabella 7 approssimando il 
peso medio di cellule e spore batteriche rispettivamente a 1 pg e 0,6 pg [Davis et 
al. 1973]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Le quantità di batteri totali e spore batteriche per m3 rilevate nel PM10 sono para-
gonabili con quanto riportato in letteratura: da 1,1 × 104 a 1,6 × 104 batteri/m3 per 
siti rurali, 0,5 × 104 batteri/m3 per un sito remoto [Harrison et al. 2005, Bauer et al. 
2002] e fino a 107-109 batteri/m3 in impianti di trattamento delle acque reflue, in 
funzione delle diverse fasi di trattamento [Laitinen et al.1992]. 
In tabella 8 è mostrata anche la concentrazione di batteri viable ottenuta mediante 
conta al microscopio ed espressa in CFU/m3, che risulta in accordo, per entrambi i 
siti, con quanto riportato in letteratura [Fang et al. 2007; Orsini et al. 2002; Madsen 
et al. 2009].  
Pur non esistendo specifiche normative sulle concentrazioni batteriche ammesse 
nei luoghi di lavoro, i valori di CFU/m3 riportati in tabella 8 per il sito WWTP risul-
tano minori del valore soglia di batteri aerodispersi (1000 CFU/m3) raccomandato 
dall’American Conference of Governmental Industrial Hygienists (ACGIH) [Li et al., 
2013].  
L’impianto di depurazione (WWTP) ha mostrato, come atteso, una concentrazione 
di batteri e spore batteriche maggiore rispetto al sito rurale di Montelibretti. Il più 
elevato carico microbico rilevato nel sito WWTP è dovuto sia alle emissioni legate 
ai processi biologici attivi nell’impianto sia al fatto che l’impianto è situato in una 
zona fortemente antropizzata. Questo tipo di aree sono infatti riconosciute come 
sorgenti della componente batterica del particolato [Després et al 2007, Després 
et al. 2012, Burrows 2009].  
In figura 5 è riportato il confronto fra la concentrazione di batteri viable, analizzati 
mediante metodi microbiologici ed espressi in CFU/m3, e la concentrazione batte-
rica totale (batteri + spore batteriche) ottenuta mediante analisi chimica dei bio-
marker ed espressa in numero di cellule/m3. 
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Dai dati riportati in figura 5, risulta evidente come la concentrazione batterica cal-
colata con il metodo chimico ia notevolmente superiore rispetto a quella ottenuta 
con il metodo microbiologico classico [Laitinen et al.1992]. Il metodo chimico per-
mette, infatti, di rilevare anche le specie non vitali, le specie non coltivabili e loro 
frammenti [Benner et al. 2003]. Il metodo chimico può quindi essere utilizzato per 
colmare alcune lacune del metodo biologico, che rimane comunque l’unico in 
grado di individuare la presenza di specie microbiche patogene. 
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Figura 5: Confronto fra concentrazione di batteri totali e concentrazione di batteri viable nel PM10  
dei due siti di campionamento
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Nonostante negli ultimi anni sia aumentato il numero delle attività lavorative sog-
gette a rischio biologico (riciclaggio dei rifiuti, industrie di compostaggio, aziende 
zootecniche, agricole, biotecnologiche, ecc.), non sono ancora stati stabiliti limiti di 
esposizione agli agenti biologici, né si hanno sufficienti informazioni sulla relazio-
ne dose-risposta. Questo a causa della mancanza di metodi efficaci per misurare 
quantitativamente gli agenti biologici.  
Le metodologie ad oggi principalmente utilizzate si basano, infatti, sulla coltivazio-
ne delle specie viable e successiva conta al microscopio. In questo modo vengono 
escluse tutte le specie non vitali e vitali, ma non coltivabili, che possono tuttavia 
essere la causa specifica di allergie ed altre patologie dell’apparato respiratorio.  
Pertanto, in mancanza di metodi di monitoraggio standardizzati e allo scopo di 
dare un’informazione quantitativa della componente batterica totale (viable e non 
viable, coltivabile e non coltivabile), il presente lavoro propone un metodo di estra-
zione ed analisi, da campioni di materiale particolato, degli acidi muramico e dipi-
colinico come indicatori della presenza, rispettivamente, di batteri e spore batteri-
che aerodisperse. 
Il metodo messo a punto dal Laboratorio Sicurezza delle Attività di Produzione e 
degli Insediamenti Antropici del DIT può essere considerato uno strumento effica-
ce per monitorare l’andamento e le variazioni delle concentrazioni di batteri e 
spore batteriche aerodisperse in diverse realtà lavorative, sia outdoor che indoor. I 
risultati così ottenuti possono fornire informazioni utili a ridurre l’esposizione dei 
lavoratori migliorando la salubrità dei luoghi di lavoro esaminati. 
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3. Conclusioni
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