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Relazione preliminare sui risultati dei test microbiologici allestiti per
valutare la capacitid microbicida del dispositive PCO-001 Progetto Clima,
Salerno.

Fisciano, SA, 3 ottobre 2014

1. Introduzione & descrizione degli esperimenti

Per valutare l'attivitd microbicida del dispositive PCO-001 su
microrganismi diversi come batteri, lleviti @ muffe e sulla carica
microebica presente nell’aria, sono stati predisposti due diversi test
microbioclogicl.

Test n* 1

Il teat & stato allestito in un locale chiuse (non ermeticamente)avente
una cubatura di clrca 3% m'. In questo ambiente, sono astate effettuate
prove di contaminazione di terreni di coltura agarizzati, sterili o
inoculati con 1 microrganismi prescelti (vedi di seguito sez.
Microrganismi impiegati) in capsule Petrci.

Con il solo terreno asterile (vergine) si & wvoluta monitorare la carica
microbica presente nell'ambiente sia in presenza che in assenza di PCO-
001 dowve la prima rappresenta il controllo della prova.

Hel secondo caso, ciodéd guando weniva prilizzates 11 cerrens di colrtura
previamente inoculato con un microrganismo, & stata saggiata la capacita
del dispositivo di abbattere la carica microbica inlziale di una matrice
contaminata. I1 controllo, in questo caso, era effettuato con capsule
Petri inoculate e mantenute chiuse per evitare la contaminazione del
terrenc agarizzato con microrganismi presenti nell’aria, tenute a
temperatura controllata (25 °C) in assenza del dispositivo PCO-001. Tutci
gli esperimenti sono stati eseguiti inm duplicate.

Disposizione daelle piastre

Come riportato inm figura 1, le plastre sono state collocate in punti
ritenuti strategici per la valutaziones del grade di abbattimento della
contaminazione microbica.

Per il test sono statl considerati diwversi tempi di trattamente con il
dispositivo PCO-00le pid precisamente i tempi di 1, 4, 8@ & 24 h.

Prima di eseguire l'esperimento il dispositive PCO-001 & stato fatto
flussare nell’ambiente di lavoro per un tempo di almenc 24 h.

Prove di fluldoedinamica

Kella configurazione del tesat n.l, & atata valutata la capacitd della
soffiante istallata di movimentazions dellfaria: tale valutazione ai #&
avvalsa dell”utilizzo di un sistema di wvelocimetria di particelle per
immagini, composto da un emettitore laser a diodi (Firefly, Oxford Laser
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illminazione (pco.1300, L0 AG, Germanial con um obiettive Nikon 50 m=
£/1.84 G, Mikon, GlLappone) .
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Queste test & stato eseguito con piastre inoculate (com un numero noto s b
colonle di K, coll), poste in un afolente confinato di cubatura limitats
(#* 0.1 m)come lllustrate in figura £ e sottoposte all’azione del sistema
catalitico + soffiante della potenza di 3 W.




L& piastre sono state collocate ad una distanza di circa 50 o= dal
sistema catalitico.

Fer il test sono stati presi in considerazione differenti tempi 4di
trattamento & pld precisamente 1, 4, 8 @ 24 h. Tutte l& prove sono state

affettuate in duplicato.
Frima di eseguire l*esperimento il dispositivo POO-001 & stato fatto

flussare nell’ambiente di lavoro per un tempo di almenoc 24 h.

2, Microrganiami

In via preliminare, per i test di attivitd microbicida del dispesitive
PCO=-001, sono stati preai in conasiderazione tre microrganismi
rapprasentativi dei gruppi microbicl precedentemente menzionati, ovvers
batteri, lieviti e muffe. PiQd precisamente, per 1 batteri & stato
utilizzato Escherichia ceoli, e due forme fungine una unicellulare,
faccharomyces cerevisiae e l'altra miceliare, Aspergillus niger, per i
lieviti e le muffe rispettivamente, Tenendo conto che la struttura
cellulare dei microrganismi prescelti & paragonabile a quella di patogeni
appartenenti agli stessi raggruppamenti la lore resistenza all’azione
microbicida del dispositive PCO-001 & stata considerata indicatiwva.

Specifiche del microrganismi impiegati:

Escherichia coli DHS5ax

Saccharomyces cerevisise 168/9., Ceppo industriale isoclato dal
panette di lievito nel laboratoric BiotechInMicro dell’Universitd
degli Studi di Salerno

 Aspergillus niger ATCC 3642

3. Terréend di coltura

Per la crescita delle forme microbiche prescelte & stato usato un unico
tipo di terrenc di coltura, noto come YEPD, capace di garamtire la
proliferazione di un ampio spettre di microrganismi noto come YEPD e
avente la seguente composizione: yeast extract (1% p/ p/v), peptone (2%
p/v}. glucosio (2% p/fv).



Risultati Test 1

Prove effettuate con terrenc YEPD vergine:
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Figara 3. Capsule Petrd contenenti terrese YEP agarizzate e non
lnoculacs facerile a4 c=0) a diverai cempl di esposizione all'azioneé
di PCO-001, nelle poslzdond i1llustrate in Figura I. Il controllo @
rapprasescacs dalls capsuls lasclate nello stesso amblente & per lo
stesso tempe ocon POO=-001 dnattive. Tutee le plastoe sono sState

ceservate dopeo effettive 48 h di incubazions & Ctéemperatura asbiente
(2% *C) & valle del rratramento.



Prove efferctuate inoculando le piastre con microrganismi:

Escherichia coli

Time [h]
Pasliziona 1 4 ] 24
1 360 404 350 4
F ) B (1} 0 0
CFU 3 444 Ird 288 o
4 400 292 276 176
Controlls 412
Saccharomyces cerevisiae
Time [h]
Fosizione 1 4 3] 24
1 2B 17 13 18
2 21 (1] 0 i}
CFU 3 2% 26 36 7
4 12 i3 33 4
Controllo 13
Aspergillus niger
Time [h]
FPosizione 1 4 8 24
1 T4 B3 B2 85
2 B4 63 L] 0
CFil 3 g1 g3 1] 7
4 85 B3 75 47
Coantrallo 83

Figuras 4. Unitd formanti colonia (CFU) créesciute su terrenc agarizzato nelle
diverse posizioni nell’ambiente di tratrtameate. Il controlleo & rappresencato dal
pemare di colenle creaciute su plastre lasciate chiuse in ambiente sterile senza
I*azione di PCO-0Qle incubate a 25 "C.




tima della disidratazione del terreno agarizzato contenuto nelle
Lastre:

4 Posizione 2
™ ® Posizione 4

0 10 ) a0
Tirme [h)

Fgure B, Stina del pesro dell®agar all®interne della capsula di Petrl durante il
trattamente con POO-001. Nel grafico sonc mondtoratd i cali di peso dell'agar
pelle posiglioal & ¢ 4 (vedi figura 1) rappresentsndo esse, rispettlivasente, la
pid & la seno favorite posizione per lo scambio di materia.

Il calo di peso & dowvuto a2 fenomenl di easiccamento (disidratazione) del tecreno
per esposizlone all"aria in movimente per effetic della soffiante. Le prove
fluidodinamiche hanno eavidenziato che nell®intero asbiente utilizzato naegli
esperimenti sl stabiliscono condizioni di turbolenza (non soleo coma regizme di
mato in & ma soprattutto come risultats della roteura ded profill 41 welocicad a
causa della configuraziene del modulo di trattamento @ all®"inczecio di flussli dl
aria che 2i stabiliscone all®intermc del wolume dl coatrolle. Welle ares meno
esposte all'azione della soffiante soOono sState registrate welocitd =inime
dell*ordine dil centimetri al seconds. Dal punte di wista dalla crescits
microbica sl conmideramno dati attendibili, owvvero non inficiati dalla presenza
di poca acgua nel mezzo agarizzato, le piastre con peso superiore a 10 g, ovvero
fino a4 1 h nealle zone pil eapoate all'azlome della scfflante (Poalzione 1 & 2) @
fino a 8 h par quelle ®meno asposte (Posizione 2 @ 4), overo per tespl @
posizionl per culi il contenuto dacqua residus del terreno agarizrato & ancora
compatiblle con la proliferazione cellulare almeno di una suffa.

Trattamento delle piastre essiccate, "crescita cellulare per inclusione
su_terrenc agarizzato fresco":

Per verificare che nelle piastre con un peso infericre a 10 g l'assenza
di crescita fosse dovuta a morte cellulare e non a semplice imattivazione
per mancanza di acqua, queste 30no state ricoperte con terrenc fresco
versandovi sopra YEPD agarizzato ligquido a 45 "C. Il test & stato
condotto per le pilastre inoculate con E. coli ed 5. cerevisle.




Tale esperimente ha permesso di concludere che non vi & un incresente del
numers di colonie a seguitc del trattamento con agar liguido e gquindi che
1*inattivazione delle cellule & irreversibile.

Risultati Test 2

Escherichia coli

Tima [h)

rCO=001 ] 1] a 0

CF Coentralle 164

Figure 6. MNumerc di waitd formeanti colenie (CFU) corrispondenti a cellule
microbiche creaciute su terrenc agarizzate su piastre SOLLOpoOste & Lrattaments
con FCO-001. Il controllo & rappresentato dal numere di colonie cresciute su
plastre lasclare chiuvse In ambiante sterile senza lfazisme di BCO-001.

Oaservazioni:

= 1l pesoc dell'agar a fine trattamento ¢ leggermente infericre a 10 g
(limite fissato al sotto del quale Il dato nomn viene considerato
attendibile - vedl stima della disidratazione in “teat 1%) solo nel
case a 24 h di trattamente. Il pesc medic dell”agar dopo 24 h
risulta essere 9.5 g.

- Le plastre sono state controllate, a seguitc del trattamento, dopo
72 & % h (oltre che dopo 48 h per la lettura delle cellule
superstiti)ed & stata notata , per tutti i tempi di trattamento, la
presenza sporadica di ingquinamente dovuto molto probabilmente a
muffe presenti nell*aria (vedere figura 7).

Cantrallo 1k 4 h B h 24 h

Figare 7. Osservazione delle pilascre Petri % h dopo il trattamento con PCO-
00lal diversl templ. Plastre inizialmente inoculate con E. coli, 8i cgserva che
per effetto del trattamento vi & un drastico abbattimento della carica batrerica
inizialmente iIncculata ma viene riscontrata proliferazione di muffe presentd
nell"ambiente dell’esperimento che dungue Jono ateive nonostante [*arione 4di
PCO-001 .



haalisi & discusalone dei dati

Il test n"]l & eseguito con solo terrenc di coltura vergine (figura 3) per
la valutazione della capacitd microbicida del sistema PCO-001 sull’aszla e
su matrici contaminate con microrganismi noti in un ambiente di grandi
dimensioni. I risultati evidenziano che:

= la carica microbica depositata sulle plastre contenenti terrenc
agarizzate durante il trattamente con PCO-001 & nettamente
inferiore a quella che si deposita gquande nell’ambiente non &
presente il dispositive. La differenza di contaminazicne tra il
campione ed il controllo & risultata tanto pid marcata gquanto
maggicore era il tempo esposizione delle plastre. E*' possibile
stimare che dopo 24 ore di crattamente la carica microbica
{trattasi in prevalenza di nuffe norsalmente presenti
nell’ambiente) riscontrata sul terreno agarizzate in presenza di
PCO-001 & circa 100 volte inferiore (2 log) a guella del controllo
cioé a quella presente su di una piastra lasclata nello stesso
ambiente ma non in presenza della macchina.

Il test n" 1 eseguito con terrenc di coltura inoculatec con un numerc noto
di cellule di tre diversi micrerganismi (figura 4) per walutare la
capacitd microbicida del sistema PCO-001 su superfici soclide contaminate
in un ambiente di grandi dimensioni ha evidenziato che:

- ad eccezione della posizione n"2 & del test a 24 h, non & possibile
riscontrare una significativa capacitd microbicida del Sistema PCO-
001, in quanto laddove si wverifica assenza di crescita non @&
possibile stabilire se questa sia dovuta all'essicamento
conseguente al continoo f£lussc d’aria o effettivamente all’azione
della macchina.

11 test n*2 eseguito su pilastre inoculate con unm numers noto di colonie
di E. coli trattate in un ambiente di dimensioni ridotte con una
soffiante di potenza contenuta ha permesso di valutare l1'efficacia del
dispositive in gqueste condizioni su una forma batterica. Infatti anche
per tempi brevi di trattamento (1 h) 2i ha una drastica riduzione della
carica microbica. E possibile affermare con certezza che dope 4 h di
trattamento si ha un abbattimento preasoché totale della carica microbica
inoculata al tempo zero.



