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 RIASSUNTO 

Il biofilm è un aggregato di cellule batteriche immerse in una sostanza composta principalmente da 

una matrice polimerica extracellulare (EPS). Tale sostanza risulta essere difficile da rimuovere dalle 

superfici di attrezzature e per questo conoscere la sua origine, il suo meccanismo di formazione ed 

il suo controllo all’interno di un’azienda alimentare risulta essere di particolare interesse, se non 

indispensabile. 

Per impedire la sua adesione è bene pianificare in anticipo un sistema di sanitizzazione adeguato 

alle esigenze specifiche della superficie che si vuole trattare. 

Per trovare il sistema di sanitizzazione idoneo, si possono utilizzare diverse strumentazioni che sono 

in grado di far sviluppare il biofilm in modo controllato all’interno di un reattore. Tali strumenti 

possono essere il reattore anulare, il reattore a cilindri o il reattore a disco rotante. In questo lavoro è 

stato preso in considerazione, dopo una panoramica generale dei diversi strumenti, il CDC Biofilm 

Reactor, strumento recentemente acquistato dall’Università degli Studi di Padova e installato 

all’interno del laboratorio di ispezione degli alimenti. 

Tale strumento è in grado di formare biofilm in circa 48 ore, in questo modo si possono studiare 

tutte le caratteristiche necessarie ad un batterio per la formazione del materiale biologico. 

Volendo introdurre un Piano di Gestione Qualità nel laboratorio, si è fatta una panoramica del suo 

concetto in base alla norma tecnica ISO 9001:2008, per poi applicarla nello specifico allo strumento 

in riferimento. 

Dopo aver esaminato e compreso la norma, si è passati alla redazione di una Procedura Operativa 

Standard e di altri documenti, necessari alla semplificazione e regolamentazione della metodologia 

d’analisi utilizzando il CDC Biofilm Reactor. 

Da questi documenti, si può cominciare a pensare di estendere la Gestione di Qualità alle diverse 

strumentazioni presenti in laboratorio, regolando tutte le tipologie di analisi ed avendo un sistema di 

miglioramento continuo della Qualità all’interno del laboratorio. 
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ABSTRACT 

Biofilms are aggregates of bacterial cells immersed in a matrix substance mainly composed of an 

extracellular polymeric substance (EPS). It needs, an average, two weeks to have a well grown and 

biofilms are very difficult to remove from the surfaces of equipment and therefore to know its 

origin, how it creates and how to be controlled it in food is of particular interest, if not absolutely 

needed. 

To prevent its adhering is better to plan ahead a sanitizing system responding to the specific needs 

of the area that you want to treat. 

To find the suitable sanitizing system, you can use different instruments which are able to develop 

the biofilm in a controlled manner inside a reactor. These instruments may be the annular reactor, 

the concentric cylinder reactor or the rotating disc reactor. This work has been taken into account, 

after a general overview of the different instruments, the CDC Biofilm Reactor, instrument recently 

purchased by the University of Padua and installed in the laboratory of food inspection. 

This instrument is able to form biofilms in about 48 hours, in this way one can study all the features 

necessary to a bacterium for the formation of the biological material. 

Wanting to introduce a Quality Management Plan in the laboratory, an overview of its concept 

based on the technical standard ISO 9001: 2008 has been made, and then applied specifically to the 

instrument we are reference to. 

After having examined and understood the rule, I went ahead with the drafting of a Standard 

Operating Procedure and of other documents necessary to the simplification of rules and 

methodology of analysis using the CDC Biofilm Reactor. 

From these documents, you can begin to think of extending the Quality Management to the different 

instruments in the laboratory, by regulating all types of analysis and having a system of continuous 

Quality improvement within the laboratory. 
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INTRODUZIONE 

In questo lavoro si descrive una metodologia per saper controllare e prevenire la formazione di 

biofilm batterico in diverse tipologie di superfici, al fine di garantire una maggior sicurezza igienico 

sanitaria nelle industrie alimentari ed, in egual modo, nei laboratori d’analisi.  

I batteri sono degli organismi unicellulari appartenenti al regno Bacteria. Da sempre, questi 

rappresentano un punto importante per l’industria alimentare, perché alcuni possono avere un ruolo 

positivo nella produzione di alimenti (ad esempio formaggio, yogurt, alimenti pro-biotici), mentre 

altri devono essere tenuti sotto controllo in quanto, se presenti negli alimenti, sono in grado di 

alterarli o di apportare danno ai consumatori. 

Negli anni passati si pensava che i batteri vivessero come cellule libere individuali, alla ricerca di 

nutrienti, per sopravvivere e moltiplicarsi. Attraverso studi recenti, però, si è visto che questi sono 

in grado di comunicare tra loro. La produzione di alcune sostanze specifiche, rilasciate 

nell’ambiente, fungono da trasmettitori per altri batteri presenti nelle vicinanze, i quali ricevono il 

messaggio e rilasciano altre sostanze come risposta. 

Questo meccanismo viene chiamato Quorum Sensing ed è la base per la regolazione di diverse 

azioni da parte dei batteri come ad esempio: la produzione di batteriocine, la sintesi di antibiotici, 

l’emissione di bioluminescenza, o, nel caso specifico, la produzione del biofilm batterico. 

Il biofilm è un aggregato di cellule batteriche associate ad una superficie ed incluse in una matrice 

polimerica extracellulare (EPS). Questo aggregato risulta di notevole interesse nelle industrie 

alimentari in quanto è il principale responsabile di contaminazioni degli alimenti durante la loro 

produzione, perché presente nelle attrezzature, nelle tubazioni e nelle superfici.  

Le contaminazioni possono dare difetti organolettici dei prodotti nel caso in cui siano presenti 

batteri alteranti (es. Pseudomonas spp.), oppure possono alterare lo stato di salute dei consumatori 

nel caso in cui siano batteri patogeni (es. Escherichia coli, Bacillus spp, Clostridium spp.). 

Risulta quindi importante saper gestire la formazione di biofilm e saperla prevenire al fine di 

impedire queste contaminazioni. 

Il CDC Biofilm Reactor, ideato nel Montana (CA), è lo strumento preso in considerazione in questo 

lavoro, dopo una panoramica di altri strumenti, per far crescere il biofilm in modo controllato in 

diverse tipologie di superfici (acciaio, ceramica, vetro, plastica) al fine di sperimentare in modo 

sicuro diversi metodi di sanificazione, valutando così la loro efficacia. 
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OBIETTIVI 

Gli obiettivi di questo lavoro sono molteplici e tutti di eguale importanza. 

In primo luogo, uno degli obiettivi è quello di introdurre un piano per la gestione della qualità 

all’interno del laboratorio dell’Università per quanto riguarda l’utilizzo del CDC Biofilm Reactor 

(CBR). Il lavoro inizia attraverso la stesura di una Procedura Operativa Standard (SOP) in cui si 

descrivono tutti i passaggi per l’utilizzo e le precauzioni dello strumento stesso. 

Oltre alla SOP sopra citata, il piano della gestione della qualità è stato implementato attraverso la 

stesura di Istruzioni Operative (IO) e Schede di Registrazione (SR), per facilitare sia la 

comprensione della SOP e sia il lavoro degli operatori che seguiranno tale procedura per le analisi. 

Tutto l’insieme serve a descrivere il metodo di studio sulla produzione di biofilm; in particolar 

modo la produzione di biofilm da parte del genere batterico Pseudomonas. 

Gli Pseudomonas sono dei bastoncelli Gram negativi. Nell’industria alimentare questi batteri 

necessitano di un particolare controllo perché, all’interno del genere, ci possono essere delle specie 

alteranti come Pseudomonas fluorescens, il quale può provocare delle alterazioni di colore; oppure 

delle specie patogene come Pseudomonas aeruginosa che provocano pus, vomito e diarree. 

Tali batteri sono resistenti a trattamenti di pulizia generici e quindi si possono attaccare alle 

superfici e produrre biofilm, che come detto è fonte di contaminazione. 

L’utilizzo del CDC Biofilm Reactor consentirà di valutare diversi fattori: la formazione di biofilm, 

le diverse superfici in cui si crea e il metodo di sanitizzazione più appropriato per impedirne la 

formazione. 
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1. BATTERI, BIOFILM E QUORUM SENSING 

Batteri. Questo è il nome di un’entità biologica da sempre presente sul pianeta Terra e fondamentale 

per la vita, talvolta possono essere positivi e apportare benefici, altre volte invece sono negativi. 

Tali microrganismi, sono gli essere viventi più numerosi nel pianeta
1
, seguiti poi da alcune tipologie 

di microalghe calcaree (Cocolitoforidi) presenti principalmente nel plancton marino.  

Sebbene la loro presenza risale alla nascita del pianeta, si riuscirono a definire i batteri solo grazie 

all’invenzione di alcune strumentazioni usate nella scienza chiamata microbiologia, ovvero i 

microscopi; da questo momento tutte le scoperte si evolsero con la presenza delle nuove tecnologie. 

Per quanto riguarda il biofilm, invece, il processo di riconoscimento della sua importanza è stato 

veramente lento. 

 

1.1. Cenni storici 

Il nome “batteri” deriva dal greco baktḗrion che significa bastoncino, ovvero la forma dei primi 

microrganismi identificati. 

Le prime scoperte risalgono al XVII secolo con l’introduzione del microscopio ottico da parte di 

Robert Koch, dove con tale strumento si riuscì a definire questi piccoli organismi; precisamente 

questo avvenne nel 1676 quando Antoni Van Leeuwenhoek scoprì l’esistenza dei batteri studiando 

degli infusi e ne descrisse la morfologia di alcuni di essi. Quest’ultimo poi riportò le sue 

osservazioni in una serie di lettere inviate alla Royal Society di Londra che le pubblicò, tradotte in 

inglese, nel 1684 (Thomas D. et al., 2003). 

Con questa scoperta si pensava che i batteri vivessero in una forma libera, indipendenti tra loro e 

con lo scopo di nutrirsi e di riprodursi. Fu lo stesso Antoni Van Leeuwenhoek, in studi successivi, a 

notare una differenza fenotipica valutando una sostanza raschiata dalla superficie dei denti. 

Da questo momento si riesce a suddividere i batteri in due forme di vita: 

 Forma planctonica: ovvero una forma libera nel mezzo acquoso; 

 Forma sessile: ovvero una forma legata ad una superficie ed inglobata in una sostanza 

organica extracellulare (EPS). Questa forma verrà poi chiamata più facilmente biofilm. 

Tale teoria si confermò con il correre degli anni attraverso gli studi di Heukelekian e Heller 

(Heukelekian e Heller, 1940) dove videro una diversa crescita microbica in ambiente marino in 

presenza di una superficie in cui i batteri potessero attaccarsi. Zobell, invece, (Zobell C. E., 1943) 

osservò che la concentrazione di batteri cresciuti su di una superficie era maggiore rispetto alla 

concentrazione di batteri cresciuti liberi, evidenziando così una differenza sostanziale nel metodo di 

crescita. 

                                                             
1 Si calcola che ne siano circa 5 x 1030 , che trasformato in peso fanno circa 1012 tonnellate 
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Con l’introduzione del microscopio elettronico nel 1900, Jones et al. riuscirono a definire che questi 

ammassi di batteri erano formati da diverse varietà di cellule e di materiale extracellulare (Jones et 

al, 1969); arrivando così alla conclusione che negli ammassi cellulari vi potevano essere singole 

specie o più. 

Solo nell’ultimo decennio si rilevarono particolari importanti, perché attraverso l’utilizzo del 

microscopio confocale laser si definì la struttura e l’indagine dei geni coinvolti nell’adesione 

cellulare e nella sua formazione (Donlan R.M., 2002), e geni coinvolti nel rilascio di determinate 

sostanze. In questo modo si inizia a parlare di Quorum Sensing, ovvero un sistema che i batteri 

usano per “parlare” e mandare messaggi tra loro con lo scopo di creare bioluminescenza, avviare la 

sporulazione o coniugazione, produrre fattori di virulenza e formare biofilm. 

 

1.2. Biofilm 

Il biofilm si può trovare in numerose occasioni in natura; può essere la 

placca dentale, la patina viscosa nella roccia al mare o in un fiume di 

montagna, la mucillaggine che compare in un vaso di fiori o lo sporco 

che si forma sotto le barche ormeggiate nel porto. 

In ambito industriale, il biofilm può essere sfruttato a nostro favore, 

come ad esempio la produzione di enzimi e diversi metaboliti per la 

depurazione delle acque reflue. Nella maggior parte dei casi, però, il 

biofilm è sempre una fonte di contaminazione specie per le industrie 

alimentari (Figura 1), ma non solo.  

Parlando della struttura, nel biofilm gli organismi si organizzano in 

aggregati di micro colonie e sono intrappolati in una matrice, la quale comprende delle sostanze 

polimeriche extracellulari (EPS) da loro prodotte, esse possono costituire il 60-90% del carbonio 

totale presente nel biofilm
2
. In genere, gli EPS sono composti da polisaccaridi e proteine, che 

formano delle matrici altamente idratate (Whitchurch C.B. et al., 2002). Essi determinano la 

conformazione primaria del biofilm, infatti la loro concentrazione varia a seconda del 

microrganismo e la sua concentrazione aumenta all’aumentare dell’età del biofilm. All’interno degli 

EPS sono presenti dei canali acquosi aperti, che raggiungono ogni micro-colonia formatasi, in tal 

modo si riesce a fornire sostanze nutritive e togliere i prodotti di scarto. Queste sostanze che 

formano il biofilm, possono rendere i batteri presenti da 10 a 1000 volte più resistenti a trattamenti 

antibiotici o di sanitizzazione rispetto alla forma planctonica (Post et al., 2007). 

                                                             
2 In un biofilm, le cellule batteriche rappresentano solo un terzo del totale, il resto è rappresentato da EPS 

Figura 1: a titolo d'esempio, 

biofilm di Listeria in tubature 

per latte crudo 
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La matrice del biofilm è costituita, oltre che da esopolisaccaridi, anche da proteine e DNA 

extracellulare (Tabella 1). Il DNA extracellulare viene prodotto attraverso un meccanismo 

indipendente dalla lisi cellulare, ad esempio in Pseudomonas aeruginosa, dove il DNA ha un ruolo 

funzionale nella formazione del biofilm. Tale informazione è importante in quanto aggiungendo 

DNAsi I alla coltura, si ha un’inibizione della formazione di biofilm (Whitchurch C.B. et al., 2002). 

 

Sostanze Percentuale 

Acqua >97% 

Cellule batteriche 2-5% 

Polisaccaridi 1-2% 

Proteine (da lisi cellulare) <1-2% 

DNA e RNA <1-2% 

Ioni Legati o liberi 

             Tabella 1: composizione della matrice del biofilm 

 

Il biofilm si sviluppa principalmente a contatto con superfici inorganiche o tessuti organici morti e 

l’adesività batterica risulta essere maggiore a livello delle superfici idrofobiche e non polari 

(Bendinger et al., 1993). 

La formazione degli EPS, e del biofilm in genere, avviene solo se i batteri si trovano in determinate 

condizioni; ovvero dalla disponibilità dei nutrienti, dalla temperatura e dal pH. Tutto questo viene 

regolato mediante un sistema denominato Quorum Sensing. 

 

1.3. Quorum Sensing 

È un meccanismo che permette alla cellula di attivare una particolare risposta biologica soltanto 

quando un numero sufficiente di cellule della propria specie sono presenti nell’ambiente circostante. 

In un ambiente, i batteri producono sempre dei segnali chimici, chiamati autoinduttori. Essi sono 

delle piccole molecole a basso peso molecolare che si accumulano all’esterno delle cellule 

batteriche, restando quiescenti in presenza di una bassa concentrazione della carica microbica. 

Nel momento in cui aumenta la concentrazione (quorum), le molecole rilasciate in precedenza 

possono innescare una serie di azioni o effetti, come la produzione di biofilm. 

Questo meccanismo di comunicazione “cellula-cellula” può essere diverso a seconda della tipologia 

dei batteri
3
; questo in quanto i microrganismi rilasciano diverse molecole che fungono da segnale. 

                                                             
3 I batteri possono comunicare anche tra generi diversi 

http://www.refworks.com/refworks2/default.aspx?r=references%7CMainLayout::init
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In generale si differenzia il Quorum Sensing dei batteri Gram positivi e Gram negativi, perché le 

molecole chimiche rilasciate sono diverse per le due tipologie, ovvero per i Gram positivi si parla di 

peptidi secreti all’esterno, mentre per i Gram negativi si parla di sistema di segnalazione AHL 

(Ghirardello M., 2013). 

 

1.3.1. Gram positivi 

In questa famiglia di batteri, il Quorum Sensing è regolato da piccoli oligopeptidi, lunghi in genere 

8-9 amminoacidi, di origine ribosomiale, chiamati autoinduttori polipeptidici (AIPs). 

Gli AIPs sono prodotti all’interno del citoplasma, per poi subire delle modificazioni post-

traduzionali, ed infine secreti verso l’esterno. Quando viene raggiunta un elevata concentrazione, 

queste molecole interagiscono con un “sistema regolatore a 2 componenti” che è il principale 

sistema di trasduzione di segnale in una membrana cellulare di Gram positivi (Giaccone V., 2007). 

Il sistema prevede dei recettori specifici di membrana, formati da istidina-chinasi (HPK). 

L’interazione dell’AIPs con lo specifico recettore, stimola alcune reazioni in cui legano il DNA ed 

induce alla trascrizione di alcuni geni. È grazie a questo sistema che i batteri Gram positivi riescono 

a percepire le variabili dell’ambiente ad esempio il pH, la temperatura, la concentrazione dei soluti; 

attivando quindi la sintesi di batteriocine, la sporulazione, l’espressione di fattori di virulenza e la 

formazione di biofilm nel caso specifico. 

 

1.3.2. Gram negativi 

In questo caso, il Quorum Sensing è regolato dalla 

molecola omoserina lattone acilato (AHL) (Figura 2), 

la cui sintesi è data da due tipologie di composti: S-

adenosil-metionina (SAM) e una proteina acil-acil 

carrier (acil-ACP). 

Il gene Luxl, codifica la sintesi di una sintetasi, che a 

sua volta provoca il legame amminico tra SAM e acil-ACP, formandosi così l’AHL (Giaccone V., 

2007). 

La molecola di AHL è generalmente uguale in tutti i batteri Gram negativi, cambia solamente la 

catena laterale (–R) specifica per singolo batterio, la quale fa cambiare il numero di carbonio 

presente nella catena da 4 a 14. 

La membrana dei batteri Gram negativi è permeabile all’AHL, quindi una volta formata la molecola 

essa viene rilasciata all’esterno. Finché la concentrazione di batteri è bassa, anche la concentrazione 

di AHL è bassa, uscendo dalle cellule per diffusione passiva a causa del gradiente. Quando il 

Figura 2: molecola di omoserina lattone acilato 

(AHL) 
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numero di batteri inizia a crescere, la concentrazione esterna di AHL cresce e solo in questo 

momento si può attivare legandosi ad una proteina attivatrice ed innescare il meccanismo di 

produzione del biofilm. 

 

1.4. Formazione del biofilm 

Quasi tutte le superfici possono essere l’ambiente ideale per la crescita di batteri, quindi di biofilm; 

specie se queste non sono pulite e presentano sporco e/o incrostazioni. 

La formazione del biofilm è influenzata da fattori ambientali quali pH, temperatura, concentrazioni 

di sali, ecc.; per questo tutto il sistema è regolato dal Quorum Sensing, ovvero una comunicazione 

tra i batteri per capire ed informare altri microrganismi della situazione ambientale esterna. 

Il processo è suddiviso in diverse fasi (Figura 3): 

1) Adesione alla superficie reversibile (adsorbimento); 

2) Adesione irreversibile; 

3) Formazione di micro colonie; 

4) Maturazione del biofilm; 

5) Distacco delle cellule batteriche. 

Tutto inizia con l’adesione di una cellula microbica 

planctonica alla superficie (precisamente ai residui 

presenti sulla superficie); che è un processo fisico-

chimico e dipende dalla distanza dei batteri dalla 

superficie: se la distanza è minore di 20nm avviene un 

legame tramite forze elettrostatiche, mentre se la distanza 

è superiore ai 50nm il legame avviene tramite le Forze di 

Van der Waals ed interazioni idrofobiche. A mano a mano 

che la distanza diminuisce, circa 1,5nm, si inizia ad avere un’adesione più resistente attraverso 

interrazioni dipolo-dipolo e legami idrogeno. A questo punto la rimozione è ancora possibile, ma 

attraverso un’azione molto energetica come ad esempio il raschiamento della superficie (Figura 3-

1) (Galli Volontiero, 2005).  

Successivamente c’è un ulteriore attaccamento di batteri, grazie alla presenza di adesine nella parte 

finale dei pili, le quali favoriscono l’adesività e la formazione del biofilm creando così un 

monostrato di cellule batteriche adese alla superficie (Figura 3-2). 

A questo punto la concentrazione di batteri è in continuo aumento come anche la concentrazione di 

peptidi o di AHL attraverso il Quorum Sensing, che grazie ad esso si inizia a produrre materiale 

Figura 3: fasi di formazione del biofilm 
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polimerico extracellulare (EPS), che va a costituire la matrice del biofilm e a formare le micro-

colonie (Figura 3-3). 

Mentre quest’ultime si formano, nella matrice iniziano a crearsi dei piccoli canali, i quali servono 

per apportare i nutrienti alle diverse micro-colonie formatosi ed a togliere le sostanze di scarico. In 

questo modo il biofilm può accrescere e maturare (Figura 3-4). 

Una volta avvenuta la maturazione, i batteri in determinate condizioni ambientali, possono staccarsi 

dal biofilm per riprendere una forma planctonica o per riformare un nuovo biofilm in una zona 

diversa dalla precedente. Questo può non essere voluto dalle cellule batteriche nel caso si applichi 

una forza alla superficie (ad esempio un flusso in un tubo); in questo caso le cellule si staccano e si 

ha lo stesso effetto precedente (Figura 3-5). 

 

1.5. Tipologie di biofilm 

Sulle superfici possono crescere diverse tipologie di biofilm, composti 

da una popolazione di una singola specie batterica o da una comunità 

costituita da varie specie microbiologiche (Figura 4). 

Il biofilm a singola specie si forma nel caso in cui gli EPS prodotti 

fungano da inibitore per altri microrganismi, in questo modo solo i 

batteri dello stesso genere possono attaccarsi. 

Invece, se gli EPS non hanno questa funzione, può avvenire una 

coaggregazione tra specie diverse. La coaggregazione è, quindi, un 

fenomeno mediante il quale i batteri appartenenti a specie diverse e/o 

generi differenti si associano mediante le adesine presenti nella parte terminale dei pili, formando 

biofilm multispecie. Le interazioni tra diverse specie batteriche, durante le prime fasi della 

formazione, hanno notevole influenza sulla struttura complessiva del biofilm. 

Questi biofilm multispecie, sono più resistenti rispetto a quelli monospecie, perché si ritiene che gli 

EPS prodotti da batteri differenti conferiscano una maggior stabilità. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: a titolo d'esempio, 

biofilm multispecie di 

Pseudomonas, Klebsiella e 

Flavobacterium 
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2. BIOFILM ED INDUSTRIE ALIMENTARI 

Lo scopo del biofilm, come accennato nel primo capitolo, è quello di proteggere i microrganismi 

negli ambienti ostili e di agire come una trappola per le sostanze nutritive. I biofilm possono 

causare problemi in diverse tipologie di industrie specialmente in quelle alimentari, perché se c’è la 

formazione di esso all’interno di un tubo o su una superficie, si può assistere ad una riduzione del 

flusso e, di conseguenza, un accumulo di materiale organico e biologico. Si assiste anche ad una 

riduzione della trasmissione termica di calore all’interno di scambiatori termici, che vanno così a 

contaminare gli alimenti. Questo va ad influenzare sia l’aspetto organolettico del prodotto, ma più 

importante è l’aspetto della sicurezza igienico-sanitaria, perché se un alimento non ha raggiunto una 

sufficiente pastorizzazione o cottura, i residui di batteri presenti possono rimanere quiescenti e 

successivamente moltiplicarsi provocando intossicazioni alimentari al consumatore finale. 

 

2.1. Fattori che favoriscono la formazione del biofilm 

Nelle industrie alimentari, i materiali che compongono attrezzature e superfici sono molteplici. 

Nonostante questa grande vastità che si potrebbe utilizzare, la legge né specifica uso, tipologia e 

caratteristiche che ogni singolo materiale deve avere se destinato al contatto con sostanze 

alimentari. 

Ogni materiale è provvisto di regole tecniche generali, come ad esempio il Reg. CE n°1935/2004 

riguardante i materiali e gli oggetti destinati a venire a contatto con i prodotti alimentari. Invece 

altre tipologie di materiali sono gestite da regole tecniche specifiche come ad esempio il DM 

21/03/1973 per vetro e carta, il DM 18/04/2007 per l’alluminio e il DM 11/11/2013 per l’acciaio 

inossidabile (Piergiovanni e Limbo, 2010). 

Questi regolamenti e decreti stabiliscono le caratteristiche che devono avere le sostanze in 

riferimento per essere destinate al contatto con gli alimenti e, per di più, si riporta che devono essere 

facili da pulire e da disinfettare. 

La sanitizzazione di una superficie o di un’attrezzatura è importante non solo per evitare la 

contaminazione di batteri, ma anche per impedirne la loro adesione e la conseguente crescita di 

biofilm. L’adesione di una varietà di microrganismi sulle superfici degli impianti alimentari è stata 

segnalata da numerose aziende del settore (Kim e Frank, 1995) insieme ad un cambiamento nella 

sensibilità ai trattamenti di disinfezione. 

Alcuni fattori che possono incentivare la formazione di biofilm sono: 

 Materiali permeabili all’acqua, 

 Presenza di cariche che attraggano la polvere, 

 Rugosità elevata del materiale, 
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 Difficile sanitizzazione, 

 Controlli di pulizia mal eseguiti, 

 Acque reflue mal scaricate, quindi successiva contaminazione. 

Oltre ad avere effetti negativi sugli impianti, i biofilm costituiscono una potenziale fonte di 

contaminazione microbica e un pericolo per la salute qualora i microrganismi interessati fossero 

patogeni e che le loro cellule vengano rilasciate negli alimenti. 

In tutte le tipologie di materiali, chi più e chi meno, come il vetro, acciaio e plastica, possono 

esserci residui di materiale organico e questo fa innescare la proliferazione di batteri e quindi di 

biofilm (Cantoni C., 2014). Quest’ultimi sono rilevabili non solo sulle superfici di lavorazione, ma 

anche sulle superfici di prodotti alimentari, specialmente vegetali. 

Le superfici degli ambienti di lavorazione possono essere contaminate per via aerea se si utilizza 

aria compressa per la pulizia, dal personale se non ottempera una buona igiene personale e dalle 

operazioni di pulizia se mal eseguite o eseguite con materiali non appropriati. 

I batteri produttori di biofilm possono essere patogeni o non patogeni. Quelli maggiormente diffusi 

nelle industrie alimentari appartengono alla classe dei Pseudomonas spp. che possono essere 

patogeni o meno. 

 

2.1.1. Pseudomonas spp. ed il suo biofilm 

Il genere Pseudomonas fa parte dell’ordine dei Pseudomonadi. Sono bastoncelli Gram negativi 

lunghi circa 1,5 – 4,0µm. Sono mobili grazie alla presenza di un flagello polare e non producono 

spore (Kramer e Cantoni, 2011). Questo genere è ubiquitario, mesofilo con range di crescita tra 4 – 

45°C ed all’interno ci sono specie che possono essere patogene per l’uomo (P. aeruginosa) o che 

possono portare all’alterazione degli alimenti (P. fluorescens). 

P. aeruginosa si può trovare nel terreno, nelle acque, sulle piante e sulla frutta. Tale batterio può 

provocare ferite infette con la formazione di pus, mentre nei lattanti provoca vomito e diarrea. La 

sua virulenza è data da diversi fattori, ma il principale riguarda la produzione di piocianina
4
, che 

permette al batterio di colpire le cellule ospiti, inibire la produzione di linfociti e di alterare la 

fagocitosi. È molto resistente a numerosi disinfettanti e per questo si rende difficile la sua 

eliminazione (La Placa, 2005). Non è comunque esigente dal punto di vista nutrizionale.  

P. fluorescens è un batterio che provoca l’alterazione degli alimenti ed è raramente patogeno per 

l’uomo: può attaccare persone immunodepresse o debilitate. Tale batterio, in carenza di ferro, è in 

                                                             
4 Pigmento antibiotico 
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grado di produrre una pioverdina
5
 capace di sottrarre il ferro complessato alle proteine 

dell’organismo ospite. 

Il biofilm prodotto dal genere Pseudomonas è estremamente resistente e si instaura in qualsiasi 

punto di un’azienda. Possono colonizzare le superfici inferiori delle canaline di scolo e le tubature 

dell’acqua di lavorazione. Come il biofilm, anche i loro microrganismi possono essere trasportati 

per via aerea durante le fasi di pulizia (Cantoni C., 2014). 

Il biofilm, come anticipato nel capitolo 1, è formato da: acqua; cellule batteriche; una matrice 

polisaccaridica che, nel caso specifico, è composta da alginato; DNA e proteine. All’interno le 

cellule batteriche possono essere singole o più specie ed è un problema perché possono crescere 

anche dei batteri patogeni per l’uomo come ad esempio Listeria monocytogenes o Staphylococcus 

aureus. 

La fase più critica per un azienda è quando il biofilm raggiunge la maturazione in quanto questa 

fase è controllata dalla disponibilità di nutrienti che ci sono all’esterno del biofilm (Stanley e 

Lazazzera, 2004). Una volta raggiunta la maturazione, risulta ancor più difficile rimuovere il 

biofilm perché, con la formazione degli EPS, si instaurano legami ancora più forti tra le cellule 

batteriche e il materiale di contatto.  

 

2.2. Problematiche del biofilm 

Alcune industrie possono beneficiare della presenza del biofilm sfruttando l’attività metabolica dei 

microrganismi come nella gestione dei reflui, nel trattamento dei rifiuti o in vari processi 

biotecnologici fermentativi. Oppure, in caseificio, il biofilm può essere cercato in quanto i batteri 

lattici ed i lieviti presenti nella crosta fiorita riescono a competere con muffe e batteri patogeni. 

Altro esempio sta nella produzione di formaggi tradizionali (tipo il Ragusano) dove i batteri che si 

sviluppano nella caldaia di legno partecipano con la loro carica enzimatica alla formazione 

dell’aroma durante la maturazione dello stesso alimento (Ratti A., 2014). Tuttavia, il biofilm è 

spesso associato ad effetti negativi in diversi settori delle industrie alimentari. 

Citando sempre i caseifici, il biofilm può dare origine a gravi conseguenze sulla qualità e sicurezza 

del prodotto finito. Ad esempio, se il latte viene trattato termicamente, si può formare la “pietra da 

latte”
6
 che si stratifica formando un rifugio ideale per la formazione di biofilm (Marino M., 2008). 

Oppure la microflora psicrofila, nella maggior parte dei casi Pseudomonas, può contaminare il latte 

crudo; questi in seguito rilasciano degli enzimi proteolitici che alterano la qualità e la shelf-life del 

latte UHT
7
 (Chmielewski e Frank, 2003). 

                                                             
5
 Pigmento solubile fluorescente 

6 Deposito poroso di natura proteica e minerale (fosfato di calcio) 
7 Il latte si presenta coagulato e con depositi sul fondo 
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In questo caso si può avere due tipologie di biofilm: 

 Biofilm di processo: i quali si formano sulle superfici a diretto contatto con il prodotto 

alimentare specie quelle chiuse (tubature per il latte). In genere sono composti da singole 

specie batteriche, principalmente Pseudomonas spp. 

 Biofilm generici: i quali si possono formare in varie parti dello stabilimento (pareti, 

superfici, pavimenti). Sono più pericolosi perché composti da più specie batteriche, tra le 

quali il patogeno Listeria monocytogenes. 

Queste contaminazioni riguardano anche l’azienda zootecnica e di mungitura: negli impianti di 

raccolta del latte crudo, nelle tubature e nello stoccaggio, è possibile che del biofilm rilasci delle 

cellule e quest’ultime contaminano il prodotto o l’attrezzatura a valle della filiera (contaminazioni 

crociate). In questo modo non solo il latte crudo sarà contaminato, ma anche tutti i prodotti che 

derivano da quelle attrezzature. 

Oltre al mercato del latte, il problema del biofilm appare anche nel mondo della carne. Durante 

l’abbattimento dell’animale, le carcasse possono essere contaminate da più fonti: attrezzature, 

personale, acqua e dalla carcassa stessa. In questo caso ci può essere una contaminazione della 

carcassa o delle attrezzature con successiva formazione di biofilm (Deibel e Schoeni, 2002). Questo 

provoca un scadimento del prodotto, una riduzione della shelf life ed un rischio per la salute del 

consumatore. 

 

2.3. Soluzioni da apportare 

Per evitare la formazione di biofilm, la cosa migliore è una buona sanitizzazione di attrezzature, 

superfici, impianti, pavimenti e soffitti. Praticamente bisogna intervenire in maniera attenta ed 

accurata in ogni angolo dell’azienda. 

È bene, quindi, stabilire a priori la 

metodologia di sanitizzazione più 

appropriata attraverso la stesura di una 

procedura o di un documento che attesti 

tutto il procedimento (Figura 5). In questo 

modo si stabiliscono tutte le fasi che 

riguardano la sanitizzazione. Ad esempio, 

se si tratta di un caseificio, si possono 

trattare le superfici con prodotti alcalini, i 

quali agiscono sulla matrice polisaccaridica 

del biofilm e poi con dei prodotti fortemente acidi in grado di disgregare la “pietra da latte”. 

Figura 5: a titolo d'esempio, due possibili procedure per la 
sanificazione di un'azienda alimentare 
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La Figura 5 riporta, a titolo d’esempio, come un caseificio può riportare all’interno di un 

documento tutta la fase di sanitizzazione delle attrezzature (Ratti A., 2014). La scelta del metodo, 

va presa considerando la tipologia di superficie, la tipologia di sporto, il costo dell’intera operazione 

ed il tempo che si dispone, ad esempio se si parla di una linea produttiva. 

Per quanto riguarda la scelta dei materiali che comprendono le attrezzature, è bene che essi siano 

molto lisci e poco idrofili, la cui superficie mostri una bassa bagnabilità ed una scarsa attitudine ad 

attrarre polvere e che presentino proprietà che ostacolano l’insediamento e la proliferazione 

microbica (Piergiovanni e Limbo, 2010). 

Vi diventa di fondamentale importanza un programma di controllo efficiente basato su sistemi 

adeguati per il riconoscimento del biofilm. Di norma si utilizzano diversi metodi come la conta 

microbica totale delle cellule vitali, tecniche di microscopia e spettroscopia o di determinazione 

dell’ATP. Vi possono essere altri metodi innovativi come il CDC Biofilm Reactor. 
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3. CDC BIOFILM REACTOR 

Tale strumento è stato ideato nel Montana (CA) dalla BioSurface Technologies Corporation da 

Donlan et al. nel 2002, recentemente acquistato dall’Università degli Studi di Padova, che nello 

specifico verrà applicato all’interno del laboratorio d’analisi del Dipartimento di Medicina Animale, 

Produzioni e Salute (MAPS). 

Il CDC Biofilm Reactor nasce con lo scopo di crescere diverse tipologie di biofilm in modo 

controllato all’interno di un laboratorio d’analisi. Questo serve a studiare ed interpretare la crescita 

del biofilm ed a studiare nuovi meccanismi di sanitizzazione per impedirne la formazione 

all’interno di aziende e/o laboratori d’analisi. 

 

3.1. Lo strumento 

La sua composizione e concetto d’utilizzo è molto semplice. Si tratta di un sistema continuo 

formato da un beaker di vetro nel quale è presente un foro per l’uscita dei reflui. Sopra il 

contenitore va inserito un coperchio di polietilene avente diversi fori: 

 Uno per l’ingresso dei nutrienti, che permetteranno la moltiplicazione 

dei batteri e la conseguente crescita del biofilm. 

 Uno per l’ingresso della pala rotante, la quale manterrà un flusso 

continuo all’interno del beaker durante tutta l’analisi; l’agitatore si 

muove grazie ad un’ancoretta di metallo posta sopra ad una piastra 

magnetica. 

 Otto fori per l’ingresso delle aste in polipropilene, le quali supportano 

tre dischetti sull’estremità inferiore; ove vi crescerà il biofilm. 

I dischetti (nella procedura denominati Coupons) possono essere di materiale diverso come ad 

esempio vetro, acciaio, alluminio o plastica; dipende sempre dal tipo di materiale che si vuole 

analizzare e testare (Figura 6). 

Il beaker di vetro è collegato da tubi in silicone che 

contengono i nutrienti specifici in base al tipo di batterio 

produttore di biofilm che si sta analizzando; i nutrienti 

provengono da una tanica posta in alto rispetto al reattore 

e finiscono in una seconda tanica posta più in basso come 

reflui. Il trasferimento dei nutrienti è svolto grazie ad una 

pompa peristaltica situata tra la prima tanica ed il beaker, 

in modo tale che il flusso sia sempre regolare e continuo 

durante tutta l’analisi (Figura 7). 

Figura 6: CDC Biofilm 

Reactor 

Figura 7: sistema completo del CBR 
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3.2. Applicazione 

Il CDC Biofilm Reactor è uno strumento ideato solo negli ultimi anni, quindi la sua applicazione è 

innovativa e recente. Prima di verificare alcuni esempi di applicazione dello strumento, è bene 

chiarire la possibile applicazione dello stesso in base alla tipologia del biofilm. 

Il biofilm può essere classificato in due grandi gruppi (Ecometal, 2011): 

 Biofilm statico: si forma mediante un contaminante immobile, ad esempio sulla superficie di 

un tagliere; 

 Biofilm dinamico: si forma con un contatto di contaminanti in movimento, ad esempio 

all’interno di un tubo. 

Il CDC Biofilm Reactor può essere utilizzato solo per l’analisi della seconda tipologia di biofilm, in 

quanto la continua rotazione del reattore e il flusso di nutrienti, contribuiscono ad imitare una 

situazione di movimento dinamico e non statico. Altrimenti si otterrebbero dei risultati non 

rappresentativi della realtà. 

Nonostante ciò, tale macchinario può essere usato in diversi ambiti: da quello ospedaliero a quello 

delle industrie alimentari. 

 

3.2.1. Sistema ospedaliero 

Per certo, si sa, che tutti i luoghi e attrezzature all’interno di una struttura sanitaria devono essere 

puliti e sterilizzati. Il settore che più si preoccupa del biofilm è l’impiantistica: ovvero le diverse 

protesi che si possono applicare ai pazienti. Queste, se 

non bene sterilizzate al momento dell’impianto, 

possono dar vita alla produzione di biofilm sulla loro 

superficie e quindi portare ad un’infezione batterica. 

Per evitare tutto ciò, si sono condotti diversi studi per 

identificare diversi materiali sui quali l’adesione del 

biofilm risulti difficoltosa. 

Uno di questi è stato condotto da Williams et al., i 

quali valutarono la formazione di biofilm di 

Staphilococcus aureus attraverso un CDC Biofilm 

Reactor modificato (Williams et al., 2011). 

Lo studio prevedeva la verifica dell’attecchimento batterico sul materiale polietereterchetone 

(PEEK). Per tale scopo è stato necessario modificare il reattore originale, in quanto non si 

disponeva dei coupons in PEEK (Figura 8-b-c). I risultati del lavoro dimostrarono che c’era una 

difficoltà di attecchimento del biofilm. 

Figura 8: (a) CDC Biofilm Reactor originale; (b) 
schema del CBR modificato, (c) foto del CBR 

modificato utilizzato per l’analisi 
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Altro problema che riguarda le strutture sanitarie, è la contaminazione da Pseudomonas aeruginosa 

(vedi paragrafo 2.1.1.). Questo batterio patogeno è particolarmente pericoloso perché, quando forma 

il biofilm, diventa molto resistente a diversi antibiotici. 

Il CDC Biofilm Reactor è stato utilizzato per testare diverse sostanze contro P. aeruginosa. 

Un primo studio è quello di Lora-Tamayo et al. nel quale si studia l’efficacia del Doripenem
8
 

associato alla colistina. Da solo l’antibiotico ha un effetto limitato contro il biofilm di P. 

aeruginosa, ma si è visto che in associazione con la colistina, altro antibiotico formato da  

polipeptidi ciclici e prodotto da Bacillus polymyxa, l’effetto 

risulta maggiore e il biofilm, se già prodotto, può essere degradato 

(Lora-Tamayo et al. 2014). La terapia sembra molto efficacie, ma 

da notare che l’uso della colistina negli ultimi anni è caduto in 

disuso a causa della sua elevata nefrotossicità (Falagas el al. 

2008). 

Sanchez-Gomez et al., invece, hanno studiato l’efficacia di un 

peptide sintetico sempre contro P. aeruginosa. Il peptide in 

riferimento è LF 11, formato da 11 basi azotate e derivante dalla 

lattoferrina umana, efficacie sia contro batteri Gram positivi sia 

contro batteri Gram negativi (Sanchez-Gomez et al., 2015). I 

risultati evidenziano che il peptide LF 11, in combinazione con 

altri peptidi (Grafico 1-A-B-C), ha un’attività antimicrobica 

contro P. aeruginosa molto potente sia in forma sessile che in 

forma planctonica. 

 

3.2.2. Industrie alimentari 

Nel settore alimentare, il CDC Biofilm Reactor viene spesso utilizzato per verificare e garantire che 

le tecniche di sanitizzazione delle superfici siano adeguate e ben eseguite. 

Infatti alcuni studi effettuano delle prove su impianti pilota per testare i vari prodotti sanitizzanti 

prima di iniziare ad usarli nell’intera azienda. Burgess et al. utilizzarono il CBR per garantire 

l’eliminazione dalla superficie di impianti di trasformazione lattiero-casearia di biofilm di bacilli 

termofili (Burgess et al., 2014). 

La ICF s.r.l., azienda leader per la produzione di detergenti e disinfettanti, introduce un nuovo pool 

enzimatico per combattere la formazione di biofilm. Il Rimozim
9
 è in grado di degradare il biofilm 

                                                             
8
 Commercialmente chiamato Doribax. È un antibiotico β–lattamico iniettabile e particolarmente efficacie contro P. 

aeruginosa. Effetto: inibisce la sintesi della parete cellulare, portando il batterio alla morte 
9 Pool enzimatico che va ad aggredire la frazione di acidi uronici e proteine presenti nel EPS del biofilm 

Grafico 1-A-B-C: inibizione di 

P. aeruginosa da parte di LF 11 in 

associazione con 3 peptidi diversi 
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da ogni superficie presente in un azienda. Per valutare l’efficacia di questo prodotto, è stato 

utilizzato il CBR per l’analisi del biofilm dinamico e la crescita in piastra per l’analisi del biofilm 

statico, utilizzando altri pool enzimatici per la comparazione (De Lucia, G. 2010).  

Come microrganismi campione sono stati utilizzati Listeria monocytogenes e Staphilococcus 

aureus. 

Per quanto riguarda il biofilm statico, De Lucia ha ottenuto una 

completa inibizione dello stesso. Mentre, per il biofilm dinamico 

(Figura 9), usando il CDC Biofilm Reactor, si è sempre visto una 

riduzione della carica batterica, ma si conferma la difficoltà nella 

rimozione di questa tipologia di biofilm. Per questo motivo, De Lucia è 

arrivato alla conclusione che dopo un trattamento con Rimozin è 

meglio effettuare una fase di disinfezione delle superfici con tempi e 

concentrazioni dei prodotti opportuni. 

Un altro esempio è stato condotto da Ecometal, azienda che si occupa 

di processi galvanici (Ecometal, 2011). Nel lavoro si utilizza il CBR per confrontare 

l’attecchimento batterico in materiale 

standard (vetro o acciaio inox) e materiali 

ai quali sono stati fatti dei processi 

galvanici, ovvero trattati in superficie con 

diversi elementi. Nel Grafico 2 si riporta i 

risultati ottenuti dall’esperimento. 

In primis, si nota che in tutti i materiali si 

è formato del biofilm. Ma nel materiale 

trattato con Rutenio (-▲-) si nota che la 

crescita è rallentata rispetto al metallo 

standard o ad un metallo cromato. Questo grazie all’adesione del Rutenio sulla superficie del 

materiale, in tal modo si diminuisce la rugosità del materiale e si impedisce, o meglio si riduce, 

l’adesione dei batteri produttori di biofilm. 

Oltre ai batteri citati, anche Salmonella enterica può compromettere la salute dei consumatori. La 

salmonellosi è la seconda causa più comune di malattie di origine alimentare in tutto il mondo. Per 

questo Corcoran et al. valutarono l’efficacia di ipoclorito di sodio, idrossido di sodio e cloruro 

benzalconio attraverso il CBR per inibire il biofilm di S. enterica (Corcoran et al., 2014).  Gli studi 

si sono condotti valutando un primo biofilm formato dopo 48 ore e uno maturo formato dopo 72 

ore. Tutti e tre gli agenti hanno riscontrato una riduzione della carica batterica, ma solo l’idrossido 

Figura 9: sistema CBR usato 

per l'analisi condotta da ICF 

Grafico 2: risultati ottenuti mediante CBR della carica microbica 

sulle superfici di diversi materiali 
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di sodio ha portato alla eradicazione completa del biofilm appena formato. Mentre per quanto 

riguarda il biofilm maturo, nessun agente ha tolto completamente lo stesso. Questo sta ad indicare la 

difficoltà di eliminarlo quando è giunto alla maturazione e ci riporta all’importanza di evitare 

l’attecchimento batterico nelle industrie di produzioni alimentari. 

Oltre ad usare il CBR con lo scopo di convalidare i sistemi di sanificazione, esso si può utilizzare 

per verificare se qualche batterio è in grado o meno di produrre biofilm. Per questo Williams et al. 

utilizzarono il CBR per coltivare Staphylococcus epidermidis ATCC 35984 e per vedere se era in 

grado di produrre biofilm. Dallo studio effettuato non si è vista crescita neanche dopo 72 ore 

(Williams et al., 2010). Tali risultati sono importanti perché possono introdurre un fattore, ovvero 

che per crescere, alcuni biofilm necessitano di applicazioni in vivo e non solo in vitro. 

 

3.3. Vantaggi e svantaggi 

Un metodo analitico, per essere considerato valido ed affidabile, deve avere diverse caratteristiche. 

Tra queste c’è la ripetibilità, la riproducibilità e la robustezza (Feldsine et al., 2002). 

Ripetibile quando due esperimenti uguali, svolti nello stesso laboratorio portano agli stessi risultati. 

Riproducibile quando si verifica lo stesso risultato dello stesso esperimento ma in due laboratori 

differenti da personale diverso. Robusto quando il risultato non è influenzato da fattori o altri 

elementi. 

Fatta questa premessa, Goeres et al. valutarono le caratteristiche per l’impiego del CDC Biofilm 

Reactor attraverso un’analisi statistica (Goeres et al., 2005). Giunsero alla conclusione che tale 

strumento è molto affidabile sotto questi punti di vista, essendo molto ripetibile e riproducibile. Per 

quanto riguarda la robustezza, invece, si deve fare attenzione durante l’analisi specialmente alla 

velocità di rotazione e quindi del flusso interno dei nutrienti. Se la velocità risultasse troppo elevata, 

l’attecchimento batterico risulterebbe minore rispetto alla realtà. 

Un altro enorme vantaggio del CBR è che permette lo studio di materiali diversi 

contemporaneamente, visto che in un reattore ci possono essere applicati ben 24 coupons. Inoltre 

durante tutta la durata dell’analisi avviene un facile controllo delle condizioni idrodinamiche 

attraverso la pala rotante che si trova al centro del reattore (Buckingham-Meyer et al., 2007). 

Nonostante questi numerosi vantaggi, anche il CBR mostra alcune incertezze riguardo a: 

 La superficie piatta dei coupons; quindi si rischia, avendo un moto continuo del terreno di 

crescita, di avere dei risultati non del tutto affidabili (minori CFU rispetto alla realtà). 

 Poca superficie per la crescita del biofilm. 

 Difficoltà, attraverso la piastra magnetica posta sotto il reattore, di mantenere una 

temperatura costante in base alle caratteristiche del batterio analizzato durante la procedura. 
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3.4. Altre strumentazioni 

Come accennato nel paragrafo 3.2., il CDC Biofilm Reactor è in grado di simulare una crescita di 

biofilm dinamico, mentre non prevede la formazione di un biofilm statico.  

Oltre al CBR, esistono altre tipologie di reattori che sono in grado di sviluppare un biofilm 

dinamico in modo controllato.  

Le diverse tipologie di strumentazioni sono (Gomes et al. 2014): 

 

 Reattore anulare: è un sistema in continuo e può essere utilizzato per diverse analisi, 

principalmente per il controllo delle acque potabili. È costituito da un cilindro esterno fisso e 

da uno interno rotante, tra i due cilindri scorre il liquido di processo. Sulla superficie del 

cilindro interno sono adesi i coupon nei quali si 

formerà il biofilm (Figura 10). I coupon sono 

rimuovibili per la valutazione dell’analisi. La 

velocità del flusso continuo è garantito attraverso 

un motore che si trova nella parte superiore dei 

cilindri, il quale fa girare il cilindro interno. Come 

il CBR, anche questa tipologia di reattore 

permette lo studio in contemporanea di diversi materiali e risulta semplice il processo di 

campionamento. Nonostante ciò, la miscelazione non è ideale che ci potrebbe essere una 

formazione di biofilm non uniforme in tutti i coupons. 

 

 Reattore a cilindri concentrici: è un sistema continuo composto da 4 cilindri ruotanti e 4 

camere dei cilindri stazionarie. Come il precedente, l’utilizzo maggiore è destinato al 

controllo delle acque. Il flusso all’interno è mantenuto costante grazie a delle pompe esterne 

al reattore. La velocità di agitazione 

viene controllata e mantenuta costante 

mediante un motore (Figura 11). Tale 

reattore è vantaggioso perché permette di 

testare differenti condizioni di flusso allo 

stesso tempo. Tuttavia, può essere 

impiegato un solo materiale alla volta e la 

superficie di crescita del biofilm è limitata. Inoltre il processo di campionamento è difficile. 

 

 

Figura10: schema del reattore anulare 

Figura11: schema del reattore a cilindri concentrici 
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 Reattore Propella
®
: questo strumento è un reattore 

in batch, ma non presenta la fase continua. È 

formato da un cilindro esterno nel quale si 

applicano i coupons e da uno interno, il quale serve 

a modulare il flusso del brodo colturale. Nella parte 

superiore del cilindro si applica il coperchio, 

questo presenta un foro centrale per il passaggio di 

una pala, azionata mediante un motore elettrico, 

che manterrà il flusso costante mediante lo schema ( Figura 12). Questa tipologia di reattore 

ha il vantaggio di controllare le condizioni del flusso e permette sempre lo studio simultaneo 

di materiali diversi all’interno di una sola analisi. Inoltre c’è un facile controllo delle 

condizioni del flusso. Nonostante questo, comunque, c’è sempre il problema della poca 

superficie sulla quale cresce il biofilm. 

 

 Sistema in celle a flusso: questo sistema è composto da un 

segmento di condotto dove i coupon vengono inseriti nella 

parete interna, la quale permette un campionamento del 

biofilm nel tempo senza modificare o arrestare il flusso 

(Figura 13). Inoltre permette di analizzare materiali 

differenti durante la stessa analisi. Come punti a sfavore 

sono in comune con quelli del CBR, ovvero la mancanza 

di una superficie adeguata per la crescita del biofilm e la 

superficie piana dei coupon non rispecchia i valori della 

realtà. 

 

 Reattore a disco rotante: consiste in un serbatoio di vetro, nel quale viene inserito un disco 

sul quale vengono adesi i coupon per la crescita del biofilm e quindi, come vantaggio, si 

riesce a studiare diversi 

materiali in una singola 

analisi. La parte inferiore 

del disco contiene una barra 

magnetica, che serve per 

mantenere l’agitazione 

come per il CBR (Figura 14). Lo svantaggio è sempre la superficie piana dei coupon.  

Figura12: schema del reattore Propella® 

Figura13: schema del sistema in celle 

a flusso 

Figura14: schema del reattore a disco rotante 
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3.5. Gestione della qualità per il CDC Biofilm Reactor 

Per garantire una corretta gestione ed utilizzo del CDC Biofilm Reactor, è bene mettere per iscritto 

la sua futura funzione all’interno del laboratorio di ispezione degli alimenti (Dipartimento MAPS) 

che ha in atto un processo di armonizzazione delle documentazioni nell’ottica dei sistemi di 

gestione qualità. 

Difatti, per cercare di inserire un piano della gestione della qualità, nel capitolo che segue si vuole 

introdurre il concetto di qualità, la sua importanza e come si può apportare il concetto all’interno di 

un analisi di routine.  
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4. I DOCUMENTI PER LA QUALITÀ 

Qualità: è un vocabolo che facilmente viene citato da tante persone in una giornata qualsiasi. Il 

termine stesso fa richiamare al prodotto che acquistiamo e tutti si chiedono alla fine se ciò che si 

compra sia o non sia di qualità. Ma cosa significa precisamente un “prodotto di qualità”? 

All’interno del vocabolario della lingua italiana, qualità sta ad indicare “un insieme di elementi 

materiali che definiscono la natura di qualcuno o di qualcosa e ne permettono la valutazione” 

(Zingarelli, 2000) o, più precisamente, è “un’insieme delle caratteristiche di un’entità che 

conferiscono ad essa la capacità di soddisfare esigenze espresse ed implicite” (ISO 8402:1994). 

Negli ultimi anni questo tema ha assunto un’elevata importanza soprattutto per le aziende di diversi 

settori, dove la qualità è diventata sempre più determinante per affermarsi nel mercato e per poter 

essere competitivi. Nel corso degli anni questo concetto e la sua gestione, si è modificato, ampliato 

e, più precisamente, evoluto. Lo stesso vale per il cambiamento delle norme che ne descrivono 

l’applicazione. 

 

4.1. Evoluzione della qualità 

Come detto, il significato della qualità non rimane statico nel tempo, ma si evolve con il mutare del 

mercato e delle esigenze dei clienti. 

Il primo esempio che si riscontra nella storia è nel codice di Hammurabi, XVIII secolo a.C., nel 

quale si descriveva la modalità di costruzione delle case e che se un muratore costruiva male una di 

esse, doveva essere ucciso. Oppure in Cina durante la dinastia Tang in cui si stabiliva che gli 

strumenti di misura dovevano essere controllati ogni anno nel mese di agosto e che potevano essere 

utilizzati solo dopo aver riportato dei sigilli di qualità sulle strumentazioni (Qiupeng J., 2000). 

Con il passare degli anni, precisamente nel Medioevo, si inizia ad apportare un marchio sui prodotti 

in vendita: questo è un indice di come la qualità si stesse evolvendo, perché il marchio identificava 

un produttore e ne fissava le responsabilità della qualità del prodotto. 

Durante la Prima Rivoluzione Industriale ci fu una spinta verso un concetto di qualità ancor più 

formalizzato. Si voleva passare da una produzione rozza, diversificata ed artigianale ad una 

produzione di massa, standardizzata e basata su una manodopera meno costosa, potendo così 

aumentare la produzione grazie anche all’energia termica data dal carbone. I risultati qualitativi 

dipendevano sempre meno dalle capacità dei singoli operatori e sempre di più dalla progettazione e 

dalla formalizzazione dei processi produttivi (Qualità nell’organizzazione) ovvero la suddivisione 

del lavoro (QualitiAmo, 2012). 

Durante gli anni della Prima Guerra Mondiale, la qualità venne messa in secondo piano, perché il 

problema principale era la scarsa quantità di materie prime e l’unico fattore di competitività era il 
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prezzo. Nonostante ciò, si poteva notare lo stesso un concetto di qualità nell’arruolare i soldati per 

la Grande Guerra: in base ai risultati di alcuni test, milioni di persone vennero esaminate, 

selezionate ed assegnate a diversi reparti (Lerner D., 1971).  

Con il giungere degli anni ‘20, si inizia ad introdurre nelle fabbriche alcuni principi di 

organizzazione scientifica di Frederick W. Taylor i quali separano i compiti della programmazione 

da quelli della sua esecuzione, imponendo così la necessità di ricorrere ad un controllo della qualità 

del lavoro degli operai (Taylor F. W., 1975). 

Sempre in questo intervallo di tempo, nacquero i primi metodi statistici per il controllo della qualità, 

proposti da W. A. Shewart, basati sulle visioni dei grafici all’interno delle Carte di Controllo. In 

questo modo si riesce a garantire la conformità del prodotto ed a verificare i punti critici della 

produzione attraverso l’esame dei difetti che si ripetono nel tempo. Si inizia a parlare di ispezione e 

collaudo (Tamburrano E., 1983). L’obiettivo finale è limitare i prodotti non conformi. 

L’evoluzione continua dopo la Seconda Guerra Mondiale. Una feroce crisi colpì tutte le industrie 

mondiali, specie quelle giapponesi
10

. L’obiettivo di tale paese era quello di creare una qualità dei 

processi in grado di ottenere prodotti migliori ad un costo inferiore. In questo modo si cambia 

l’approccio al problema basato non solo sulla rimozione della non qualità, ma anche sulla 

prevenzione degli incidenti attraverso la progettazione e l’applicazione di un Sistema Qualità 

capace di ridurre la possibilità di creare errori. Difatti, dopo questi anni, nacquero diverse 

associazioni che riguardavano la qualità come: Total Quality Control (1945), American Society for 

Quality (1946), Quality Control Research Group (1949). 

Queste associazioni avevano lo scopo di affiancare una specifica organizzativa ad una specifica 

tecnica per migliorarne la qualità, ad esempio come quella dei fornitori. Così nacque 

l’Assicurazione Qualità (QualitiAmo, 2012). Per la prima volta si riconosce che la qualità era il 

risultato di lavori congiunti di tutte le funzioni e ciò che contava era quella dei processi aziendali e 

non più solo quella dei prodotti.  

Sempre durante questi anni, alcuni personaggi molto 

importanti stilarono dei documenti che servirono a migliorarne 

la qualità (Juran J., 1997). Questi sono utilizzati tutt’ora. 

Il primo è il Ciclo di Deming (Figura 15) stilato dal Professor 

Deming; tale ciclo è alla base per stilare un piano di Gestione 

della Qualità e prevede che per avere un miglioramento 

continuo della qualità, ogni azienda deve prima pianificare il 

lavoro da svolgere, definendo un sistema di gestione per la qualità (Plan), poi attuare e far 

                                                             
10 Le industrie giapponesi da sempre erano state leader nel settore della qualità. Prime ad introdurre la filosofia del 

miglioramento continuo e l’istituzione dei circoli della qualità come il Company Wide Quality Control 

Figura 15: schema del ciclo di Deming 
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funzionare tale sistema (Do) e successivamente monitorarlo (Check). Per ultimo bisogna intervenire 

per migliorare il sistema, in caso persista qualche problema (Act) (Tsiouras I., 2005). 

Un altro è il Professor Kaoru Ishikawa, che contribuì a 

stilare nel 1969 il Diagramma di Ishikawa (Figura 16). 

Questo diagramma è chiamato anche “causa-effetto” 

perché è la rappresentazione grafica di tutte le possibili 

cause (manodopera, metodi, materiali, macchine ed 

impianti) di un effetto (o problema); solo una volta 

completato lo schema con tutte le voci si potrà 

comprendere cosa si deve fare per togliere il problema ed 

aumentarne la qualità (fonte QualitiAmo). 

Il passo più importante venne fatto nel 1979, quando si istituì il TC 176 (Comitato Tecnico) 

all’interno dell’ISO
11

. Questo comitato aveva, ed ha tutt’ora, il compito di stilare delle norme 

tecniche riguardanti la gestione della qualità. La prima norma che venne pubblicata nel 1987 fu la 

famiglia delle ISO 9000 (La Rosa S., 2002). 

Tali norme definiscono i requisiti necessari alla realizzazione di un “Sistema  della Qualità”, allo 

scopo di condurre processi aziendali, migliorare l’efficienza della linea produttiva e l’erogazione di 

un servizio, sempre ottenendo il completo soddisfacimento del cliente.  

Una volta emesse le norme, esse possono essere modificate nel tempo in caso di necessità. Difatti, 

negli anni 2000, c’è stata una seconda modifica delle norme ISO 9000 (ISO 9000:2000) dove si è 

introdotto un’importante innovazione rispetto ad una modifica già effettuata nel 1994. Mentre nella 

versione del 1994 la qualità era il risultato di un prodotto e l’attuazione di procedure, con la 

versione del 2000 si è spostata l’attenzione  al sistema ed alla gestione dei processi aziendali 

(Thione L., 2005). In tal senso si parla di “Sistemi di Gestione per la Qualità”. 

La gestione della qualità è l’insieme di tutte le attività realizzate all’interno di una realtà produttiva 

e dal personale impegnato al conseguimento degli obiettivi della politica della qualità. 

 

4.2. Qualità nell’industria alimentare e nei laboratori d’analisi 

La qualità può essere chiamata a soddisfare diverse esigenze dei consumatori: possono essere di 

carattere primario connesse alla tutela di bisogni come la sicurezza e la salute oppure di carattere 

accessorio per soddisfare le esigenze materiali e spirituali (bellezza, durabilità, comfort); può 

esserci anche un carattere economico che riguarda la vendita del prodotto ricavando un profitto. 

                                                             
11 ISO: International Organization for Standardization. È un’organizzazione fondata nel 1947 con sede a Ginevra 

(Svizzera) ed è la responsabile della pubblicazione delle norme tecniche riguardanti la gestione della qualità 

Figura 16: schema del diagramma di 

Hishikawa 
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Difatti, secondo il sociologo Zahn, la Qualità non deve essere stabilita solo tecnologicamente, ma 

deve tener conto anche di requisiti sociali, culturali ed estetici (Zahn E., 1964). 

In tutti i casi la qualità, per il cliente, deve sempre essere misurabile ed i costi associati al suo 

raggiungimento devono essere commisurati ai benefici realmente apportati dalla qualità stessa. 

Naturalmente il concetto di qualità è molto soggettivo, ma se si parla di questo nell’ambito della 

produzione di un prodotto, o di un servizio, tutti vogliono il meglio sotto diversi punti di vista. 

Infatti questo termine, come detto nel paragrafo precedente, viene associato al miglioramento dei 

processi, alla maggiore capacità di innovazione e al miglioramento dei rapporti aziendali, sia interni 

che esterni. Nell’ambito delle Tecnologie Alimentari esistono diverse tipologie di qualità: 

 Q. nutrizionale, interessante in quanto rappresenta la quantità di protidi, lipidi e 

polisaccaridi di un alimento ed è espressa in termini sia quantitativi che qualitativi. 

 Q. organolettica, con la quale si riferisce alle caratteristiche del prodotto come il colore, la 

forma, la consistenza spesso valutate dal consumatore. 

 Q. igienico-sanitaria, ovvero il rispetto di requisiti minimi di legge per quanto riguarda il 

contenuto di microrganismi o di sostanze chimiche. 

 Q. commerciale, interessante per il Tecnologo e si riferisce al packaging ed alla capacità di 

vendita del prodotto. 

 Q. tecnologica, per quanto riguarda la produzione dell’alimento o del servizio. 

 Q. etica, se si tratta di prodotti destinati a particolari tipologie di clienti. 

Tutti questi livelli creano una collaborazione tra loro e tra lo staff di un’impresa, lasciando spazio 

quindi ad una qualità totale dell’azienda. 

La qualità totale di un impresa o di un laboratorio d’analisi può essere gestita mediante regole 

tecniche e norme tecniche. 

Le regole tecniche sono emanate dall’autorità dei Singoli stati o dall’Unione Europea (UE), quindi 

hanno valore giuridico e sono obbligatorie. Un esempio può essere il pacchetto igiene emanato 

dall’UE nel 2002, il quale stabilisce i requisiti essenziali per la sicurezza igienico-sanitaria da 

adottare all’interno delle aziende alimentari. 

Le norme tecniche, invece, sono documenti rilasciati da enti di certificazione e sono facoltative, 

ovvero volontarie da parte dell’azienda. Alcune norme di certificazione sono: ISO (a livello 

mondiale), EN (a livello europeo) ed UNI (a livello nazionale italiano). 

Se le regole tecniche davano una qualità minima da rispettare per avere un alimento conforme, le 

norme tecniche servono per aumentare il valore della qualità, cioè forniscono delle linee guida (più 

o meno specifiche) relative a varie attività al fine di ottenere il miglior risultato in un determinato 

contesto. 
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Per questo motivo l’aspetto più importante di tutte le norme di certificazione sono i Sistemi di 

Gestione della Qualità. 

 

4.3. Sistema di Gestione della qualità 

Il sistema di gestione della qualità (SGQ) è uno strumento utilizzato volontariamente dalle aziende. 

Il suo obiettivo è quello di dare misurabilità alla qualità del lavoro nelle aziende e di generare nei 

clienti (sia esterni che interni) sufficiente fiducia sulla capacità dell’azienda di soddisfare i loro 

bisogni (Kramer e Cantoni, 2011). 

Il SGQ è rappresentato in un insieme di procedure ed istruzioni, gestite da persone che fanno 

interagire tra loro conoscenze tecnologiche e strategiche, con l’obiettivo finale di migliorare la 

soddisfazione del cliente. Può essere visto anche come una catena ad anelli, dove ogni anello 

corrisponde ad un attore dell’azienda; se un solo anello si stacca, allora si trascina dietro tutto il 

resto della catena (Martinelli, 2002). 

La norma più importante relativa al SGQ è la famiglia delle ISO 9000, da cui il titolo “Sistemi Per 

la Gestione della Qualità”. Essa è suddivisa in diverse norme: 

 ISO 9000; definisce i termini ed i principi chiave. 

 ISO 9001 (recentemente aggiornata a ISO 9001:2015)
12

; riguardante i requisiti dei sistemi di 

gestione qualità riguardanti la produzione, l’installazione e l’assistenza tecnica. 

 ISO 9004:2000; riguardante le linee guida per la valutazione dell’efficacia e efficienza dei 

sistemi di gestione della qualità. 

Secondo la norma ISO 9001, tutti i documenti necessari a comporre il sistema di gestione della 

qualità possono essere raggruppati in una “Piramide della Qualità” (Figura 17), la quale è suddivisa 

in diversi livelli. 

                                                             
12 Per la presa visione della revisione ISO 9001:2015 c’è un tempo di 3 anni. Per questo motivo questo lavoro prende in 

considerazione la ISO 9001:2008. 

Figura 17: Piramide della Qualità 
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4.3.1. Manuale della qualità 

Questa parte rientra nel primo livello, il più importante. È il documento base di tutto il Sistema, nel 

quale si descrivono i criteri generali organizzativi e le politiche dell’azienda. 

Più importante del contenuto, è la forma con cui si scrive il manuale. Difatti, il problema maggiore 

che si può trovare, non sta nel tipo di informazione data, ma bensì nel modo in cui viene scambiata. 

Da qui si nota l’importanza di dotare il manuale di un valido supporto di documenti, che siano in 

grado di trasportare e consegnare efficacemente informazioni e dati (Michielli e Moretti, 2005). 

Il manuale serve come riferimento per l’esecuzione delle attività, per la verifica della corretta 

applicazione delle procedure e per l’addestramento del personale (Benignetti F., 2012). 

Il Manuale della Qualità, e tutte le sue parti che seguiranno, devono essere verificate dal 

responsabile e successivamente approvate dal direttore del laboratorio. Inoltre le copie del MQ 

devono essere distribuite in un numero appropriato per soddisfare le esigenze del laboratorio 

(Cabras e Tuberoso, 2014). 

Esso deve contenere: 

 Le politiche della qualità dell’azienda redatte dall’alta direzione, definendo così gli obiettivi 

generali i quali devono essere quantificabili; 

 L’organizzazione, ovvero nominare un responsabile per tutte le mansioni e definirle in un 

organigramma; 

 Le prescrizioni e descrizioni del sistema, con una struttura simile alla seguente (Tabella 2). 

 

 Manuale della Qualità Pagina .. di .. 

MQ n°.. Rev. .. 

1- Titolo del documento 

2- Scopo e campo d’applicazione del manuale 

3- Presentazione della società/azienda/laboratorio 

4- Riferimenti normativi 

5- Terminologia e abbreviazioni 

6- Dichiarazione della responsabilità 

7- Allegati 

Preparato Data Verificato Data Approvato Data 

Nome Cognome  Nome Cognome  Nome Cognome  

Tabella 2: esempio d'impostazione di un Manuale di Qualità 
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Di seguito, si descrivono in breve le diverse voci presenti nel manuale (Barbarino F., 2001 ): 

 Titolo del documento. Deve introdurre in generale il campo d’applicazione del Manuale. 

 Scopo e campo d’applicazione del manuale. Inserire il motivo per il quale si è istituito un 

Manuale per la Qualità e in che ambiti si può applicare. Introdurre anche gli obiettivi del 

Manuale. 

 Presentazione della società/azienda/laboratorio. In questa parte si può descrivere la storia 

dell’azienda, le caratteristiche dei prodotti o servizi offerti, la tipologia di clientela. 

 Riferimenti normativi. Il Manuale della Qualità si riferisce alla ISO 9001:2008, ma si 

possono inserire tutti gli altri riferimenti normativi presi in considerazione (ad esempio il D. 

Lgs. 81/08 “Testo unico sulla salute e sicurezza sul lavoro”). 

 Terminologia e abbreviazioni. Introdurre per iscritto tutte le definizioni specifiche 

all’interno del Manuale e tutte le abbreviazioni presenti. 

 Dichiarazione della responsabilità. Definire in ogni settore tutte le mansioni presenti e 

nominare un responsabile per ognuna di esse. La responsabilità deve essere espressa 

attraverso una “Lista di Distribuzione” ed un organigramma allegato alla fine del Manuale. 

 Allegati. Si devono riportare tutti i documenti allegati al Manuale; quindi le procedure, le 

istruzioni e i moduli di registrazione. Meglio se si effettua un indice di tutti i documenti 

allegati riportando tipologia del documento, titolo e data di emissione. 

 

4.3.2. Procedure della qualità 

Le Procedure Operative Standard (SOP) fanno parte del secondo livello e sono contenute nel MQ. 

Esse sono disposizioni scritte che disciplinano le attività al fine di coordinare le azioni ed a 

garantire la fabbricazione di un prodotto di qualità o la gestione di un servizio, integrando così il 

Manuale della Qualità. Sono necessarie quando una loro assenza può costituire un aspetto critico 

per il controllo della qualità di un processo (Michielli e Moretti, 2005). 

Si possono distinguere diverse tipologie di procedure (Thione L., 2005): 

 P. di prodotto: nella quale è rappresentato un processo tecnico relativo alla gestione di un 

prodotto specifico definendone i responsabili. 

 P. di lavoro: nella quale è rappresentato un processo tecnico relativo alla gestione di 

un’unità organizzativa, definendone i responsabili. 

 P. organizzativa: nella quale viene rappresentato un intero processo aziendale. 

In tutti i casi, esse devono essere: elastiche nel caso si deva apportare variazioni, sintetiche per non 

recare confusione e comprensibili dalla tipologia di lettori a cui sarà destinata. 
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In sintesi, questa tipologia di documento deve essere costruita in un modo ben definito e deve 

contenere delle parti fondamentali (Tabella 3): 

 

 Procedura Operativa Standard Pagina .. di .. 

SOP n°.. Rev. .. 

1- Titolo del documento 

2- Scopo e campo d’applicazione 

3- Responsabilità 

4- Riferimenti normativi 

5- Definizioni e abbreviazioni 

6- Materiale ed attrezzature 

7- Modalità d’esecuzione 

8- Prescrizioni di sicurezza 

9- Allegati 

Preparato Data Verificato Data Approvato Data 

Nome Cognome  Nome Cognome  Nome Cognome  

Tabella 3: esempio d’impostazione e contenuti di una Procedura Operativa Standard 

 

4.3.3. Istruzioni della qualità 

Le Istruzioni Operative (IO), appartenenti al terzo livello, possono essere citate all’interno delle 

procedure. La forma è molto simile a quest’ultime, ma più specifiche. Cioè sono delle disposizioni 

scritte che specificano e/o descrivono le modalità di esecuzione di un’attività ben precisa 

(Benignetti F., 2012). 

In tali istruzioni, vengono indicati anche i metodi, le apparecchiature, i materiali e la sequenza delle 

operazioni da seguire. 

 

4.3.4. Schede di registrazione 

Ultimo, ma non per la poca importanza, l’aspetto della gestione qualità tratta delle Schede di 

Registrazione (SR). Tali tabelle sono ad uso essenzialmente operativo e per qualsiasi attività (vedi a 

titolo d’esempio SR a pagina 62-65). La documentazione tecnica contiene tutti i risultati ottenuti 

seguendo le procedure e le istruzioni stilate in precedenza. 

I documenti di registrazione della qualità vanno conservati ed archiviati per dimostrare la 

conformità ai requisiti specificati e l’efficace applicazione del SGQ (Michielli e Moretti, 2005). 
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4.4. Come scrivere una SOP 

Di tutto il SGQ, la parte fondamentale è la stesura delle SOP. Sono dei documenti che si applicano a 

tutto il lavoro di un azienda o di un laboratorio, se falliscono le procedure allora fallisce tutto il 

sistema. 

Prima di iniziare a scrivere una procedura, bisogna considerare alcuni fattori e prendere delle 

decisioni a priori (Zambuto A., 2012). 

 

4.4.1. Formattazione 

Innanzitutto bisogna formattare la procedura, ovvero stabilire il metodo di scrittura: si può utilizzare 

un'altra SOP presente nell’azienda come riferimento oppure, se questo non è possibile,  formattarla 

partendo da zero. Esistono diversi tipologie di formattazioni (Landi L., 2001): 

 Formato semplice: utilizzato per operazioni brevi, di routine e con pochi risultati che si 

concludono velocemente. Devono essere presenti comunque le linee guida di sicurezza. 

 Formato gerarchico: usato per SOP più lunghe, le quali prevedano decisioni da prendere e 

chiarimenti con termologie apposite. 

 Formato a diagramma di flusso: se una procedura è una mappa molto complicata e prevede 

molti risultati possibili. 

Una volta scelto il formato da apportare, bisogna considerare il lessico che si userà in base alla 

destinazione della procedura. I lettori sono del settore? Conoscono la terminologia? Il linguaggio è 

appropriato? Queste sono alcune delle domande da farsi per stabilire il linguaggio appropriato. 

La terminologia da utilizzare è importante perché è uno dei fattori di successo della procedura, il 

successo serve per: 

 Assicurare che gli standard normativi siano rispettati; 

 Assicurare la sicurezza; 

 Prevenire gli errori; 

 Assicurare che la procedura non abbia un impatto negativo con l’ambiente. 

 

4.4.2. Stesura 

A questo punto si può iniziare a scrivere la procedura, in base ad alcuni elementi caratteristici di 

tutte le SOP: 

 Pagina di copertina: che deve contenere titolo, numero identificativo della procedura e della 

revisione, lista di distribuzione, data di emissione e firme dei responsabili. 

 Tavola dei contenuti: si tratta del corpo della procedura, in cui si descrive tutta la 

metodologia, le prescrizioni e le responsabilità. 
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 Riferimenti: si deve inserire ogni riferimento citato e significativo per l’adempimento della 

SOP, inoltre alla fine bisogna segnalare ed allegare tutte le parti utili alla comprensione della 

procedura come istruzioni, SR, schede tecniche (ad esempio di prodotti di sanitizzazione). 

All’interno della tavola dei contenuti, l’impostazione dello scritto è generale e libera, senza vincoli 

di legge. D'altronde ci sono degli argomenti che devono essere presenti per avere una procedura 

accettabile: 

 Scopo e campo d’applicazione: descrive la proposta del procedimento, i suoi limiti e come 

deve essere utilizzata. 

 Responsabilità: attraverso una lista di distribuzione si fissano le responsabilità al personale 

addetto, a tali persone verrà poi rilasciata una copia del documento. 

 Definizioni e terminologia: si indicano gli acronimi e le abbreviazioni utilizzate nella SOP, 

le definizioni di termini specifici e/o scientifici. 

 Strumenti e forniture: elenco di tutte le strumentazioni ed attrezzature necessarie alla SOP, 

in caso di attrezzature complesse ci si può allegare un’istruzione operativa. 

 Modalità d’esecuzione: cuore del documento. Presenta una lista di tutte le tappe da seguire, 

includendo gli strumenti necessari. 

 Avvertenze ed interferenze: sezione per la risoluzione dei problemi che si riscontrano più 

volte nel tempo; indicare quali possono essere le sostanze o fattori in grado il alterare il 

metodo o i risultati dell’analisi. 

 Prescrizioni di sicurezza: indicano le accortezze da adottare per svolgere un lavoro sicuro.  

 

Il contenuto di questi punti deve essere conciso, di facile lettura e comprensione. Inoltre ogni pagina 

deve avere dei riferimenti quali: logo dell’azienda, titolo, codice di identificazione, numero di 

revisione, numero di pagina, data e firma dei responsabili (Tabella 4). 

 

 

Procedura Operativa Standard Pagina .. di .. 

SOP n°.. Rev. .. 

Tabella 4: esempio d'impostazione di tutte le pagine della SOP 

 

4.4.3. Verifica ed Approvazione 

Una volta terminata la compilazione di tutte le parti, la procedura deve essere verificata e 

successivamente approvata. 
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Prima di mandare la procedura alla verifica, è bene che sia testata, ovvero che venga svolta la 

metodologia in oggetto per controllare di aver compreso tutti i punti e per verificare che non ci 

siano parti dubbiose. 

Terminata questa fase, può essere mandata alla verifica. Per verifica si intende un attività di 

controllo dell’adeguatezza metodologica del documento rispetto alle regole di qualità stabilite per la 

corretta gestione e stesura della documentazione. Tale responsabilità, in genere, viene affidata al 

Referente Qualità. 

Successivamente, dopo la verifica, il documento viene mandato per l’approvazione da parte del 

Responsabile di Qualità, ovvero un controllo dal punto di vista organizzativo e professionale 

(Parma A., 2009). 

Tutti i passaggi di preparazione, verifica ed approvazione devono essere datati e riportati nella 

prima pagina della procedura mediante una tabella riportata sotto (Tabella 5) recando inoltre la 

firma dei responsabili della funzione. 

 

Preparato Data Verificato Data Approvato Data 

Nome Cognome  Nome Cognome  Nome Cognome  

Tabella 5: esempio d'impostazione della verifica e approvazione della SOP 

Una volta approvata, la procedura deve essere disponibile per tutti i dipendenti in quanto serve 

all’interno del laboratorio o dell’azienda. 
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5. MATERIALI E METODI 

Recentemente l’Università degli Studi di Padova ha acquistato una strumentazione in grado di 

sviluppare il biofilm in modo controllato. Come anticipato nel terzo capitolo, il CDC Biofilm 

Reactor, serve a valutare l’efficacia di una sanitizzazione all’interno di una struttura alimentare e/o 

valutare la formazione di biofilm su materiali differenti. 

Volendo introdurre, inoltre, un Sistema di Gestione Qualità all’interno del laboratorio di ispezione 

degli alimenti (Responsabile Prof. Valerio Giaccone), tale elaborato è iniziato con l’idea di 

attribuire una Procedura Operativa Standard allo strumento in considerazione, cercando di avere un 

sistema di gestione organizzato con lo scopo di definire il lavoro da svolgere, prevenire errori, 

formare i collaboratori ed i dipendenti, ottenere la riproducibilità delle attività e delimitare in modo 

chiaro le responsabilità. 

 “Definire il lavoro da svolgere” consiste nel descrivere tutte le parti dell’analisi e creare un flusso 

continuo di informazioni da svolgere, tale punto serve per “prevenire errori” che potrebbero 

accadere se non si avesse un manuale da seguire e per “ottenere una riproducibilità dell’analisi” 

quindi avere sempre dei dati uniformi in tutte le analisi che si effettuano. Il punto più importante è 

“formare i collaboratori ed i dipendenti”; ciò serve per informare tutto il personale dell’esistenza 

della procedura e della sua importanza a seguirla. 

 

5.1. Materiali 

L’elaborato inizia attraverso una ricerca bibliografica di dati e informazioni generali riguardanti il 

CDC Biofilm Reactor e tutta la strumentazione accessoria al macchinario stesso (pompa peristaltica, 

sonicatore e provette di conservazione dei batteri), focalizzandosi sulla raccolta accurata di tutti i 

dettagli del processo. 

Sono stati presi in considerazione diversi manuali che utilizzano già il CBR da diversi anni. In 

primis il manuale d’utilizzo “CDC Biofilm Reactor Operator’s Manual” della ditta costruttrice 

“BioSurface Technologies Corporation” con sede nel Montana (CA) nel quale si descrive lo 

strumento e tutte le sue parti, precisando le diversi fasi di montaggio e dell’analisi stessa. 

Come secondo documento è stato utilizzato la SOP “Standard Operating Procedure for Growing a 

Pseudomonas aeruginosa Biofilm using the CDC Biofilm Reactor” redatta da “US Environmental 

Protection Agency Office of Pesticide Programs” nella versione del 2011 e la successiva revisione  

di giugno 2013 (US Environmental, 2013). Tali documenti sono stati necessari per prendere 

informazioni utili ad intraprendere la stesura della SOP n°1 “Procedura per la crescita di biofilm di 

Pseudomonas spp. sfruttando il CDC Biofilm Reactor”. 
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Durante l’analisi, oltre al CBR, è necessario utilizzare altri strumentazioni specifiche, come la 

pompa peristaltica, il sonicatore e il sistema di conservazione dei batteri (Microbank). Per facilitare 

la loro comprensione è stato necessario stilare delle Istruzioni Operative (IO) nelle quali si 

descrivono le indicazioni di sicurezza per tutto il personale addetto, la nomenclatura delle parti e le 

indicazioni per il loro utilizzo. Per lo svolgimento della IO n°1 “Istruzione Operativa per l’utilizzo 

della pompa PD 5001” è stato utilizzato il manuale della ditta Heidolph. Per la IO n°2 “Istruzione 

Operativa per l’utilizzo del sonicatore HD 2070” è stato utilizzato il manuale “Operating 

Instructions” redatto dalla ditta costruttrice “Bandelin electronic”. Ultima istruzione ad essere 

compilata è stata la IO n°3 “Istruzione Operativa per l’utilizzo delle Microbank” e sono state 

utilizzate le istruzioni redatte dalla ditta costruttrice “Pro-Lab Diagnostics”. 

 

5.2. Metodi 

Il metodo di scrittura di tutti i lavori riportanti nel capitolo “Risultati”, si è basato sulla ISO 

9001:2008. Nonostante la nuova revisione ISO 9001:2015, questo lavoro prende in considerazione 

la versione precedente (del 2008) innanzitutto perché la nuova versione non era ancora disponibile 

al momento della stesura della tesi ed inoltre perché c’è un tempo di 3 anni di presa visione della 

nuova versione, quindi fino al 2018 si può ancora applicare la versione del 2008. 

 

5.2.1. Redazione della SOP 

La Procedura Operativa Standard è il punto focale di tutto il lavoro. La sua stesura è uno strumento 

che permette di comunicare le modalità d’esecuzione dell’analisi, perciò è indispensabile chiarirne 

l’obiettivo, rendere comprensibili i comportamenti idonei per la tutela della salute e prevenire gli 

infortuni, rendere trasparente il sistema di responsabilità e garantire la disponibilità in forma 

aggiornata della procedura a tutti i soggetti interessati. 

La procedura che si descriverà a breve, fa parte della classe “procedure di lavoro”, ovvero è relativa 

alla descrizione di un processo tecnico relativo alla gestione di un’unità organizzativa. Nello 

specifico, si descrive il funzionamento del CDC Biofilm Reactor per uso esclusivo di crescita di 

biofilm di Pseudomonas spp., tale concetto sarà poi lo scopo della procedura. 

Per la stesura, si è scelto un formato semplice, in quanto l’analisi in oggetto risulta semplice e 

produce pochi risultati facilmente comprensibili. Il lessico è specifico per un lettore specializzato in 

analisi microbiologiche, in quanto la procedura si troverà esclusivamente all’interno di un 

laboratorio d’analisi. 

Oltre alle parti fondamentali descritte precedentemente nel paragrafo 4.3.2., si è voluto 

incrementare le parti della procedura per renderla più comprensibile. 
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Oltre allo scopo precedentemente descritto, si è introdotto delle parti generiche che permettono una 

migliore gestione della qualità del CDC Biofilm Reactor. 

Le parti in oggetto sono: 

 Campo d’applicazione. In questo modo si specifica in quale ambito verrà utilizzata la 

procedura, definendo i microrganismi campioni utilizzati e il motivo del loro utilizzo. 

 Riferimenti. Si sono introdotti tutti i riferimenti, sia legislativi che tecnici, utilizzati per la 

stesura della SOP in modo tale da garantire affidabilità di quanto scritto. 

 Definizioni ed abbreviazioni. Per semplificare la lettura di una procedura, si immettono 

all’interno del testo delle abbreviazioni. In questo modo si evita di ripetere la stessa parola 

più volte all’interno di una frase. Questo paragrafo serve per comprendere tali abbreviazioni 

e per spiegare alcune parole specifiche della materia in oggetto. 

 Formazione del personale. Per evitare un uso inappropriato sia della procedura che dello 

strumento stesso, è bene garantire che tutto il personale sia a conoscenza di come 

interpretare la procedura, per questo si è stilata la SR n°02 (vedi paragrafo 5.2.2.). 

 Salute e sicurezza. Utilizzando il CBR si entra in contatto con materiale biologico; alcuni 

batteri utilizzati possono essere patogeni come ad esempio P. aeruginosa, in questo caso il 

personale deve seguire le regole di laboratorio per quanto riguarda la loro sicurezza. 

 Controllo qualità. Tale paragrafo serve per garantire una qualità continua dell’analisi e per 

ottenere dei risultati affidabili e che rappresentino la realtà. 

 Dati non conformi. Nel caso che il controllo qualità risulti negativo, il personale deve 

segnalarlo e motivarlo. In questo caso è stata stilata la SR n°01 e la SR n°03. 

 

Successivamente si è passati a descrivere la parte specifica dell’analisi, riguardante la preparazione 

dello strumento e la formazione di biofilm di Pseudomonas spp. 

Prima di iniziare una qualsiasi analisi, è bene calibrare lo strumento e definire all’inizio le possibili 

interferenze che si potrebbero presentare durante l’analisi. 

 Calibrazione dello strumento. Serve per confermare alcuni valori necessari a garantire una 

corretta analisi, i quali serviranno alla fine per calcolare la quantità espressa in CFU di 

batteri formatasi nei coupon. Visto che si deve calibrare strumentazioni terze al CBR, si  è 

resa necessaria la stesura della IO n°01 (vedi paragrafo 5.2.3.). 

 Possibili interferenze. Durante un’analisi può capitare spesso si trovarsi davanti ad un 

problema e si deve intervenire tempestivamente e spesso improvvisando. Questo paragrafo 

serve a prevenire problemi riscontrati più volte, descrivendoli in maniera generale, affinché 

vengano ridotti nel tempo garantendo così un’analisi corretta. 
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A questo punto è bene anticipare tutte le strumentazioni necessarie per svolgere l’analisi. 

 Attrezzature e materiali. Per svolgere al meglio una procedura, è bene prepararsi in anticipo 

tutto il materiale occorrente. In questo paragrafo, appunto, si devono elencare tutte le 

attrezzature descrivendone la composizione, le grandezze e, se necessari, inserire degli 

accorgimenti da apportare in caso di bisogno. 

 

Dopo di ché, si può passare a stilare la parte centrale della procedura, ovvero la parte relativa 

all’analisi. 

 Procedura ed analisi. In questa parte si è voluto descrivere la sequenza di tutte le attività 

necessarie a soddisfare il raggiungimento dell’obiettivo, evidenziando le interfacce. La 

stesura è iniziata rispondendo alle domande: chi, cosa, come e perché. È bene descrivere in 

modo chiaro ed attento tutte le parti, dall’inizio fino alla pulizia del macchinario, altrimenti 

c’è il rischio di interpretare male la procedura ed ottenere risultati che non simulano la 

realtà. 

 

Dal momento in cui si ottengono i risultati, essi devono essere interpretati e raccolti in una banca 

dati o in un registro per essere conservati e disponibili per futuri controlli. 

 Gestione dei dati. Per quanto riguarda i risultati ottenuti nella SOP decritta in questo lavoro, 

si è deciso di raccogliere i dati mediante la stesura di una SR n°04. 

 

L’ultimo punto si riferisce agli allegati di riferimento alla procedura. 

 Moduli e schede tecniche. Come sopra accennato, in alcuni punti si è visto indispensabile 

stilare dei documenti aggiuntivi oltre alla SOP. In questo paragrafo, infatti, sono state 

inserite tutte le IO e le SR che si nominano all’interno della procedura. Inoltre, visto che si 

utilizza un prodotto chimico per la pulizia del CDC Biofilm Reactor, è stata inserita come 

allegato anche la scheda tecnica del prodotto disinfettante per garantire una migliore 

sicurezza durante il lavoro e per informare dei possibili rischi che si possono incontrare a 

causa di un cattivo utilizzo. 

 

La procedura presentata in questo lavoro presenta la dicitura Rev. 2. Questo perché durante la 

stesura della suddetta procedura sono state effettuate delle modifiche riguardante l’analisi del 

metodo microbiologico in quanto si è aggiunto un terreno di crescita. Inoltre è stato modificato la 

metodologia di registrazione dei risultati che si ottengono alla fine dell’analisi mediante la SR n°04: 

Scheda di Registrazione di controllo dei batteri produttori di biofilm. 
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5.2.2. Redazione delle Schede di Registrazione (SR) 

Per facilitare la comprensione della SOP è stato necessario stabilire delle Schede di Registrazione, 

nelle quali vengono registrate diverse attività in base alla tipologia di scheda che si sta utilizzando. 

 SR n°01. Questa scheda di registrazione è stata stilata per registrare tutte le non conformità 

che si possono presentare durante o alla fine dell’analisi con il CDC Biofilm Reactor. In 

questa scheda si deve compilare il tipo di non conformità che si è presentata durante o alla 

fine dell’analisi, le motivazioni e/o osservazioni riguardanti la non conformità e le 

conseguenti azioni correttive apportate per in modo tale da trasformare la non conformità in 

conformità. 

 SR n°02. Questa scheda di registrazione si riferisce all’addestramento del personale, ovvero 

a tutte quelle azioni che riguardano la formazione del personale in merito a modifiche, 

novità o cancellazioni di certe analisi. Si devono inserire i vari relatori ed i dipendenti 

presenti alla riunione di formazione, evidenziando gli argomenti trattati. In questo modo si 

attesta e si registra tutti i cambiamenti apportati in un laboratorio o in un’azienda. 

 SR n°03. In tale scheda si devono inserire tutte le azioni correttive apportare in base alla SR 

n°01. Più importante è apportare la firma del responsabile che attesti l’avvenuta 

manutenzione dell’attrezzatura. 

 SR n°04. Questa scheda è la più importante perché riguarda la registrazione dei risultati 

ottenuti alla fine dell’analisi. Si deve riportare tutti i dati relativi al microrganismo utilizzato 

nell’analisi e le caratteristiche dell’ambiente circostante (Tempo, Temperatura, ecc.). 

L’importante è nominare e classificare tutti i campioni. 

 

Tutte le SR sono state stilate con un’impostazione generale sia per quanto riguarda l’intestazione 

(Tabella 6), sia per quanto riguarda le firme (Tabella 7) perché anche questa tipologia di 

documento, come per le procedure, deve essere verificato e approvato dal Responsabile della 

Qualità. 

 

 
Scheda di Registrazione Pagina .. di .. 

SR n° .. Rev. .. 

Tabella 6: impostazione dell'intestazione delle SR 

Preparato Data Verificato Data Approvato Data 

Mattia Ghirardello  Leonardo Alberghini  Valerio Giaccone  

Tabella 7: impostazione della verifica e approvazione delle SR 
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5.2.3. Redazione della IO n°01 

La pompa peristaltica utilizzata in questa analisi serve per avere un flusso continuo di nutrienti per 

diverse ore da apportare al’interno del CDC Biofilm Reactor. Tale macchinario prevede delle fasi 

iniziali di calibrazione e fasi successive di controllo del flusso e di manutenzione. Per semplificare e 

rendere ordine a tutte le fasi, si è resa necessaria la stesura di questa Istruzione Operativa. 

In primis è stato preso in esame il manuale d’utilizzo originale proveniente dalla ditta costruttrice 

della pompa. Successivamente si sono controllati tutte le attrezzature che si useranno per questa 

tipologia di analisi come ad esempio il diametro dei tubi, il tipo di teste pompa e le cassette dove si 

inseriranno i tubi per i nutrienti. 

Una volta stabilito quale sono le strumentazioni, è iniziata la fase di stesura dell’Istruzione 

Operativa. 

Come primi punti, si è voluto inserire le generalità e le indicazioni di sicurezza, al fine di abbassare 

i rischi durante la manipolazione della pompa. In seguito di descrive il prodotto facendo un elenco 

di tutte le parti necessarie allo svolgimento dell’analisi. Solo dopo queste fasi preliminari si procede 

con le indicazioni per il montaggio e il successivo funzionamento. Come ultimo punto della IO, ma 

non per la poca importanza, si è introdotto un paragrafo riguardante la sua pulizia e manutenzione al 

fine di garantire un utilizzo corretto. 

Anche in questo caso, come per la SOP, si riporta la Rev. 1, in quanto si sono apportate delle 

modifiche riguardanti la traduzione della nomenclatura delle parti, la tipologia di strumentazioni 

necessarie e la metodologia di calibrazione dello strumento stesso. 

 

5.2.4. Redazione della IO n°02 

Il Sonicatore ha la funzione di togliere il biofilm formatasi sui coupon durante la fase di analisi nel 

CDC Biofilm Reactor attraverso degli impulsi ad ultrasuoni. Vista la sua complessità del 

macchinario si è visto indispensabile stilare la IO n°02: Istruzione Operativa per l’utilizzo del 

sonicatore “HD 2070”. 

Innanzitutto c’è stata la presa visione del manuale d’utilizzo “Operating Instructions” redatto dalla 

ditta costruttrice “Bandelin electronic”. Il lavoro è iniziato traducendo il manuale nella lingua usata 

dal personale di servizio nel laboratorio dell’Università di Padova, facilitandone così la 

comprensione. In un secondo tempo è stato stabilito quali saranno le varie attrezzature necessarie al 

fine dell’analisi in oggetto. Solo dopo queste fasi si è passati alla stesura della IO. 

Come per la stesura della IO n°01, anche in questo caso si è iniziato evidenziando le generalità e le 

indicazioni di sicurezza al fine di mantenere una sicurezza elevata sia del personale che del 

laboratorio. Successivamente è stato descritto il macchinario ed elencate tutte le parti del sonicatore, 
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aiutando con delle immagini dello strumento. Solo in seguito si è passati alla fase di montaggio e di 

analisi descrivendo ogni singola fase.  

Medesimamente alla SOP ed alla IO n°01, anche la IO n°02 presenta la dicitura Rev. 1 in quanto in 

fase di verifica si sono apportate delle modifiche per quanto riguarda la fase di traduzione della 

nomenclatura delle parti. 

 

5.2.5. Redazione della IO n°03 

I batteri, se non conservati correttamente, si possono modificare nel tempo andando incontro a 

cambiamenti nella forma attraverso l’evoluzione. Per questa tipologia di analisi utilizzando il CDC 

Biofilm Reactor, è indispensabile avere sempre una cultura pura che non presenti modifiche a causa 

del tempo trascorso tra un analisi e l’altra. 

Per questo motivo è stata stilata la IO n°03: Istruzione Operativa per l’utilizzo delle Microbank. 

Le Microbank sono dei mezzi per garantire la conservazioni dei batteri a bassa temperatura (-70°C), 

in modo tale da avere sempre a disposizione delle culture pure. 

Innanzitutto c’è stata la presa visione delle istruzioni redatte dalla ditta costruttrice “Pro-Lab 

Diagnostics”. Successivamente tradotte nella lingua dei tecnici di laboratorio per poi stilare la IO. 

Come per le altre IO, anche in quest’ultima si è descritto all’inizio la generalità dello strumento e la 

sua descrizione, mettendo così a conoscenza il personale del laboratorio. Poi sono state introdotte le 

indicazioni di sicurezza da mantenere durante la manipolazione delle provette, perché in esse 

possono essere contenuti batteri potenzialmente pericolosi e/o patogeni per l’uomo. Solo dopo 

questa fase preliminare è stata descritta la metodologia per il loro utilizzo e la loro conservazione. 

Questa IO presenta la dicitura Rev. 0 perché in fase di verifica non sono state viste né lacune né 

parti dubbiose per quanto riguarda la spiegazione sull’utilizzo. 
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 RISULTATI 

 

Nella pagina che segue si riportano i vari lavori che si sono effettuati nel lavoro di tesi per 

introdurre un piano di Gestione della Qualità per quanto riguarda il CDC Biofilm Reactor. 

In ordine si riportano: 

 SOP n°01: Procedura per la crescita di biofilm di Pseudomonas spp. sfruttando il CDC 

Biofilm Reactor. (Pagina 39) 

 IO n°01: Istruzione Operativa per l’utilizzo della pompa “PD 5001”. (Pagina 50) 

 IO n°02: Istruzione Operativa per l’utilizzo del sonicatore “HD 2070”. (Pagina 56) 

 IO n°03: Istruzione Operativa per l’utilizzo delle Microbank. (Pagina 60) 

 SR n°01: Scheda di Registrazione delle non conformità. (Pagina 62) 

 SR n°02: Scheda di Registrazione dell’addestramento del personale. (Pagina63) 

 SR n°03: Scheda di Registrazione della manutenzione delle attrezzature. (Pagina 64) 

 SR n°04: Scheda di Registrazione di controllo dei batteri produttori di biofilm. (Pagina 65) 
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1. Scopo 
La presente procedura riporta una metodologia usata per la crescita di biofilm batterico di 

Pseudomonas spp. utilizzando il CDC Biofilm Reactor; un sistema flessibile che permette la 

crescita del biofilm in modo controllato, in questo modo si può valutare l’efficacia del sistema di 

sanitizzazione di un impresa alimentare o di un laboratorio d’analisi. 

 

2. Campo di applicazione 
Tale procedura è destinata alla produzione di biofilm esclusivamente da Pseudomonas spp. 

attraverso il CDC Biofilm Reactor. La procedura, in ogni caso, può essere interpretata anche per la 

produzione di biofilm da parte di altri microrganismi; tuttavia devono essere presi in considerazione 

alcuni accorgimenti da modificare ad esempio: il nutriente usato, la velocità di mescolamento, il 

tempo di permanenza, ecc. 

 

3. Riferimenti 
- ASTM International, 2012; Standard Test Method for Quantification of Pseudomonas 

aeruginosa Biofilm Grown with High Shear and Continuous Flow Using CDC Biofilm 

Reactor. 

- BioSurface Technologies Corp.; CDC Biofilm Reactor Operator’s Manual. 

- D. Lgs. 81/08 “Testo unico sulla salute e sicurezza sul lavoro”. 

- Kramer J., Cantoni C., 2011; Alimenti, microbiologia e igiene. 

- US Environmental Protection Agency Office of Pesticide Programs, 2013; SOP for 

Growing a Pseudomonas aeruginosa Biofilm using the Biofilm Reactor. 

- Istruzioni Operative n°01: “IO per l’utilizzo della pompa peristaltica PD 5001”. 

- Istruzioni Operative n°02: “IO per l’utilizzo del sonicatore Sonoplus HD 2070”. 

- Istruzioni Operative n°03: “IO per l’utilizzo delle Microbank.” 

 

4. Definizioni e abbreviazioni 
Biofilm: aggregato di cellule microbiche associate ad una superficie ed incluse in una matrice 

polimerica extracellulare da esse prodotta. 

CDC: Centers for Disease Control and Prevention. 

CBR: CDC Biofilm Reactor. 

Coupon: piccole piastre di supporto usate per la crescita di biofilm; possono essere di diversi 

materiali come vetro, ceramica o metallo. 

Fase di flusso continuo: il reattore si trova in una modalità di agitazione continua (CSTR), dove la 

crescita del biofilm è controllata dalla velocità di diluizione. 

Tempo di permanenza: tempo necessario per l’intero volume di scambiarsi una volta durante il 

flusso continuo ed è uguale all’inverso del rapporto di diluizione. Per esempio, un volume operativo 

di 325 ml con una portata di 10,8 ml/min ha un tempo di residenza di 30 minuti. 

SR: scheda di registrazione. 

IO: istruzioni operative. 

M.O.: microrganismo. 

 

5. Formazione del personale 
L’idoneità all’accesso ai laboratori (quindi l’utilizzo dei macchinari e attrezzature) per quanto 

riguarda gli studenti, viene concessa dal Responsabile del Laboratorio o dal Responsabile di 
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Servizio, previo corso di formazione “on-line” sulla piattaforma “moodle” e con il successivo 

rilascio di attestati di partecipazione. 

Ad ogni revisione della suddetta procedura, il Responsabile di Laboratorio deve informare tutto il 

personale sulle modifiche effettuate, ad esempio per mezzo di una riunione. In tal caso si deve 

compilare la SR n°02 “Addestramento del personale”. 

 

6. Salute e Sicurezza 
Tutto il personale fa riferimento al D.Lgs. n°81/08 “Testo Unico sulla Salute e Sicurezza sul 

Lavoro”. I Responsabili devono consultare la scheda tecnica dei prodotti utilizzati per la 

sanitizzazione del CBR, per ottenere una conoscenza sui rischi e pericoli che possono causare. 

In caso di contatto accidentale con tali prodotti, tutto il personale deve consultare la scheda sopra 

citata (punti 4. 5. 6. dell’allegato 1) per riuscire ad agire tempestivamente ed in modo corretto. 

Vista la manodopera di materiale biologico, il personale inoltre è sottoposto ad analisi del sangue 

per assicurare che goda di buona salute. 

 

7. Controllo qualità 
Prima di ogni analisi controllare l’integrità del macchinario e di tutta l’attrezzatura. Controllare la 

qualità dei m.o. e dei terreni usati per l’analisi (principalmente la data di scadenza). 

 

8. Dati non conformi 
In caso di non conformità dei dati, compilare la SR n°01 “Scheda delle non conformità”; in caso di 

non conformità dell’attrezzatura, intervenire tempestivamente alla riparazione e compilare la SR 

n°03 ”Manutenzione delle attrezzature”. 

 

9. Calibrazione dello strumento 
9.1. Confermare il volume operativo del reattore 

9.1.1. Montare completamente il reattore (comprese le aste, i coupon e l’agitatore); 

fissarvi il tubo effluente tenendo chiusa la valvola ed appoggiandovi il tutto in una 

piastra magnetica con una velocità appropriata. 

9.1.2. Togliere un asta e riempire il reattore con acqua, fino a coprire la valvola di scarico. 

9.1.3. Aprire la valvola del tubo effluente in modo tale che il liquido in eccesso fuoriesca 

dal reattore fino a stabilizzarsi sotto la valvola di scarico. Quindi accendere il 

reattore per qualche minuto. 

9.1.4. Spegnere il reattore e versare con cautela l’acqua rimasta nel reattore in un 

recipiente graduato, questa quantità sarà il volume operativo del reattore. 

9.1.5. Usare questo volume operativo per stabilire la giusta portata, la quale farà risultare 

un tempo di permanenza di 30 minuti. 

9.2. Confermare la portata della pompa peristaltica 

9.2.1. Utilizzare la pompa PD 5001 della ditta “Heidolph”. 

9.2.2. Per quanto riguarda il montaggio della pompa e la sua calibrazione, riferirsi alla IO 

n°01 “Istruzioni Operative per l’utilizzo della pompa peristaltica PD 5001”. 

(Vedi paragrafo 13.7.4.). Per questo lavoro, utilizzare la testa pompa SP Quick. 
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10.   Possibili interferenze 
10.1. Deterioramento dei materiali: ispezionare tutte le parti del reattore perché il riutilizzo 

di parti usurate può causare variabilità dei dati ottenuti. È necessario, quindi, cambiare 

spesso i materiali. Per esempio: i tubi e i filtri vanno cambiato dopo 5-6 cicli in 

autoclave. 

10.2. Luce UV (Ultra Violetti): non collocare materiali in plastica o gomma sotto luce UV, 

perché causa una degradazione dei materiali. 

10.3. Velocità di mescolamento: la velocità con cui la sbarra ruota, determina uno stress a 

livello di crescita di biofilm. Lo stesso accrescimento è molto sensibile al 

cambiamento della velocità di mescolamento, per questo deve essere mantenuta 

costante. Se non è costante, può influenzare sulla qualità dei biofilm. 

 

11. Avvertenze 
Utilizzare contenitori per i rifiuti di dimensioni adeguate, questo per evitare la fuoriuscita di 

materiale biologico. Consultare la scheda tecnica (Allegato 1). 

 

12. Attrezzature e Materiali 
12.1. Batteri: Pseudomonas spp. 

12.2. Terreno di crescita 

12.2.1. Tryptic Soy Broth (TSB); è un terreno non specifico adatto alla crescita di diversi 

microrganismi. In questo caso vengono utilizzate tre concentrazioni: 300 mg/L per 

l’inoculo e la fase batch, 40 g/L per preparare un volume totale di 20 L e 100 mg/L 

per le operazioni di CSTR.  

12.2.2. R2A agar; terreno generico per la crescita di Pseudomonas spp. in piastra. 

12.3. Componenti del reattore: 

12.3.1. Beaker in vetro pirex: deve essere autoclavabile, avere una capacità di 1L, un 

diametro di 9,5 ± 0,5 cm e non deve presentare il beccuccio convenzionale. Ai lati è 

presente un apertura di scarico messa al punto tale che la capacità del contenitore 

(una volta aperto lo scarico) sia di 400 ± 20 mL. L’angolo di questa apertura è di 

30-45° per consentire il drenaggio dello scarico. L’apertura deve permettere 

l’entrata di un tubo in silicone con un diametro di 8-11 cm. 

NOTA: le aste e l’agitatore sono in grado di far spostare circa 50mL di liquido. 

Pertanto, il posizionamento dell’apertura sui 400mL, comporta un volume operativo di 

350mL durante il funzionamento del rettore. Per questo motivo bisogna sempre 

convalidare il volume prima del suo utilizzo (vedi paragrafo 9.1). 

12.3.2. Coperchio del reattore: il coperchio in polietilene è dotato di 3 fori che ospitano 3 

tubi d’acciaio inossidabile o altri materiali autoclavabili di 6-8 cm di lunghezza. I 

tubi hanno un diametro di 5-8 mm e servono per l’ingresso dei nutrienti, per i 

ricambi d’aria con filtro (0,2 µm) e per l’inoculazione. Si presenta un ulteriore foro 

centrale di 1,27 cm di diametro, il quale accoglie un tubo di vetro che funge da 

supporto ai componenti dell’agitatore. Sono presenti altre 8 aperture di 1,9 cm di 

diametro, nelle quali vengono inserite le aste di polipropilene contenenti i coupons. 

Nel lato inferiore del coperchio si trova una guarnizione in gomma in grado di 

adattarsi al coperchio e al contenitore. 

12.3.3. Aste in polipropilene: sono presenti 8 aste, ogni asta contiene 3 coupons, i quali 

devono rimanere immersi mentre il reattore è in funzione. Le aste devono essere 
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inserite verticalmente dagli 8 fori presenti nel coperchio e si fermano da sole 

attraverso delle scanalature preformate sul coperchio. 

12.3.4. Coupons: 24 dischetti rimuovibili di diverso materiale (acciaio inossidabile, 

policarbonato, vetro, ecc,) con un diametro di 1,27 cm e un spessore di 3 mm. 

12.3.5. Agitatore: crea un flusso costante all’interno del reattore. Una lama di teflon è 

posizionata all’interno di un supporto di teflon ed è tenuta ferma da un’ancoretta 

magnetica. Il supporto è infilato in un asta di vetro, posizionata dalla parte 

superiore del coperchio del reattore. L’asta di vetro è tenuta in posizione tramite un 

bullone filettato e funge da supporto per l’agitatore in movimento. 

12.4. Taniche: 2 taniche da 20 L autoclavabili, utilizzate per i nutrienti e per lo scarico dal 

reattore. 

12.5. Coperchi delle taniche: 2 coperchi filettati. Un coperchio con 3 accessori per inserire 

diversi tubi: uno per i nutrienti, uno con filtro (0,2 µm) per lo sfiato, uno per iniettare 

TSB concentrato. Un coperchio con 2 accessori per inserire tubi diversi: uno per 

l’ingresso dei rifiuti, uno con filtro (0,2 µm) per lo sfiato. 

12.6. Tubi in silicone: con un diametro interno di 3,2 mm ed esterno di 6,4 mm. Deve essere 

sterilizzabile. 

12.7. Glass flow break: servono per rompere il flusso. Devono essere di dimensioni idonee 

per tubi scelti precedentemente e autoclavabili. 

12.8. Piastra magnetica: deve avere un piatto di almeno 10 ±0,5 cm ed in grado di 

funzionare a 100-200 rpm. 

12.9. Micro pipette: capacità di 0,01 mL; per trasferire le colture. 

12.10. Chiave a brugola: per allentare e fissare le viti. 

12.11. Stick di legno: piccolo bastoncino utilizzato per la rimozione del biofilm dal coupon. 

12.12. Bagnomaria ad ultrasuoni (Sonicatore): qualsiasi vasca in grado di mantenere una 

distribuzione omogenea del suono di 45 kHz e con un volume adeguatamente ampio 

per contenere delle provette di 50 ml. Serve per staccare il biofilm e pulire  le parti del 

reattore. 

12.13. Incubatore: capacità di mantenere una temperatura di 36 ± 1°C, per la crescita di 

Pseudomonas spp. 

12.14. Pompa peristaltica: pompa PD 5001 della ditta “Heipolph”. Vedi IO n°01. 

12.15. Sostegno con morsetto: altezza non inferiore ai 76,2 cm; il morsetto serve per tenere in 

sospensione verticale il glass flow break e stabilizzare i tubi del reattore. 

12.16. Detergente: soluzione per la pulizia concentrata “Micro 90”, per la pulizia dei coupons 

e le parti del reattore. 

 

13. Procedura ed analisi 
Per un corretto funzionamento del sistema e per avere una buona qualità dei risultati, si prevedono 

delle fasi di preparazione prima dell’effettiva analisi. 

13.1. Classificazione delle colture 

13.1.1. I campioni di Pseudomonas vengono classificati con un codice in 2 punti di analisi, 

per migliorare il sistema di gestione. 

13.1.2. All’arrivo i campioni vengono etichettati con un “codice di controllo” (DRDS), il 

codice sarà composto dalla sigla (R) e data di ricezione e dalla sigla (S) e data di 

scadenza. Ad esempio se l’arrivo è il 01-05-2015 e la scadenza è il 06-02-2020, 

allora il codice sarà R01052015S06022020. Poi il campione può essere congelato 
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per un futuro utilizzo. Compilare la SR n°04 “scheda di registrazione di controllo 

dei batteri produttori di biofilm”. 

13.1.3. Una volta iniziata l’analisi, al campione viene attribuito un suffisso al codice di 

controllo per ogni controllo effettuato, per esempio “-BF-A” indica che il campione 

è una coltura per l’analisi di biofilm ed A indica che è il primo trasferimento. Alla 

fine si compila la SR n°04 per avere i risultati dell’intera analisi. 

13.2. Preparazione delle culture 

13.2.1. Congelare i campioni di Pseudomonas spp. all’interno di “Microbank”, in modo 

tale da tenere invariate le caratteristiche dei ceppi durante la conservazione, 

cosicché esse non vengano perse o mutate. Vedi IO n°03. 

13.2.2. Scongelare la provetta, prelevare una sfera ed immergerla in 10 mL di TSB 

(300mg/L), agitare brevemente e incubare a 36°C per 24 ore.  

Per monitorare la coltura, si deve aggiungere il suffisso “-BF-A” al numero di 

riferimento della coltura stoccata; dove l’acronimo BF indica che è una coltura per 

la produzione di biofilm, mentre –A denota che è il primo trasferimento della 

coltura (compilare la SR n°04). 

13.2.3. In una beuta contenente 100mL di TSB (300 mg/L) inoculare 1 mL di coltura 

proveniente dal primo trasferimento. Incubare la beuta in un agitatore continuo 

riscaldato a 36°C con una velocità di 125 RPM (giri al minuto).  

Per monitorare la coltura, si deve aggiungere il suffisso “”-BF-B” al numero di 

riferimento della coltura stoccata, dove l’acronimo BF indica che è una coltura per 

la produzione di biofilm, mentre –B denota che è il secondo trasferimento della 

coltura (compilare la SR n°04). 

13.3. Controllo, pulizia e preparazione dei coupons: dopo ogni utilizzo, i coupons possono 

essere riutilizzati previa una buona pulizia e sterilizzazione. Controllare sempre al 

microscopio (20X) le dimensioni delle graffiature del materiale e la possibile presenza di 

detriti accumulati. 

13.3.1. Per la pulizia posizionare i coupons in una provetta da 50mL contenente una 

soluzione di Micro 90 (concentrazione 1:100), chiudere con il tappo ed immergerle 

in un sonicatore per 30s. 

13.3.2. Sciacquare con H2O2 ed ultrasuoni per intervalli di 30s fino a completa rimozione 

del reagente. 

13.3.3. Una volta puliti, impedire qualsiasi tipo di contaminazione dei coupons. 

13.3.4. Inserire i coupons in ogni foro presente nella parte inferiore delle aste in 

polipropilene e stringere le viti di fissaggio. 

13.3.5. Posizionare le aste nella parte superiore del reattore (non inserirle nei fori del 

coperchio). 

13.4. Preparazione del coperchio 

13.4.1. Girare il coperchio sottosopra per inserire l’asta di vetro, la lama di teflon e 

l’ancoretta magnetica. 

13.4.2. Inserire il coperchio nel reattore, controllando che la guarnizione sia adeguatamente 

adagiata tra il coperchio ed il reattore. 

13.4.3. Collegare il filtro per i ricambi d’aria ad uno dei tubi in acciaio presente nel 

coperchio. 

13.4.4. Introdurre il glass flow break nel tubo dei nutrienti vicino al coperchio. 
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13.5. Sterilizzazione del reattore 

13.5.1. Coprire tutte le estremità dei fori e dei tubi con della carta alluminio. Coprire i fori 

del coperchio del reattore con carta alluminio o con tappi in plastica. 

13.5.2. Sterilizzare con vapore l’interno del reattore vuoto per almeno 20 minuti. 

13.6. Crescita del biofilm “in batch” 

13.6.1. Facendo attenzione che la valvola di scarico sia chiusa, aggiungere asetticamente 

500mL di mezzo di coltura (TSB, 300mg/L) al reattore attraverso la rimozione di 

un’asta in polipropilene. Successivamente re-inserire l’asta. 

13.6.2. Fissare i perni del coperchio al reattore e posizionarlo sulla piastra magnetica. 

13.6.3. Bloccare il flow break in posizione verticale. 

13.6.4. Inoculare nel reattore 1 mL di coltura proveniente dal secondo trasferimento 

attraverso i tubi in acciaio inossidabile presenti nel coperchio. 

13.6.5. Accendere la piastra magnetica con una velocità di 125 RPM. Durante questa fase 

impostare una temperatura di 21°C e una durata di 24 ore. 

Per monitorare la coltura, si deve aggiungere il suffisso “”-BF-C” al numero di 

riferimento della coltura stoccata, dove l’acronimo BF indica che è una coltura per 

la produzione di biofilm, mentre -C denota che è il terzo trasferimento della coltura 

(compilare la SR n°04). 

13.7. Crescita del biofilm in fase continua 

13.7.1. Preparare i mezzi di crescita per la fase continua (CSTR) in una tanica da 20 L. 

Aggiungere 50 mL di TSB concentrato (40gr/L) in 20 L di acqua sterile. Dopo di 

ché agitare la tanica per mescolare bene il tutto. 

13.7.2. Collegare asetticamente i tubi dalla tanica dei nutrienti al reattore. 

13.7.3. Collegare l’estremità dello scarico rifiuti ed aprire la valvola, consentendo il 

trabocco e mantenendo costante il liquido di crescita ad una concentrazione di 100 

mg/L durante la fase continua. 

13.7.4. Pompare continuamente i nutrienti nel reattore attraverso la pompa peristaltica con 

una portata di 11,7 mL/min o una portata appropriata al volume del reattore. 

La portata è calcolata dividendo il volume del reattore dal tempo di permanenza (30 

minuti). Il volume del reattore si aggira sui 350 mL (ipotizzando una velocità di 

125 RPM della piastra). Impostare una portata esatta per ottenere un tempo di 

permanenza di 30 minuti. 

13.7.5. Tenere in azione il reattore in fase continua per 24 ore. 

Per monitorare la coltura, si deve aggiungere il suffisso “”-BF-D” al numero di 

riferimento della coltura stoccata, dove l’acronimo BF indica che è una coltura per 

la produzione di biofilm, mentre -D denota che è il quarto trasferimento della 

coltura (compilare la SR n°04). 

13.8. Prelievo dei campioni 

13.8.1. Spegnere tutti i macchinari in funzione. 

13.8.2. Rimuovere una sola asta alla volta tirandola verso l’alto. 

13.8.3. Allentare le viti che tengono fermi i coupons ed aiutandosi con una pinza 

emostatica togliere i coupons, facendo attenzione a non rovinare la superficie di 

biofilm creatasi sopra. 

13.8.4. Tenere fermo il coupons sopra ad una base di plexiglass sterilizzata e con uno stick 

di legno effettuare la raschiatura per togliere il biofilm. 
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13.8.5. Sciacquare lo stick in una provetta contenente 9mL di soluzione (H2O sterile). 

Ripetere l’operazione 3-4 volte. Successivamente tenere fermo il coupon sopra alla 

provetta e risciacquarlo con 1mL di soluzione. In totale la provetta conterrà 10mL 

di soluzione. Annotare questo dato come “volume raschiato” per l’equazione. 

13.8.6. Omogeneizzare il contenuto della provetta a 20500 rpm per 30 secondi utilizzando 

un omogeneizzatore sterile. Il campione è pronto per l’inoculo in piastra. 

13.8.7. In alternativa, dopo il punto 13.8.3. si può rimuovere il biofilm sfruttando il 

sonicatore HD 2070 (vedi IO n°02), ottenendo già un prodotto omogeneizzato e 

pronto per l’inoculo in piastra. 

13.9. Incubazione e conta delle colonie 

13.9.1. Le diluizioni del campione va effettuata secondo gli standard microbiologici del 

ceppo utilizzato. 

13.9.2. Ogni diluizione in piastra va effettuata in duplice copia con R2A Agar. 

13.9.3. Incubare le piastre a 35°C per 18-24 ore. 

13.9.4. Contare le colonie formatasi sulle piastre. 

13.10. Calcoli 

13.10.1. Calcolare la densità logaritmica di un coupon utilizzando la seguente equazione. 

 

      
   

            
           

                            
 

                

                        
               

 

13.10.2. La densità media del biofilm è la media della densità del singolo coupon. 

 

14. Gestioni dei dati 
I dati verranno archiviati previa compilazione della SR n°04 “ Scheda dei risultati di conferma dei 

batteri produttori di biofilm”.  

 

 

15. Moduli e schede tecniche 

- Allegato 1: scheda tecnica del prodotto “Micro 90”. 

- SR n°01: scheda di registrazione delle non conformità. 

- SR n°02: scheda di registrazione dell’addestramento del personale. 

- SR n°03: scheda di registrazione della manutenzione delle attrezzature. 

- SR n°04: scheda di registrazione di controllo dei batteri produttori di biofilm. 

- IO n°01: istruzione operativa per l’utilizzo della pompa peristaltica PD 5001. 

- IO n°02: istruzione operativa per l’utilizzo del sonicatore. 

- IO n°03: istruzione operativa per l’utilizzo delle Microbank. 
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Allegato 1: Scheda Tecnica del prodotto “Micro 90” 
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ISTRUZIONE OPERATIVA PER L’UTILIZZO DELLA POMPA “PD 5001” 

____________________________________________________________________ 
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1. Generalità 
- Togliere l’apparecchiatura dall’involucro facendo molta attenzione a non danneggiarlo. 

- In caso di presenza di eventuali danni, es. danni dovuti al trasporto, contattare immediatamente il 

fornitore e NON utilizzare il prodotto. 

- Leggere con molta attenzione le istruzioni operative prima dell’utilizzo; le quali devono 

rimanere sempre vicino al macchinario. 

 

2. Indicazioni di sicurezza 
- Prestare tutte le disposizioni di sicurezza presenti all’interno del laboratorio. 

- Durante l’uso di pompe, tenere una massima cautela. 

- Durante il funzionamento, indossare le protezione adeguate. 

- Attenzione a maneggiare sostanze infiammabili. 

- I tubi in dotazione sono usurabili, controllare sempre il loro stato prima dell’utilizzo. 

- Prima di collegare lo strumento all’elettricità, controllare che sia uguale a quella richiesta. 

- Chiudere l’interruttore generale quando l’apparecchio è spento. 

- Le riparazioni devono essere effettuate solo da personale autorizzato dalla “Heidolph 

Intruments”. 

- Prima di accendere il macchinario, togliere le dita dalla zone dei rulli. 

 

3. Descrizione del prodotto 
Una pompa è un macchinario che sfrutta organi metallici per spostare o raccogliere materiale fluido. 

La pompa peristaltica si basa su un rotore a cui sono applicati 2 o più rulli di compressione, 

quest’ultimi girano attorno ad un tubo (può essere di materiale diverso) provocando il vuoto e 

trasferendo il materiale liquido da una zona ad un'altra. 

Di norma il rotore gira tra i 60 e 100 giri/minuto arrivando anche a 100m
3
/ora. La tenuta alla 

pressione non è molto elevata, ma un massimo di 6 Bar è più che sufficiente per trasportare liquidi 

di tipo alimentare. 

 

4. Nomenclatura delle parti 
 

4.1.Motore della pompa 

 

 

Interruttore generale 

Manopola di regolazione 

velocità 

 

Interruttore del senso di 

rotazione 

 

 

 

Giunto 

   Filettature di fissaggio 
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4.2. Testa pompa SP Quick 

 

Viti di fissaggio 

Leva per inserimento del tubo 

 

 

 

Spazio per il tubo 

Viti a testa zigrinata 

 

 

 

 

 

 

4.3. Testa pompa multicanale C8 

 

 

 

 

Fori di fissaggio 

 

 

 

 

 

 

Apertura di accesso per  

le viti di fissaggio 

 

Piede regolabile 

 

 

 

4.4. Cassetta grande 

 

 

Regolatori di pressione 

Pomello di regolazione 

tubo 

Leva per aggancio al supporto 

 

 

Pulsante per il supporto tubo 
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5. Montaggio 
5.1. Generalità 

5.1.1. Collocare il motore della pompa in una zona sicura, piana ed orizzontale. 

5.1.2. Non inserire la presa nella corrente fino a ché tutto il macchinario sia stato montato. 

5.2. Montaggio della testa pompa SP Quick e del tubo 

5.2.1. Installare la testa pompa al motore, facendo in modo che il giunto del motore e filettature 

di fissaggio coincidano con la testa pompa. 

5.2.2. Una volta controllata l’adesione delle parti, fissare la testa pompa con le viti a testa 

zigrinata, aiutandosi con un cacciavite. 

5.3.Installazione dei tubi alla testa pompa SP Quick 

5.3.1. Utilizzare i tubi in dotazione con un diametro interno di 3,1 mm. 

5.3.2. Ruotare la leva di inserimento verso sinistra, in modo ché da aprire l’alloggiamento del 

tubo. 

5.3.3. Svitare le viti di fissaggio,. 

5.3.4. Inserire il tubo nella testa pompa. 

5.3.5. Ruotare la leva verso destra e fissare le viti di fissaggio per quanto necessario. 

5.3.6. Azionare la pompa per qualche instante, verificando così il corretto arresto del tubo. 

5.4.Montaggio dell’adattatore multicanale per la testa pompa multicanale C8 

5.4.1. L’adattatore multicanale è già montato al motore della pompa al momento dell’acquisto 

della pompa. 

5.5. Montaggio della testa pompa multicanale C8 

5.5.1. Per questa fase utilizzare il 

cacciavite a gambo lungo, 

compreso nella dotazione al 

momento dell’acquisto. 

5.5.2. Per montare la testa della pompa al 

motore, allineare il perno 

trascinatore alla scanalatura 

dell’adattatore multicanale. 

(Vedi figura 5). 

5.5.3. Fissare la testa con le 4 viti in 

dotazione. 

5.5.4. Durante il fissaggio, creare un sostegno con il piede regolabile della testa multi canale. 

 

NOTA: il perno trascinatore della testa 

pompa C8 è dotato di manicotto in plastica. 

(Vedi figura 6). 

Controllare che sia posizionato 

correttamente. Il manicotto serve per creare 

meno rumore dato dal contatto tra i giunti 

metallici. Dopo 500 ore sostituire il 

manicotto, o comunque dopo i primi segni 

di usura. 

Il mancato controllo del manicotto 

comporta un danneggiamento della pompa. 
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5.6.Montaggio/smontaggio del tubo e della cassetta 

5.6.1. Utilizzare dei tubi e delle cassette adeguate per il motore della pompa PD 5001. 

5.6.2. Utilizzare la cassetta grande con tubi senza fermi a metraggio. 

5.6.3. Prima di installare la cassetta nel motore, spegnere il macchinario evitando così 

schiacciamenti delle dita. 

5.6.4. Ruotare il pomello di regolazione pressione del tubo in senso antiorario per avere la 

massima apertura. 

5.6.5. Inserire un tubo adeguato nella cassetta. 

5.6.6. Agganciare l’estremità uncinata della cassetta all’asta di sostegno della testa pompa, 

mantenendo il tubo tra le estremità della cassetta e a contatto col supporto tubo. 

5.6.7. Per regolare la pressione del tubo, ruotare il pomello di regolazione in modo tale che 

l’indicatore si trovi a metà tra i numeri 3 e 4. 

5.6.8. Per togliere le cassette innanzitutto bisogna spegnere il motore. Premere sulla cassetta 

dal lato del dente di arresto e liberare la parte uncinata dall’asta verso l’esterno. 

Rovesciare la cassetta verso l’alto e sganciare l’estremità uncinata dall’asta. Rimuovere 

la cassetta portatubo. 

 

6. Funzionamento 
6.1. Generalità 

6.1.1. Prima di collegare il macchinario alla corrente elettrica, verificare di avere la tensione 

adeguata. 

6.2. Funzionamento 

6.2.1. Attraverso l’interruttore generale si avvia la rotazione della pompa. 

6.2.2. Impostare il numero di giri appropriato attraverso la manopola di regolazione della 

velocità. I giri sono espressi in rpm (numero di giri al minuto). 

6.2.3. La portata è proporzionale al numero di giri. Il numero di giri da impostare può essere 

rilevato dal diagramma raffigurato nel paragrafo 6.3. 

6.2.4. L’interruttore del senso di rotazione serve per selezionare il senso di rotazione secondo 

la direzione indicata dalle frecce nel display. 

6.3. Portata della pompa 

6.3.1. Portata della pompa con installazione della testa pompa SP Quick (figura 7), a seconda 

del diametro del tubo scelto. 

6.3.2. Portata della pompa con installazione della testa pompa multicanale C8 (figura 8), a 

seconda del diametro del tubo scelto. 
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7. Pulizia e manutenzione 
7.1. Pulizia 

7.1.1. Per la pulizia passare l’involucro e la superficie dell’apparecchiatura con un panno 

umido. 

7.1.2. NON trattare i componenti metallici con candeggianti, detergenti a base di cloro, 

abrasivi, ammoniaca, filaccia e detergenti. Le superfici del macchinario potrebbe 

danneggiarsi. 

7.1.3. I tubi sono pulibili in autoclave, previo trattamento con agenti diversi in base alla 

tipologia di tubo utilizzata. 

7.2. Manutenzione 

7.2.1. I motori e le teste pompa sono esenti da riparazioni. Se si necessità di tali operazioni, 

rivolgersi soltanto a personale della “Heidolph Instruments”. 

7.2.2. Per natura i tubi utilizzati vanno incontro ad usura; controllarli ad ogni utilizzo e 

comunque cambiarli dopo circa 500 ore di lavoro. La vita media dei tubi varia tra le 50 

e 500 ore di lavoro. 
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ISTRUZIONE OPERATIVA PER L’UTILIZZO DEL SONICATORE “HD  

2070” 

____________________________________________________________________ 
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1. Generalità 
- Spegnere il macchinario prima di ogni operazione di fissaggio e smontaggio. 

- Prima di avviare, controllare che tutte le parti siano fissate bene, se necessario stringere 

nuovamente. 

- Per fissare le parti, utilizzare solo la strumentazione in dotazione. 

- Non toccare le parti in oscillazione durante il processo, altrimenti si rischia di danneggiare le 

parti meccaniche. 

- Isolamento acustico: utilizzare una scatola a prova di suono (in dotazione) o indossare protezioni 

acustiche. 

- Non usare solventi infiammabili in recipienti aperti perché la sicurezza operativa 

dell’omogeneizzatore non è garantita. 

- Tale istruzione si applica con determinate strumentazioni presenti in laboratorio; in caso di 

cambiamento delle parti del sonicatore, l’istruzione operativa deve essere revisionata. 
 

2. Indicazioni di sicurezza 
- Tutte le parti del macchinario devono essere utilizzate secondo le istruzioni operative qui 

riportate. 

- Il macchinario può essere utilizzato solo da personale autorizzato. 

- Prima del collegamento, verificare che la portata della corrente sia quella opportuna. 

- La presente istruzione operativa deve rimanere sempre vicina al macchinario. 

- Quando il macchinario necessita di uno spostamento, alla fine verificare che le parti non abbiano 

subito danni. 

- Cambiare immediatamente le parti difettose. 

- Tenere le parti del macchinario pulite ed asciutte. 

- Proteggere tutte le parti da agenti corrosivi. 

- NON toccare qualsiasi parte oscillante. 
 

3. Descrizione del prodotto 
I sonicatori da laboratorio sono ideali nel settore medico, biotecnologico, chimico, farmaceutico e in 

tutti i settori in cui si presenta la necessità di disintegrare le cellule, emulsionare, disperdere, 

omogeneizzare i tessuti, ecc. 

I sonicatori sono composti da un generatore che converte l’energia elettrica in energia meccanica 

ovvero in ultrasuoni, quest’ultimi vengono trasformati in vibrazione attraverso un trasduttore; alla 

fine si trova una sonda che aumenta il potere delle vibrazioni da trasmettere attraverso dei sonotrodi 

intercambiabili di varie dimensioni in base ai prodotti da trattare. Le vibrazioni verranno rilasciate 

in un contenitore contenente una fase acquosa. 
 

4. Nomenclatura delle parti 
 

4.1. Contenitore insonorizzante 

Convertitore ad ultrasuoni 

Contenitore insonorizzante 

 

Apertura della porta 
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4.2. Complesso del macchinario 

 

Pulsante Start/Stop 

Convertitore ad ultrasuoni 

 

 

Sistema oscillante 

 

Horn 

Generatore 

 

Sonda 

 

 

 

 

4.3.  Generatore 

 

 

Timer 

Programma in atto 

 

Potenza in atto 

Interruttore 

Regolatore di potenza 

Spia pilota 

 

Start/Stop 

Interruzione del programma 

 

Modalità 

 

 

 

5. Montaggio delle parti 
5.1. Fissaggio del convertitore al generatore 

5.1.1. Collegare la spina del convertitore al generatore, la quale si trova nel lato posteriore. 

Stringere bene e avvitare con la ghiera filettata. 

5.1.2. Appoggiare il convertitore all’interno dell’anello presente nel contenitore 

insonorizzante. 

5.2. Fissaggio del corno 

5.2.1. Alla consegna del macchinario, il corno dovrebbe essere già istallato nella parte inferiore 

del convertitore ad ultrasuoni. 

5.2.2. In caso contrario, installare il corno seguendo le istruzioni raffigurate nel manuale 

consegnato dalla ditta “Bandelin”. 

5.3. Fissaggio e rimozione delle sonde 

5.3.1. Le sonde vanno fissate al di sotto del corno. 

5.3.2. Per il fissaggio utilizzare la strumentazione in dotazione. 
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5.3.3. Pulire bene la giuntura del corno. 

5.3.4. Appoggiare la sonda su un sostegno di circa 2 cm per evitare che si pieghi durante il 

fissaggio. 

5.3.5. Con una chiave a gancio tenere fermo il corno, mentre con l’altra mano (mediante una 

chiave inglese n°10) fissare la sonda. Vedi figura 4. 

5.3.6. Per la rimozione della sonda, girare la chiave inglese nel senso opposto. 

 

Rimozione 

      Fissaggio 
Chiave a gancio 

 

 

Chiave inglese 

 

 

 

 

 

6. Utilizzo 
6.1. Generalità 

6.1.1. Posizionare la strumentazione su un piano rigido e solido. 

6.1.2. Non appoggiare altri apparecchi elettronici vicino al sonicatore. 

6.1.3. Non utilizzare sonde piegate o rovinate. 

6.1.4. La profondità di immersione della sonda nel campione è di 10-20mm, questo per 

impedire una miscelazione di aria. 

6.2. Modalità operative 

Le diverse modalità operative si cambiano mediante il pulsante “Mode”. 

6.2.1. Conto alla rovescia: si può impostare il tempo di attività del sonicatore, al termine di tale 

tempo il macchinario si ferma automaticamente ed interverrà un segnale acustico. 

6.2.2. Modalità continua: in questo caso il sonicatore continua a lavorare fino a spegnimento 

del macchinario da parte di un operatore. 

Una volta impostata la modalità, definire la potenza apportata mediante il regolatore di potenza ed 

accendere il macchinario. 

 

7. Pulizia e manutenzione 
7.1. Tutte le parti devono essere sanitizzate alla fine di ogni processo. 

7.2. Alla fine dell’operazione, controllare il livello di usura delle parti (principalmente delle 

sonde); eventualmente scartare le parti usurate. 

7.3. Le attrezzature qui riportate sono esenti da riparazioni; se necessario contattare la ditta 

fornitrice. 
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ISTRUZIONE OPERATIVA PER L’UTILIZZO DELLE MICROBANK 

____________________________________________________________________ 
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1. Generalità 
La conservazione dei microrganismi a basse temperature è sempre una sfida significativa in 

microbiologia. Le fiale Microbank offre un sistema in cui i microrganismi vengono stoccati a basse 

temperature (-70°C) per tempi più o meno lunghi. In modo tale che le caratteristiche del 

microrganismo non si perdano o che mutino nel tempo. 
 

2. Descrizione 
All’interno delle Microbank sono contenute circa 25 sfere forate di vetro altamente poroso, le quali 

consentono ai microrganismi di aderire ad esse. Le sfere si trovano in un brodo culturale. 

Dopo l’inoculazione, le fiale vengono stoccate a -70°C per essere poi utilizzate in futuro. Quando è 

richiesta una coltura fresca per le analisi, si preleva una singola sfera; questa può essere utilizzata 

direttamente per l’inoculo mediante un terreno adatto alla coltura stoccata. 
 

3. Precauzioni di sicurezza 
- Prima dell’utilizzo, verificare l’integrità della fiala. 

- Controllare la data di scadenza della fiala. 

- Quando si manipolano le fiale Microbank, assicurarsi della sterilità del banco di lavoro. 

- Utilizzare una cappa microbiologica, o in assenza lavorare vicino ad un Bunsen. 

- Eliminare le fiale Microbank in contenitori per rifiuti biologici. 
 

4. Istruzioni per l’utilizzo 
4.1. Stoccaggio delle colture 

4.1.1. Etichettare ogni fiala mediante un pennarello indelebile. 

4.1.2. Svitare il tappo della fiala in ambiente asettico. 

4.1.3. Mediante un ansa sterile prelevare delle colonie di coltura pura ed immergerle all’interno 

della fiala. 

4.1.4. Mescolare per qualche instante, poi chiudere il tappo sempre in ambiente asettico. 

4.1.5. Capovolgere la fiala 4 - 5 volte per permettere un mescolamento completo. Non 

utilizzare il vortex. 

4.1.6. Far riposare per qualche minuto per permettere ai microrganismi di aderire alle sfere 

presenti. 

4.1.7. In ambiente asettico, aprire le fiale e rimuovere il liquido rimasto mediante una Pasteur; 

chiudere nuovamente la fiala. 

4.1.8. Riporre i vari contenitori in freezer a -70°C. 

4.2. Utilizzo delle colture stoccate 

4.2.1. Togliere la fiala dal freezer e lavorare sempre in ambiente asettico. 

4.2.2. Aprire il tappo e prelevare una sfera mediante un ago o pinza sterile. 

4.2.3. Chiudere la fiala e riporla in freezer nel più breve tempo possibile; un elevato 

cambiamento della temperatura può danneggiare la coltura. 

4.2.4. La sfera prelevata può essere inoculata in un terreno solido o liquido. 

4.2.5. Incubare la coltura in base al tipo di microrganismo. 
 

5. Conservazione 
Le fiale non ancora utilizzate, possono essere conservate a 4°C o a temperatura ambiente. In queste 

condizioni, le fiale Microbank possono essere utilizzate fino alla data di scadenza presente nella 

confezione. 
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SCHEDA DI REGISTRAZIONE DELLE NON CONFORMITA’ 

____________________________________________________________________ 

 
Rapporto di non conformità n°_____ 

 

Data___/___/______ 
 

 

Non conformità di tipo: 

 

□  Attrezzatura:________________  Lotto____________ 

□  Materia Prima:_______________    Lotto____________ 

□  Altro:______________________ 

 

 

Osservazioni e/o motivazioni: 

…………………………………………………………………………………………………………

…………………………………………………………………………………………………………

…………………………………………………………………………………………………………

………………………………………………………………………………………………………… 
 

 

Azioni correttive: 

…………………………………………………………………………………………………………

…………………………………………………………………………………………………………

…………………………………………………………………………………………………………

………………………………………………………………………………………………………… 
 

 

Decisioni: 

□  usare 

□  eliminare 

□  declassare 

□  altro:__________ 

 Firma del Responsabile    
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SCHEDA REGISTRAZIONE DELL’ADDESTRAMENTO DEL PERSONALE 

____________________________________________________________________ 
 

 

Data:____/____/_______ 

 

Riunione informativa n°_______ 
 

 

Relatori: 

 

Nome Cognome Firma 

  

  

  

  

 

 

Personale presente: 

 

Nome Cognome Firma 

  

  

  

  

  

  

 

 

Argomenti trattati: 

…………………………………………………………………………………………………………

…………………………………………………………………………………………………………

…………………………………………………………………………………………………………

………………………………………………………………………………………………………… 

Firma del Responsabile   
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SCHEDA DI REGISTRAZIONE DELLA MANUTENZIONE DELLE 

ATTREZZATURE 

____________________________________________________________________ 
 

 

 

Data Tipo di attrezzatura Manutenz. eseguita Visto del resp. 

    

    

    

    

    

    

    

    

    

 

 

Note: 

…………………………………………………………………………………………………………

…………………………………………………………………………………………………………

………………………………………………………………………………………………………… 

 

Firma del Responsabile   
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SCHEDA DI REGISTRAZIONE DI CONTROLLO DEI BATTERI PRODUTTORI DI BIOFILM 

______________________________________________________________________________________________________ 
 

 

Microrganismo: Pseudomonas ________________  Fonte: _______________   N ° “DRDS” del campione: _____________ 

       

Data 

inizio 

Fonte 

m.o. 

Risultati 

colorazione 

Numero del 

Trasferimento 

Informazioni dei nutrienti Risultati 

Nome 
Tempo/T° di 

incubazione 
Data fine Caratteristiche colonie Log. 

         

         

         

         

         

         

         

         

         

 

 

Firma del Responsabile______________________  
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CONCLUSIONI E CONSIDERAZIONI 

Da quanto descritto e analizzato nei precedenti capitoli, è emerso che il biofilm una volta formato 

sulle superfici di attrezzature di industrie alimentari o su impianti medici o su apparecchi utilizzati 

dai laboratori d’analisi, può essere molto pericoloso in quanto è estremamente resistente a diverse 

metodologie di sanificazione e, se formato da batteri patogeni, diventa pericoloso soprattutto per la 

salute degli esseri umani. 

Per conoscere più affondo il biofilm, l’Università degli Studi di Padova, precisamente il laboratorio 

di ispezione degli alimenti diretto dal Prof. Valerio Giaccone, ha acquistato un CDC Biofilm 

Reactor che è in grado di sviluppare il biofilm in un tempo limitato e in condizioni controllate. 

L’Università ha scelto questo tipo di strumentazione rispetto ad altre, descritte in modo generale 

all’interno della tesi, non per ragioni economiche, ma bensì per altre considerazioni. L’Università di 

Padova è in contatto con l’Università di Milano, in quanto quest’ultima studia il biofilm da diversi 

anni, quindi la sua esperienza in questo campo d’analisi è di vitale importanza per i nostri 

laboratori. Difatti l’Università di Milano ha consigliato al nostro laboratorio il CDC Biofilm Reactor 

in quanto è uno strumento valido, versatile ed in grado di sviluppare il biofilm in diversi materiali 

durante la stessa analisi. 

Questo strumento, rispetto ad altri, necessita di uno spazio contenuto e limitato. Difatti il laboratorio 

di ispezione degli alimenti della nostra Università non presenta grandi spazi disponibili, per questo 

il CBR è stato veramente un ottimo acquisto in termini di spazio. 

Per usare lo strumento in modo corretto, tuttavia, è bene avere un documento di riferimento su cui 

basarsi per ottenere analisi e risultati ripetibili e riproducibili. Per questo motivo l’obiettivo 

principale di questo lavoro è stato quello di stilare una Procedura Operativa Standard per quanto 

riguarda l’utilizzo del CDC Biofilm Reactor, basandosi sui concetti della ISO 9001:2008 per quanto 

riguarda la Gestione della Qualità. 

La redazione della procedura è avvenuta senza grosse difficoltà e la sua lettura facilita la 

comprensione dello strumento stesso, presentando tutte le parti in modo chiaro e leggibile. Tuttavia 

la sua approvazione deve ancora avvenire da parte del Responsabile della Qualità. La Procedura è 

destinata all’utilizzo del CBR per studiare esclusivamente Pseudomonas spp., batterio alterante e 

patogeno alimentare. Difatti i terreni culturali nominati all’interno del documento sono specifici per 

tali microrganismi. Tuttavia, se si effettuano delle modifiche, la Procedura può essere una base di 

lavoro per altre tipologie di microrganismi. 

Lo stesso vale per le Istruzioni Operative (IO) che sono state stilate per facilitare la comprensione 

degli strumenti usati oltre al CBR. Queste IO non sono utilizzate solo per l’analisi ed il controllo del 
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biofilm, ma sono state stilate appositamente in modo generale così possono essere disponibili anche 

per altre tipologie di analisi. 

Tra tutte le Schede di Registrazione (SR) presenti nel lavoro di tesi, la SR n°04 è la più importante, 

in quanto si riportano tutti i risultati ottenuti dall’analisi contribuendo ad avere un organizzazione 

adeguata dei dati. 

Sebbene la SR n°04 sia abbastanza esaustiva, sarebbe meglio effettuare un database nel computer 

del laboratorio per caricare tutti i dati ottenuti, essendo così sicuri di avere sempre una copia di tutti 

i risultati, senza avere la probabilità di perdita del materiale ottenuto. Inoltre avendo i dati in rete, 

essi sarebbero disponibili non sono nel laboratorio, ma anche in tutta l’Università. 

Ancor meglio sarebbe l’istituzione di una ceppoteca in laboratorio per avere la certezza della 

purezza dei ceppi batterici utilizzati nelle analisi. L’introduzione di una ceppoteca può essere di 

facile dominio in quanto il laboratorio dispone già di alcune cryovials (Microbank) utilizzate per la 

conservazione dei batteri a temperature molto basse. La parte fondamentale è l’introduzione di una 

procedura per quanto riguarda l’isolamento dei batteri e la loro identificazione. In tal modo si ha la 

certezza di avere sempre delle specie pure per effettuare le analisi e ci aiuterebbe a convalidare i 

risultati ed a renderli affidabili. 

Per quanto riguarda le SR n°1-2-3, esse possono essere utilizzate anche per altri scopi o per altre 

tipologie di analisi che si effettuano in laboratorio. 

Concludendo, questo lavoro ha voluto introdurre un piano di Gestione della Qualità all’interno del 

laboratorio solo per uno strumento specifico. Si è visto che questo è possibile e si potrebbe ampliare 

anche ad alte strumentazioni o metodologie d’analisi attraverso la redazione di altre Procedure 

Operative Standard e, soprattutto, attraverso la redazione di un Manuale di Qualità. Quest’ultimo è 

un documento generale che racchiude tutto il sistema di qualità ed è il primo documento ad essere 

esaminato dall’organismo di certificazione durante il processo di certificazione. 

Difatti, come obiettivi futuri, si può pensare ad un ampliamento delle norme attraverso una 

certificazione ISO 17000. 
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