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1. Scopo
Indicare i metodi da adottare per effettuare un corretto campionamento di campioni da sottoporre a prova.
2. Campo di applicazione
Questa procedura rappresenta un estratto delle diverse norme che disciplinano le attività di campionamento e si applica a tutti i campioni analizzati dal laboratorio. L’estrema variabilità della natura dei prodotti da sottoporre ad analisi rende necessario indicare diverse modalità di campionamento, pertanto la presente procedura, per quanto

riguarda le modalità operative, è così suddivisa:
Campionamento acque;
Campionamento alimenti:
Campionamento superfici;
3. Riferimenti
APAT CNR IRSA 6010 Man 29 2003
Rapporti ISTISAN 03/XX – Campionamento e conservazione dei campioni microbiologici

Norma UNI 10802:2004 Rifiuti liquidi granulari pastosi e fanghi – Campionamento manuale e preparazione ed analisi degli eluati.

UNI EN ISO 5725-3:200
CNR-IRSA/Q64 Vol.3 1986.
APAT IRSA 1030, Man.29/2003 Metodi di campionamento
Procedure:

PG06
 Richieste, offerte e contratti Accettazione campioni   
PG07                         Campionamento, metodi, analisi, rapporti di prova       
4. Definizioni / Abbreviazioni
	Termine
	Fonte
	Significato

	Campione
	Interna, 
	Piccola aliquota di materiale, prelevata in modo rappresentativo da una quantità di materiale o superficie uniforme, da sottoporre ad analisi.

Il campione può essere ripartito in più porzioni destinate all’analisi e all’archiviazione. 

Nota: 
Nel caso di prodotti indivisibili (es. apparecchiatura da sottoporre a prove di funzionalità, ecc.) il termine ha il significato di "numero rappresentativo di esemplari ricavato da un gruppo più numeroso” da sottoporre a controllo / analisi.


5. Competenze e responsabilità
Il laboratorio CMC è responsabile del campionamento solo quando è effettuato da proprio

personale.

La responsabilità del campionamento effettuato dal cliente o da terzi è a loro carico; nel

Modulo di accettazione indicato il soggetto che effettua il campionamento e che la procedura per il corretto campionamento è a disposizione per la consultazione presso il laboratorio stesso.

Il personale del laboratorio CMC che effettua il campionamento deve attenersi alla

presente procedura ed è responsabile dell’operazione.

6. Accettazione dei campioni
Riguardo l’accettazione dei campioni si fa riferimento alla procedura PG_06.

6.1. Sicurezza
La gestione del campionamento, nelle fasi che vanno dalla preparazione di attrezzature per la presa dei campioni all’esecuzione del campionamento, presenta rischi di diversa natura per il personale coinvolto.

I campionamenti devono essere eseguiti da personale qualificato e addestrato ad operare in condizioni di sicurezza, nel rigoroso rispetto delle prescrizioni stabilite dal Documento di Valutazione dei Rischi (DVR).

A tal fine:

· Se il campionamento è eseguito dal personale del Laboratorio, il campionatore ha il compito:

· Di verificare la disponibilità del DVR dell’Azienda interessata;

· In tal caso, verificare la coerenza delle prescrizioni tra il DVR aziendale e quello del proprio Laboratorio;

· In caso di incoerenza, concordare le modalità di campionamento con il Responsabile Aziendale della sicurezza (RSPP) e registrare l’accordo nel verbale di campionamento o apposita nota da abbinare al modulo di richiesta prove ed accettazione campioni (v. proc. GQ06);

· Se il campionamento è eseguito da personale aziendale, o delegato dall’Azienda, la responsabilità del rispetto delle prescrizioni del DVR aziendale è esclusivamente della stessa Azienda.

Durante lo svolgimento delle proprie funzioni, il Responsabile del campionamento deveutilizzare i Dispositivi di Protezione Individuale prescritti dal/i DVR.

Alcuni reagenti utilizzati per la pulizia dei contenitori e stabilizzazione dei campioni sono

pericolosi. E’ quindi necessario osservare particolare cautela durante il loro utilizzo ed evitare il contatto con occhi e pelle e l’inalazione dei vapori. Si consiglia comunque all’operatore di osservare le indicazioni riportate sull’etichetta dei prodotti ed eventualmente di consultare le relative schede di sicurezza per le specifiche informazioni sulla pericolosità dei reagenti usati e sulle modalità di smaltimento.

6.2. Generalità
Il campionamento costituisce la prima operazione di ogni procedimento analitico. Si tratta di un’operazione complessa e delicata che può condizionare i risultati di tutte le fasi successive.

Pertanto il campione deve essere rappresentativo del materiale in esame e deve essere

prelevato con una frequenza adeguata ad assicurare la rappresentatività dei parametri da

rilevare, in funzione dell’obiettivo da perseguire.

Il campione è prelevato, confezionato, trasportato e manipolato prima delle prove in modo tale che venga preservato da modificazioni dei suoi componenti e delle caratteristiche da valutare. Il trasporto refrigerato dei campioni, è assicurato da contenitori termoisolanti contenenti apposite piastre frigorifere, o da frigoriferi portatili la cui temperatura di esercizio viene monitorata da termometri e verificata visivamente dagli operatori al momento di utilizzo dei contenitori (prima dell’inserimento del campione ed all’arrivo in laboratorio).

Alcune misurazioni dovranno essere eseguite immediatamente dopo il prelievo del campione e quindi direttamente sul posto del campionamento.

Il foglio di campionamento/accettazione (v. PGQ07) viene compilato in ogni sua parte a cura dell’operatore adibito al prelievo. Sarà altresì compito dell’operatore adibito al campionamento annotare sul foglio di campionamento/accettazione, nello spazio riservato alle note, tutte le notizie che potrebbero permettere una migliore interpretazione dei risultati e tutti gli scostamenti e le deviazioni dalle procedure. 

Tali informazioni potranno essere direttamente fornite dal committente dell’analisi o potranno essere desunte dall’operatore addetto al prelievo durante il prelievo stesso.
7. Campionamento Acque per indagini microbiologiche
I metodi di campionamento, trasporto e conservazione del campione esposti di seguito sono tratti  da APAT CNR IRSA 6010 Man 29 2003, e Rapporti ISTISAN 03/XX – Campionamento e conservazione dei campioni microbiologici 
7.1. Prelievo
Durante il prelievo si dovranno osservare le massime cautele di asepsi al fine di evitare che microrganismi estranei all’acqua da esaminare vengano accidentalmente introdotti nel contenitore; a tale scopo, durante il prelievo, si avrà cura di evitare che la parte interna del tappo e del collo della bottiglia o del bordo del sacchetto possano venire a contatto con qualunque fonte di contaminazione e particolarmente con le mani dell’operatore.

Per il campionamento delle acque potabili di rete verificare con il cliente, prima del prelievo, se l’acqua è clorata usare il contenitore con tiosolfato.

I contenitori utilizzati per prelevare campioni per analisi microbiologiche, non devono mai

essere sciacquate al momento del prelievo; non dovranno mai essere riempite completamente onde consentire un efficiente mescolamento, mediante agitazione, al momento dell’esame.

Si raccomanda di evitare la tracimazione dell’acqua da campionare durante il prelievo.

Il campionamento viene eseguito secondo le seguenti operazioni:

1)   rimuovere dal rubinetto eventuali tubi di gomma, plastica, ecc;

2) pulire meccanicamente la bocca del rubinetto;

3) procedere allo spurgo dell’acqua ristagnante presente nel rubinetto e nelle tubazioni aprendo completamente la valvola. L’operazione di spurgo dovrebbe essere protratta per almeno 1-3 minuti e, comunque, per un tempo sufficiente a rendere rappresentativo il campione prelevato;

4) chiudere il rubinetto e sterilizzarne la parte esterna mediante una fiamma;

5) far scorrere l’acqua per almeno un minuto;

6) effettuare il prelievo evitando di modificare l’apertura del rubinetto durante la raccolta del campione;

7) dopo il prelievo la bottiglia o il sacchetto deve essere accuratamente chiuso ed etichettato o marcato in modo idoneo.
7.2. Campionamento di acque potenzialmente contaminate da Legionella

Rispettare le seguenti prescrizioni:
· utilizzare mascherina, guanti ed occhiali protettivi.

·   per il prelievo di acqua di utilizzo comune, campionare da circuito acqua calda, non flambare e non fare scorrere acqua.

· per campionamento all’interno di un impianto (ricerca quantitativa Legionella) far scorrere acqua per 5-10’ flambando allo sbocco.

In caso di campionamento eseguito dal cliente, il laboratorio rende disponibili tutti i contenitori, i materiali e le istruzioni necessari per una corretta esecuzione.

Il campione prelevato deve essere SEMPRE accompagnato dalle seguenti indicazioni:
·  data e ora campionamentotipo di acqua

·    punto del prelievo.

Per i prelievi da effettuare per immersione della bottiglia, (acque superficiali, raccolte idriche in genere) si devono usare bottiglie sterili incartate prima della sterilizzazione e al momento dell’immersione la bottiglia deve essere afferrata con una pinza o con altro idoneo sistema che permetta l’apertura del tappo a comando per mezzo di dispositivi adatti.

Le bottiglie utilizzate per prelevare campioni per analisi microbiologiche, non devono mai essere sciacquate all’atto del prelievo. Il risciacquo oltre ad esporre la bottiglia a possibili contaminazioni, asporterebbe dalla bottiglia il tiosolfato eventualmente presente.

All’atto del prelievo, la bottiglia sterile deve essere aperta avendo cura di non toccare la parte interna del tappo che andrà a contatto con il campione prelevato, né l’interno del collo della bottiglia; subito dopo il prelievo si deve provvedere all’immediata chiusura della stessa. Nell’eseguire i prelievi si deve sempre avere cura di non riempire completamente la bottiglia al fine di consentire una efficace agitazione del campione al momento dell’analisi in laboratorio.

Se l’acqua da esaminare è clorata, le bottiglie di prelievo devono contenere sodio tiosolfato in  concentrazione idonea ad inibire l’azione disinfettante del cloro. Con le concentrazioni di cloro generalmente in uso è sufficiente una soluzione al 10% di sodio tiosolfato, nella quantità di 0,1 ml per ogni 100 ml di capacità della bottiglia aggiunto prima della sterilizzazione.  Per l’esecuzione delle analisi si deve provvedere al prelievo in bottiglia di quantitativi di acqua di poco superiori al minimo necessario per procedere allo svolgimento degli esami richiesti 

Per la ricerca di patogeni (es. virus, parassiti), e quindi eventualmente per la necessità di prelevare grandi volumi di acqua, è opportuno effettuare il prelievo/concentrazione del campione in situ. Il campione prelevato deve essere accompagnato da tutte le indicazioni necessarie alla sua identificazione, quali la data e l’ora del campionamento, il tipo di acqua, la precisa annotazione del punto in cui è stato effettuato il prelievo e devono altresì essere trasmesse, con il campione, tutte le indicazioni concernenti le eventuali determinazioni effettuate in loco e qualunque altra osservazione possa risultare utile nella interpretazione dei risultati di laboratorio. Parametri da rilevare all’atto del campionamento

La raccolta del campione può essere accompagnata da alcune determinazioni da effettuare preferibilmente (alcune obbligatoriamente) sul luogo. Si tratta di determinazioni di alcuni parametri fisici e chimico-fisici che, durante la conservazione ed il trasporto, vanno incontro a variazioni tali da non consentire più la loro corretta misurazione in laboratorio. I parametri da rilevare sul luogo variano molto in relazione al tipo di acqua, all’uso ed al tipo di analisi da eseguire.
La temperatura, uno dei parametri che durante la conservazione ed il trasporto del campione  va incontro a modifiche, va misurata in situ all’atto del prelievo utilizzando un termometro di idonea sensibilità o una sonda che presenta il vantaggio, rispetto al termometro, di rilevare la temperatura dell’acqua anche a differenti profondità, al di sotto del pelo libero dell’acqua. 
La concentrazione di cloro attivo, richiesta obbligatoriamente in alcuni casi (es. acque di scarico), deve necessariamente essere effettuata in loco. Infatti l’eventuale presenza di sostanze riducenti (in primo luogo le sostanze organiche) determina un progressivo consumo di cloro durante la conservazione ed il trasporto. La determinazione effettuata in laboratorio risulta modificata fornendo valori nettamente inferiori di cloro-attivo rispetto ai valori presenti nel campione all’origine.
La determinazione del pH deve essere effettuata in loco soprattutto in quei casi in cui la presenza concomitante di sostanze interferenti, non sempre note, può provocare sensibili variazioni del valore del pH durante la conservazione ed il trasporto. La determinazione in loco deve essere effettuata preferibilmente con il metodo elettrometrico. La determinazione con metodi colorimetrici (cartine per la misura del pH la cui colorazione assunta, a contatto con l’acqua, viene raffrontata ad una scala cromatica) è da ritenere estremamente imprecisa e da tenere in considerazione solo in situazioni di emergenza.

7.3. Modalità e tempi di trasporto e conservazione campioni di acqua
Tutti i campioni di acqua, indipendentemente dalla loro natura, devono essere esaminati nel minore tempo possibile. Il trasporto deve avvenire in modo che i campioni siano mantenuti al riparo dalla luce e ad una temperatura compresa fra +2° e +8°C. Le alterazioni cui possono andare incontro i campioni prelevati, in seguito alla inosservanza dei tempi e/o delle modalità di trasporto, sono influenzate dalla composizione chimica dell’acqua, dal pH, dall’azoto proteico, dalla qualità e dalla quantità della flora batterica presente e da altri fattori indeterminati.

Tra il momento del prelievo e l’esecuzione delle analisi microbiologiche, i tempi massimi previsti per l’esame di acque dolci superficiali, acque marine e acque di scarico vanno da un minimo di 6-8 ore, con l’obbligo di non superare un periodo medio di 24 ore. Quando non sia possibile rispettare i tempi sopracitati, deve essere considerata la possibilità di utilizzare, almeno per alcune indagini microbiologiche, idonei sistemi analitici portatili o laboratori mobili. 

Al fine di consentire il mantenimento della temperatura richiesta (+2 e +8°C) è necessario usare frigoriferi portatili o contenitori termoisolanti utilizzando, per il mantenimento della temperatura, apposite piastre frigorifere commerciali, ma evitando comunque il congelamento del campione (ad eccezione di campioni in cui sono da ricercare virus).

Durante il trasporto le bottiglie/sacchetti devono essere collocate nel contenitore in modo da impedire il loro rovesciamento e, fra le bottiglie, devono essere collocati idonei sistemi di separazione per evitare rotture.

Di seguito vengono indicati i tempi massimi raccomandati per la conservazione dei campioni in funzione dei microrganismi da ricercare
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8. ACQUE DI SCARICO (rif. APAT 29/2003 – Vol. 1 – 1030 Metodi di campionamento):
Il campione dovrà essere:
· prelevato in maniera tale che mantenga inalterate le proprie caratteristiche  fisiche, chimiche e biologiche  fino al  momento dell’analisi;

· conservato in modo tale da evitare modificazioni dei suoi componenti e delle caratteristiche da valutare.
· Il campionamento  “medio” consiste nell’ottenere  un campione  effettuando  prelievi in un dato intervallo  di tempo (ad esempio ogni 3, 6, 12, 24 ore) in maniera continua o discontinua, proporzionale o non alla portata dell’effluente. La scelta della durata del campionamento,  del numero  dei prelievi  e della loro frequenza  sarà stabilita  in funzione  della variabilità  delle caratteristiche quali-quantitative dell’effluente. Si distingue in:
· campionamento  “medio-composito”.  Viene realizzato mescolando  un numero di campioni istantanei prelevati ad opportuni intervalli di tempo, in modo proporzionale o non alla portata;
· campionamento  “medio-continuo”.  Viene effettuato prelevando  in maniera continua e per un dato intervallo di tempo, una porzione dell’effluente, proporzionale o non alla portata del medesimo.
Il D.Lgs. 152/2006  richiede il prelievo di campioni  medi per il controllo dei limiti per le acque reflue urbane (campioni  medi ponderati nell’arco delle 24 ore) e per le acque reflue industriali (campioni medi prelevati nell’arco di tre ore).
I sistemi  di campionamento  di piccoli  volumi  di acque  permettono  di raccogliere  diverse  aliquote  di campioni  in uno o più contenitori da sottoporre successivamente a filtrazioni ed analisi. Sono sistemi di semplice utilizzo e manutenzione anche da parte di operatori non specializzati.
Il prelievo del campione di acqua può essere effettuato con sistemi di campionamento costituiti da bottiglie verticali o orizzontali o tramite un campionatore automatico.
Questi  sistemi  forniscono  un campione  istantaneo  e non prelievi  integrati  nel tempo  e sono quindi  rappresentativi  solo della qualità dell’acqua al momento e nel sito puntuale in cui il campione di acqua è prelevato.
I contenitori utilizzati per la raccolta e il trasporto dei campioni non devono alterare il valore di quei parametri di cui deve essere effettuata la determinazione, in particolare:
· non devono cedere o adsorbire sostanze, alterando la composizione del campione;
· devono essere resistenti ai vari costituenti presenti nel campione;
· devono  garantire  la  perfetta  tenuta,  anche  per  i  gas  disciolti  e  per  i  composti  volatili,  ove  questi  siano  oggetto  di determinazioni analitiche.
I materiali più usati per i contenitori sono generalmente il vetro, la plastica e altri materiali.
Conservare bene il campione significa garantire la stabilità e la inalterabilità di tutti i suoi costituenti nell’intervallo di tempo che intercorre tra il prelievo e l’analisi.
Vari fattori di tipo meccanico concorrono all’alterazione  della composizione  del campione. Per ovviare a questi inconvenienti  e per ridurre entro limiti accettabili le variazioni delle caratteristiche  del campione è necessario utilizzare contenitori costituiti da materiali scelti di volta in volta, in funzione del parametro da determinare. L’attività microbica, a cui è imputabile l’alterazione di alcuni parametri analitici (ad esempio COD, fosforo e azoto organici), può essere convenientemente  ritardata mediante l’aggiunta di battericidi e/o ricorrendo alla refrigerazione.
Per  quanto  attiene  i  tempi  massimi  intercorrenti  tra  il  prelievo  e  l’analisi,  è  raccomandabile  eseguire  sempre  le  analisi  sui campioni, il più presto possibile dopo la raccolta.
Per i dettagli vedi tabelle:
Tabella 2: Raccomandazioni per Ia conservazione di campioni acquosi tra il campionamento e l'analisi  (composti inorganici)
	Tabella 2: Raccomandazioni per la conservazione di campioni acquosi tra il campionamento e l’analisi (composti inorganici)

	Composto
	Tipo di contenitore
	Conservazione
	Tempo massimo di conservazione

	Acidità e alcalinità
	Polietilene, vetro
	Refrigerazione*
	24 ore

	Anidride carbonica
	Polietilene, vetro
	
	Analisi immediata

	Azoto ammoniacale
	Polietilene, vetro
	Refrigerazione
	24 ore

	Azoto nitrico
	Polietilene, vetro
	Refrigerazione
	48 ore

	Azoto nitroso
	Polietilene, vetro
	Refrigerazione
	Analisi prima possibile

	Azoto totale
	Polietilene, vetro
	Refrigerazione
	24 ore

	Boro
	Polietilene
	Refrigerazione
	1 settimana

	Calcio
	Polietilene, vetro
	Refrigerazione
	24 ore

	Cianuri (totali)
	Polietilene, vetro
	Aggiunta di NaOH fino a pH > 12, refrigerazione al buio
	24 ore

	Cloro
	Polietilene, vetro
	
	Analisi immediata

	Cloruro
	Polietilene, vetro
	Refrigerazione
	1 settimana

	Conducibilità
	Polietilene, vetro
	Refrigerazione
	Analisi immediata 24 ore

	Durezza
	Polietilene, vetro
	Refrigerazione
	24 ore

	Fluoruro
	Polietilene
	Refrigerazione
	1 settimana

	Fosfato inorganico
	Polietilene, vetro
	Refrigerazione
	24 ore

	Fosforo totale
	Polietilene, vetro
	Aggiunta di H2SO4 fino a pH < 2 e refrigerazione
	1 mese

	Metalli disciolti
	Polietilene, vetro
	Filtrazione su filtri da 0,45 (m; aggiunta di HNO3 fino a pH < 2
	1 mese

	Metalli totali**
	Polietilene, vetro
	Aggiunta di HNO3 fino a pH < 2
	1 mese

	Cromo (VI)
	Polietilene, vetro
	Refrigerazione
	24 ore

	Mercurio
	Polietilene, vetro
	Aggiunta di HNO3 fino a pH < 2, refrigerazione
	1 mese

	Ossigeno disciolto (elettrodo)
	
	
	Misura “in situ”, analisi immediata

	Ossigeno disciolto (metodo di Winkler)
	Vetro
	Aggiunta di reattivi di Winkler sul posto
	24 ore

	PH
	Polietilene, vetro
	Refrigerazione
	Analisi immediata 6 ore

	Potassio
	Polietilene
	Refrigerazione
	1 settimana

	Silice
	Polietilene
	Refrigerazione
	1 settimana

	Sodio
	Polietilene
	Refrigerazione
	1 settimana

	Solfato
	Polietilene, vetro
	Refrigerazione
	1 mese 

	Solfito
	Polietilene
	Refrigerazione
	24 ore

	Solfuro
	Polietilene, vetro
	Refrigerazione, aggiunta di acetato di zinco; aggiunta di NaOH fino a pH > 9
	1 settimana

	Torbidità
	Polietilene, vetro
	Refrigerazione al buio
	24 ore


	Raccomandazioni per la conservazione di campioni acquosi tra il campionamento e l’analisi (composti organici)

	COMPOSTO
	TIPO Dl CONTENITORE
	CONSERVAZIONE
	TEMPO MASSIMO Dl
CONSERVAZIONE

	Aldeidi
	Vetro scuro
	Refrigerazione *
	24 ore

	BOD
	Polietilene, vetro
	Refrigerazione
	24 ore

	COD
	Polietilene, vetro
	Refrigerazione
	Analisi prima possibile

	Composti fenolici
	Vetro
	Refrigerazione
	1 mese

	ldrocarburi policiclici aromarici
	Vetro scuro
	Refrigerazione
	48 ore
40 giorni dopa l'estrazione

	Oli e grassi
	Vetro
	
	1 mese

	Pesticidi organoclorurati
	Vetro
	Refrigerazione
	7 giorni

	Pesticidi organofosforati
	Vetro
	Refrigerazione
	24 ore

	Policlorobifenili (PCB)
	Vetro
	Refrigerazione
	40 giorni dopa l'estrazione

	Solventi clorurati
	Vetro
	Refrigerazione
	48 ore

	Solventi organici aromatici
	Vetro
	Refrigerazione
	48 ore

	
	Polietilene, vetro
	Refrigerazione
	24 ore


8.1. Alimenti
9. Campionamento alimenti per esami microbiologici
Durante il prelievo il campione non deve subire danni, modifiche o contaminazioni.

Introdurre il campione in sacchetti, o in altri contenitori, sterili operando velocemente,

impedendo al campione di entrare in contatto con l’aria. Aspetto fondamentale del campionamento microbiologico è che il campione deve arrivare al laboratorio nelle stesse condizioni microbiologiche in cui si trova al momento del prelievo e i requisiti essenziali perché questo possa avvenire sono:

prelievo eseguito in sterilità

corretto trasporto al laboratorio

Matrici campionabili:

· Materie prime

· Semilavorati

· Prodotti finiti

Materiale necessario:

· Termometro

· Strumenti necessari per formare il campione

· Contenitori per il campione

· Verbale o Documento di Accompagnamento (D.A.)

· Contenitori per il trasporto al laboratorio

· Abbigliamento monouso: guanti, soprascarpe, camici, copricapo, mascherina, ecc

Fasi “operative”:

· Definizione di un piano di campionamento

· Formazione del campione

· Confezionamento

· Compilazione del Verbale o D.A.

· Trasporto al laboratorio

9.1. Definizione di un piano di campionamento. 

La scelta del campione deve basarsi, quando ciò sia ragionevole, su metodi statistico-matematici volti a definire quantitativamente il numero di unità campionarie necessario e sufficiente per ottenere dall’analisi di queste dei risultati rappresentativi estendibili all’intera partita o lotto da esaminare. Il campione deve quindi essere rappresentativo, per quanto possibile, della totalità.

9.2. Formazione del campione

· Modalità di frazionamento

· Quantità di materiale da prelevare
· Numero di aliquote o di unità campionarie (U.C.)

9.3. Modalità di frazionamento

Gli strumenti impiegati per la formazione del campione devono essere sterili

· Materiale sterile monouso

· Materiale sterilizzabile con i seguenti metodi:

· Stufa a secco (calore secco) a 160° - 170° per 2 ore

· Autoclave (calore umido) a 121° per 15 minuti

· Sterilizzazione alla fiamma (flambatura) per materiali metallici

· Immersione in alcool e successiva flambatura

· Immersione in acqua bollente per almeno 10 minuti (per bottiglie in vetro)
9.4. Prodotti confezionati

Quando è possibile prelevare confezioni originali, integre e ancora sigillate. In questo caso non si esegue nessun tipo di frazionamento.

Quando è necessario aprire una confezione per eseguire il prelievo, disinfettare con alcool 70° la superficie esterna e lasciar evaporare aprendo poi il campione con strumenti diversi da quelli usati per il prelievo.

9.5. Prodotti non confezionati:

Gli strumenti da utilizzare e le tecniche di prelievo variano in funzione dello stato fisico del materiale da prelevare (solido, liquido, in polvere, granuli, etc.) e del recipiente in cui è contenuto.

9.6. Prodotti solidi strumenti utilizzabili:
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· Pinze e forbici
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Coltelli
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Sonde metalliche di vario tipo

9.7. Prodotti pastosi 

strumenti utilizzabili:

Spatole

Cucchiai

Sonde metalliche di vario tipo (“a pistone”, “a cucchiaio”, etc.)
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Il prelevamento può risultare difficile quando il prodotto è molto vischioso. È indispensabile in questo caso mescolare bene tutta la massa prima di effettuare il prelievo avendo cura di staccare il prodotto aderente alle parti ed al fondo del recipiente. 

Se si tratta di grassi in pani (esempio burro) il prelevamento viene effettuato in  due tempi mediante la sonda conica: dapprima diagonalmente, poi verticalmente verso il basso. Quando si tratta di prodotti quali le gelatine, si ricorre alla sonda a pistone formata da un tubo nel quale scorre internamente un pistone espulsore.
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Per prodotti relativamente pastosi è valida la sonda a cucchiaio elicoidale che consente di portare in superficie gli strati inferiori del prodotto da campionare.

9.8. Gelati (analisi batteriologica) 

Nel caso di prodotti sfusi, si provvede con spatola sterile ad eliminare una zona superficiale per la profondità di circa mezzo centimetro. 
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Si inserisce la parte metallica della sonda cilindrica, utilizzando l'impugnatura, nel prodotto da prelevare. Con un movimento rotatorio e oscillatorio la si estrae e la si introduce nel provettone di vetro, che verrà conservato in posizione verticale, nell'apposito supporto ed in ambiente refrigerato sino all'inizio dell'analisi. 
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Prodotti liquidi

 strumenti utilizzabili:

· Agitatore (disco metallico perforato)

· Agitatore con prelevatore

· Siringhe di vario tipo

· Mestoli

· Flaconi comandati da asta metallica
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Il prelievo deve essere preceduto da una razionale mescolanza del prodotto, a causa di una possibile stratificazione dei vari componenti. Questa operazione può essere eseguita con mezzi meccanici o con un agitatore manuale costituito da un'asta con impugnatura e disco forato. Un corretto rimescolamento consente di disperdere in maniera omogenea i microrganismi presenti, soltanto in questo modo è possibile ottenere un campionamento rappresentativo della massa in esame 

Il prelievo può avvenire mediante una sonda ad immersione dotata di un manico la cui lunghezza consenta l'introduzione sino alla parte centrale della massa liquida e di una valvola di scarico azionabile o a mano o per contatto con il bordo del recipiente che deve raccogliere il campione. Le capacità possono essere di 2, l0, [image: image14.jpg]


20, 40, 50, 100, 250 ml. 
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Per liquidi densi o poco fluidi è consigliabile la adozione del prelevatore a siringa dotato di tubo di aspirazione maggiorato in acciaio inox. 

Per il prelievo superficiale ci si avvale di mestolo in acciaio inox della capacità di 30 ml o 200 ml. 

Nel caso il prelievo debba essere effettuato a profondità diverse in pozzi o cisterne, si impiegano particolari «sampler» dotati di congegni che provocano l'apertura del flacone di prelevamento alla voluta profondità, mediante un semplice «strappo» della fune di supporto. 

9.10. Prodotti in polvere o granuli

strumenti utilizzabili:
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Cucchiai

· Mestoli

· Sonde “a più settori”

· Sonde “ad ago”

· Sonde con “vite senza fine”
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Per il prelevamento da fusti e sacchi è necessario effettuare campioni composti in quanto la pratica ha dimostrato che errori vistosi sono decisamente influenzati dalla parte di prodotto che si trova sul fondo ed al centro. Due sono i tipi di sonda che più si adattano allo scopo: la sonda a tre settori per sacchi normali e fusti e la sonda ad ago per sacchi di carta e politene. 
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La prima (disponibile in tre differenti lunghezze: 550, 850 e 1500 mm) è formata da due pezzi concentrici ed è dotata di tre celle disposte lungo il suo asse. La sonda viene introdotta dall'alto verso il basso in modo che la punta possa facilitarne l'introduzione nella massa e raggiunga il fondo. Girando la parte interna della sonda, si provoca l'apertura delle tre celle che si riempiono così di polvere; si chiudono le celle eseguendo l'operazione inversa e si estrae la sonda. Il contenuto delle tre celle viene poi versato, con le cautele del caso, a seconda che si tratti di eseguire analisi chimiche o batteriologiche, in un recipiente e mescolato in modo da ottenere un campione omogeneo e sufficientemente rappresentativo.
[image: image20.jpg]



Quando si tratta di sacchi di carta e politene, si utilizza la sonda ad ago che dispone di una sola cella di prelievo e la polvere viene raccolta nell'interno del manico; il prelievo avviene forando l'involucro dall'esterno. Ultimato il prelievo, si deve chiudere immediatamente il foro praticato sulla parete del contenitore, applicando un nastro adesivo, per evitare contaminazioni, assorbimento di umidità; ecc. 

Nel. caso il prelievo venga effettuato in superficie e sia destinato ad accertamenti batteriologici; si avrà cura di eliminare con un cucchiaio sterile lo strato superiore.

9.11. Prelievo in profondità:

Se si deve eseguire un prelievo in profondità la porzione superficiale di prodotto da eliminare viene rimossa con un coltello o altro strumento sterile e per il prelievo si utilizza uno strumento sterile diverso da quello usato in precedenza.

9.12. Quantità di materiale da prelevare

Spesso il campione viene prelevato in quantità insufficiente per le analisi richieste. La quantità di materiale necessaria può variare da un laboratorio ad un altro in dipendenza dei Metodi di Prova che vengono applicati. E’ importante che chi esegue i prelievi, in caso di dubbio, si metta in contatto con il  laboratorio di riferimento per sapere che quantità di materiale è necessaria per gli esami da richiedere.

Considerando le richieste analitiche più frequenti 150-200 gr di prodotto sono quasi sempre sufficienti per eseguire tutte le principali determinazioni microbiologiche.

E’ bene prelevare, quando possibile, un multiplo della quantità strettamente necessaria per le analisi per avere una riserva di campione da utilizzare se si rendesse necessario ripetere gli esami.

Per particolari alimenti o per particolari ricerche sono necessari quantitativi diversi: ad esempio per gli esami da eseguire sui molluschi bivalvi (esame batteriologico e ricerca biotossine algali) è richiesto l’invio al laboratorio di almeno 2 kg di prodotto per aliquota (Cir. Regione Emilia-Romagna del 09/01/1997).

10. Numero di aliquote o U.C. da prelevare

Se si richiedono sia esami batteriologici che esami chimici è necessario eseguire il prelievo in due aliquote. 

Quando sono previsti, per determinati alimenti, piani di campionamento a ”più classi” con prelievo di aliquote composte da più U.C. è indispensabile rispettare le indicazioni.

10.1. Piano a “due classi”: 

Viene applicato nella ricerca di microrganismi patogeni,es.: presente/assente; positivo/negativo

Classe della “accettabilità”

Classe della “non accettabilità”

10.2. Piano a “tre classi”:

Viene applicato, ad es.,nella ricerca di germi “indicatori”.

Sono previste tre fasce di valutazione:

Qualità accettabile: tutte le U.C. devono avere un numero di microrganismi inferiore o uguale ad un valore definito come “m”;
Qualità marginale: un certo numero di U.C, può superare il valore “m” senza però raggiungere il valore di “M”. Tale numero è indicato con “c”;
Qualità inaccettabile: una o più unità campionarie hanno un numero di microrganismi uguale  o superiore al valore di “M”.

11. Confezionamento

11.1. Caratteristiche del contenitore ideale

· Sterile

· A tenuta ermetica

· Infrangibile

· Facilmente trasportabile

· Apertura “a bocca larga”

· Trasparente

· Presenza di una zona per l’indentificazione

La scelta del contenitore (tipo e dimensione) viene fatta, in primo luogo, in rapporto alla matrice da campionare, in particolare, allo stato fisico dell’alimento (solido, liquido, ecc.)

Alcune delle caratteristiche elencate sono necessarie (ad es. la sterilità) altre sono da considerare soltanto preferenziali (ad es. la presenza di uno spazio in cui riportare i dati di identificazione).

11.2. Sterilità

E’ un requisito fondamentale. La quasi totalità dei contenitori utilizzati è monouso ed è sterilizzata con i raggi gamma.

11.3. Tenuta ermetica: 

E’ un requisito fondamentale per.

· Esposizione al rischio di infezione.

· Possibile contaminazione del campione.

· Imbrattamento del Documento di Accompagnamento.

Se si impiegano sacchetti di plastica non introdurre materiali acuminati o taglienti che possano forare o lacerare il sacchetto. Se le saldature dei sacchetti tendono a cedere con facilità bisogna usare un doppio sacchetto

11.4. Infrangibilità:

Evitare, se non strettamente necessario, l’uso di vetro o altro materiale frangibile.

11.5. Facilità di trasporto (leggero e poco ingombrante):

Facilita chi esegue i prelievi, ma facilita anche il laboratorio perché lo stoccaggio dei campioni in attesa della fine delle analisi richiederà uno spazio più ridotto e il successivo smaltimento avrà costi inferiori.

11.6. Apertura a “bocca larga”

Semplifica il prelievo  e rende più agevole la gestione del campione da parte del laboratorio.

11.7. Trasparenza

Rende più difficile lo scambio di campioni e consente di valutare subito alcune caratteristiche del campione compresa una sua eventuale inidoneità.

11.8. Presenza di una zona per l’identificazione del campione

E’ utile ma non necessaria. Usare penne o pennarelli indelebili.

12. Campionamento microbiologico di superfici

12.1. Superfici campionabili

12.2. Superfici biotiche:

Rientrano in questa categoria le superfici di carcasse animali o di parti anatomiche. Lo scopo principale dei prelievi effettuati su queste superfici è quello di valutare il livello di igiene della macellazione e/o delle operazioni di sezionamento

12.3. Superfici abiotiche:

Rientrano in questa categoria tutte le superfici presenti negli ambienti di produzione, di trasporto, e di stoccaggio. Da un punto di vista pratico quelle più importanti sono quelle che entrano in contatto diretto con gli alimenti (piani di lavoro, coltelli, impastatrici, tritacarne , affettatrici, ecc).

Gli scopi dei prelievi eseguiti in queste sedi sono:

Valutare l’efficacia delle operazioni di detersione e di disinfezione eseguite a fine lavoro.

Valutare lo stato igienico delle superfici.

Individuare serbatoi di contaminazione.

12.4. Determinazioni batteriologiche quantitative.

Consentono di ricercare il numero di microrganismi presenti per unità di superficie ovvero per cm2.  Le ricerche quantitative consentono di valutare la carica dei germi “indicatori” cioè di quei germi che non hanno importanza da un punto di vista sanitario e la cui presenza in quantità elevate sta ad indicare carenze igieniche. L’esame che fornisce le indicazioni più utili è la carica batterica totale (CBT) 

12.5. Determinazioni qualitative.
Si utilizzano per la ricerca dei germi patogeni  (ad es. Salmonella spp e Listeria monocytogenes). Il risultato viene espresso come presenza o assenza del patogeno ricercato in una superficie che, solitamente, è indeterminata. Eseguite su superfici di lavoro consentono di individuare eventuali serbatoi di contaminazione del prodotto.
12.6. Metodiche disponibili

Tutte le tecniche utilizzate per il controllo microbiologico delle superfici rientrano in una delle seguenti tipologie:

Prelievo dei germi mediante tampone, o materiale analogo, che viene strisciato sulla superficie, successivo trasferimento dei microrganismi presenti nel tampone a un liquido diluente che viene esaminato mediante semine in piastra.

Prelievo dei germi presenti con il ricorso a terreni di coltura solidi che vengono fatti aderire alla superficie in esame, dopo incubazione si contano le colonie che si sviluppano sul terreno di coltura

Eluizione dei germi presenti mediante lavaggio della superficie, raccolta del liquido di lavaggio in apposito contenitore, esame batteriologico del liquido.

Prelievo con metodo distruttivo. E’ applicabile soltanto ad alcune superfici biotiche e prevede il distacco in sterilità di uno strato superficiale di circa 1 mm di spessore. Il materiale prelevato viene sospeso in un diluente nel quale mediante agitazione vengono trasferiti i germi presenti nel campione.

Non esiste un metodo adatto a tutte le situazioni e di volta in volta si dovrà scegliere trai metodi disponibili quello più idoneo per la superficie da controllare. I principali fattori che condizionano la scelta sono i seguenti:

· Ricerche da effettuare

· Tipo di superficie (liscia, rugosa, bagnata, ecc..)

· Presunta carica microbica

· Risorse disponibili 

Essendo la popolazione microbica distribuita in modo disomogeneo non sempre è possibile prelevare un campione rappresentativo, campioni prelevati in zone diverse della stessa superficie possono dare risultati discordanti tra loro. Come criterio generale, più ampia è la superficie di prelievo, maggiore è la probabilità di ottenere un risultato che rispecchia il reale stato microbico della stessa. 

Qualunque sia il metodo utilizzato il recupero dei batteri presenti è sempre parziale e dipende dalla natura e dallo stato della superficie. Nelle superfici lisce la rimozione delle cellule batteriche è maggiore che nelle superfici porose o che presentano crepe o tagli; il recupero dei batteri è maggiore nelle superfici ben sgrassate che in quelle su cui sono presenti residui di grasso, inoltre si deve considerare che i batteri mostrano una più elevata aderenza sui materiali idrofobici: tra quelli maggiormente usati nell’industria alimentare, in ordine decrescente, si hanno il teflon, la gomma e l’acciaio

Ci occuperemo in dettaglio delle metodiche che rientrano nelle prime due tipologie elencate essendo quelle che vengono utilizzate con maggior frequenza. Nella prima tipologia rientrano i prelievi eseguiti mediante tampone o mediante spugnetta (sponge-bag). Nella seconda tipologia rientrano i prelievi eseguiti mediante “piastre a contatto” (RODAC), “slides” flessibili o sistemi analoghi.

12.7. Prelievo mediante tampone

12.7.1 Materiale necessario:

Tamponi in fibra ( rayon, dacron) o in alginato di calcio. Esistono in commercio dei tamponi per prelievi ambientali

· Provetta di plastica con tappo “a tenuta”

· Liquido diluente

· “Delimitatore di area” sterile 

12.7.2 Determinazioni effettuabili:

Si possono effettuare sia determinazioni quantitative che qualitative.

E’ necessario prelevare un tampone per ogni esame qualitativo richiesto (ad es. un tampone per ogni ricerca Salmonelle o ricerca Listerie).

Per gli esami quantitativi invece con un solo tampone è possibile eseguire diverse determinazioni.

12.7.3 Tecnica di prelievo (Ricerche quantitative)

La porzione di superficie su cui viene eseguito il prelievo deve essere limitata da un “delimitatore di area” costituito in genere da una mascherina sterile odi metallo sterilizzabile con calore o con disinfettanti.

La dimensione della superficie di prelievo in genere è riferibile a 100 cm2. In mancanza di questo dato sarà impossibile esprimere il risultato in UFC/cm2 .

Una volta delimitata l’area da campionare si inumidisce il tampone con il liquido diluente facendo attenzione che non si imbibisca troppo, l’eventuale liquido in eccesso viene eliminato comprimendo il tampone contro la parete della provetta che contiene il diluente

Il tampone deve essere strisciato sulla superficie compresa entro il “delimitatore di area” in modo da raccogliere quanto più possibile della carica batterica presente

E’ bene mantenere un angolo di incidenza dello stelo del tampone rispetto alla superficie di 30°,inoltre, mentre si striscia il tampone deve essere fatto ruotare in modo da utilizzare per il prelievo tutta la parte disponibile

In genere lo striscio va effettuato in successione lungo due direzioni tra loro perpendicolari

Il modo in cui vengono effettuate queste operazioni è critico e per poter confrontare i risultati di prelievi diversi è opportuno che le modalità di prelievo siano uniformi

Dopo avere raccolto in questo modo i microrganismi presenti sulla superficie il tampone viene messo, lavorando in asepsi, nella provetta che contiene il diluente spezzando l’asta per eliminare la porzione eccedente e poter richiudere la provetta

Il diluente, previa dispersione dei batteri adesi al tampone costituirà il materiale sul quale eseguire l’esame batteriologico

Quando il campione non può essere esaminato immediatamente, come quasi sempre avviene, le provette vanno refrigerate rapidamente, mantenute a una temperatura non superiore a 8°C e inviate al laboratorio entro 24 ore

I tempi di risposta variano, a seconda delle metodiche utilizzate e delle determinazioni richieste, dalle 24 alle 72 ore
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METODO DEL TAMPONE

Tecnica di prelievo (Ricerche qualitative)

Per gli esami qualitativi non è necessario definire l’estensione della superficie di prelievo ma l’area prelevata dovrà essere sufficientemente ampia

Quando è richiesta l’esecuzione del prelievo su una superficie definita si usano dei “delimitatori di area”. 

La tecnica di prelievo è uguale a quella descritta per le determinazioni quantitative

12.8. Prelievo mediante spugnetta

Rappresenta una variante del prelievo con tampone in cui quest’ultimo viene sostituito con una spugna in cellulosa sterile. La prima descrizione di questo metodo di prelievo è abbastanza recente e risale al 1995. Negli ultimi anni il suo uso si è esteso sempre di più anche perché vi sono dei casi in cui il loro impiego viene reso, in pratica, obbligatorio. Rispetto al metodo del tampone quello della spugna presenta il vantaggio  di poter effettuare il prelievo su una superficie più estesa e di avere una maggiore efficienza di prelievo nel caso in cui siano presenti consistenti biofilm o vi siano tagli, screpolature, ecc. perché permette di esercitare una pressione maggiore. L’indicazione d’uso preferenziale per le spugnette è pertanto per le superfici di grandi dimensioni e/o con maggiore presenza di materiale organico. L’unico svantaggio rispetto al tampone è costituito da una maggiore difficoltà nella “manualità” richiesta per eseguire il prelievo.

12.8.1 Materiale necessario:

· Spugnette sterili disidratate di cellulosa di circa 3,5 x 7,5 cm contenute in sacchetti di plastica sterili  tipo “presto chiuso”

· Soluzione sterile per reidratazione

· Guanti sterili o pinza sterile

· “Delimitatore di area” sterile

12.8.2 Determinazioni effettuabili: 

valgono le stesse cose che sono state dette per il metodo del tampone

12.8.3 Tecnica di prelievo (Ricerche quantitative):

Le spugnette sterili prima dell’uso devono essere reidratate

Per fare questo si apre il sacchetto tirando verso l’esterno le apposite linguette e si versano 7-8- ml di soluzione reidratante

Si richiude il sacchetto e lo si massaggia dall’esterno per favorire la reidratazione

E’ importante non usare quantità maggiori di soluzione reidratante per evitare un eccesso di imbibizione e il gocciolamento (max 9 ml)

Quando la spugna è ben reidratata si sospinge dall’esterno verso l’imboccatura del sacchetto, si apre di nuovo il sacchetto tirando le linguette

a questo punto si indossano i guanti sterili (nelle foto c’è un errore)

Con la mano guantata, evitando di toccare superfici non sterili,si prende la spugna inumidita e la si striscia con sufficiente energia all’interno dell’area precedentemente delimitata, prima in senso verticale poi in senso orizzontale

Al termine del prelievo la spugna viene rimessa nel sacchetto in cui era contenuta si aggiunge un volume noto di soluzione dello stesso tipo di quella usata per la reidratazione, si comprime il sacchetto per favorire l’uscita dell’aria e si chiude arrotolando più volte il bordo superiore

Per poter esprimere il risultato in UFC/cm2 bisognerà conoscere sia l’estensione della superficie campionata che il volume complessivo di soluzione reidratante utilizzata.

Per la conservazione del campione dopo il prelievo, tempi di risposta e espressione del risultato non cambia nulla rispetto a quanto detto per i prelievi con tampone

12.8.4 Tecnica di prelievo (Ricerche qualitative)

In genere per la ricerca dei patogeni vengono campionate superfici estese e in certi casi può essere necessario utilizzare 2 o 3 spugnette per lo stesso prelievo

La tecnica di prelievo è la stessa già descritta per i prelievi per esami quantitativi.

METODO DELLA SPUGNETTA
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12.8.5 Aspetti positivi delle metodiche di prelievo con tampone o spugnetta:   

si possono:

· eseguire esami quantitativi e qualitativi 

· eseguire prelievi su superfici estese

· campionare superfici non lisce e irregolari

· esaminare superfici con elevato carico microbico

· campionare superfici biotiche e abiotiche

12.8.6 Aspetti negativi delle metodiche di prelievo con tampone o spugnetta:

Sono tecniche abbastanza indaginose che richiedono un certo rigore applicativo

Il campione dopo il prelievo deve essere gestito rispettando temperature e tempi definiti

Il campione prelevato deve essere esaminato da un laboratorio  specializzato

12.9. Prelievo mediante piastre a contatto

12.9.1 Materiale necessario

Si impiegano piastre dette RODAC

Queste piastre hanno una superficie di 24cm2 e vengono riempite con terreni agarizzati di diverso tipo in funzione dei microrganismi che si vogliono ricercare, in modo da ottenere un menisco convesso che sporge rispetto al bordo della piastra

Il fondo delle piastre è solitamente quadrettato con quadrati di 1x1 cm per facilitare il conteggio

12.9.2 Determinazioni effettuabili:

è possibile eseguire solo determinazioni quantitative su superfici di lavoro

12.9.3 Tecnica di prelievo

Il prelievo si esegue appoggiando le piastre RODAC sulle superfici di cui si vuole misurare la carica batterica

I batteri presenti (o almeno una parte di essi) rimarranno adesi alla superficie del terreno colturale ottenendo così una “impronta microbiologica” della superficie campionata

Il tempo di contatto terreno/superficie dovrà essere di circa 10 secondi

Il tempo di contatto tra piastra e superficie e la pressione esercitata sulla piastra costituiscono le due variabili principali che devono essere standardizzate per poter avere risultati confrontabili

Per uniformare questi due parametri sono stati messi in commercio dei dispositivi denominati “RODAC weight” che consentono di applicare sempre la stessa pressione per lo stesso tempo sulla piastra a contatto 

Dopo il prelievo le piastre vengono chiuse e messe in termostato ad incubare alla temperatura voluta

Dopo incubazione si contano le colonie che si sono sviluppate esprimendo il risultato in UFC/cm2 o in UFC/24cm2

Un conteggio accurato può essere effettuato solo sulle piastre nelle quali non siano cresciute più di 200 colonie

La rappresentatività del prelievo eseguito su 24 cm2 è scarsa per cui in certi casi bisogna aumentare il numero delle piastre utilizzate con conseguente aumento dei costi
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Esistono prodotti analoghi alle piastre RODAC come ad es. gli “slides” flessibili e i Petrifilm. Il principio che utilizzano è lo stesso e dal punto di vista sostanziale non cambia nulla rispetto all’uso delle piastre

12.9.4 Aspetti Positivi delle metodiche di prelievo con piastre RODAC o sistemi analoghi:

Estrema praticità di impiego

Dopo il prelievo il campione può essere gestito con una certa elasticità

Per eseguire gli esami non è necessario ricorrere al laboratorio

12.9.5 Aspetti negativi delle metodiche di prelievo con piastre RODAC o sistemi analoghi:

· E’ possibile eseguire solo esami quantitativi

· Si possono campionare soltanto superfici piane e lisce

· Si possono eseguire prelievi solo su superfici poco contaminate

· Non si possono campionare superfici “biotiche”

13. Inattivazione residui di disinfettanti

E’ stato detto in precedenza che uno degli scopi principali, se non quello principale, del controllo microbiologico delle superfici di lavoro è quello di verificare l’efficacia delle operazioni di detersione e disinfezione. E’ possibile che dopo le disinfezioni eseguite a fine lavoro rimangano sulle superfici tracce di disinfettante. Gli eventuali residui possono esercitare un effetto negativo sulla crescita dei batteri prelevati dalla superficie e per eliminare l’interferenza provocata dai residui di disinfettanti, che potrebbe portare a una sottostima della popolazione microbica presente, bisogna neutralizzare gli effetti antibatterici dei disinfettanti. Questo si ottiene aggiungendo al liquido diluente o al terreno agarizzato delle piastre RODAC opportune quantità di determinate sostanze che inattivano le diverse classi di disinfettanti. Esistono in commercio delle miscele inattivanti capaci di neutralizzare contemporaneamente gli effetti antibatterici dei più comuni disinfettanti che vengono usate come liquido diluente nel caso esista il sospetto della presenza di residui di disinfettanti
14. Campionamento batteriologico delle carcasse

I metodi di campionamento, trasporto e conservazione per le superfici delle carcasse animali sono riportati nel Regolamento CEE 2073/2005).

Effettuare il campionamento evitando il contatto diretto con il materiale ed il campione.

Nel caso di ricerca di Salmonella su carcasse utilizzare le spugne campionando un’area almeno di 100 cm2. Le spugne vengono estratte dal sacchetto e strofinate sulla carcassa.

Rovesciare il sacchetto come un guanto e trattenere la spugna attraverso il fondo del sacchetto che non deve toccare la superficie esterna. Strofinare la spugna facendola ruotare lungo due direzioni tra loro perpendicolari. Riavvolgere il sacchetto, chiudere e siglare. Nel caso di ricerca di Carica batterica totale e di Enterobacteriaceae i prelievi sono effettuati su quattro siti di ogni carcassa, applicando il metodo non distruttivo, su un’area di 100 cm2 per ciascun sito.

14.1. Metodo non distruttivo

Si dovrà procedere al prelievo di un campione costituito da 4 punti di ogni carcassa a metà del giorno di abbattimento e prima che inizi la procedura di raffreddamento.

Ogni carcassa deve essere identificata.

Individuare i 4 punti di campionamento sulla carcassa. Ciascun punto della carcassa dovrà esser campionato con tampone inumidito e tampone asciutto. Tamponi tot. Per carcassa 8 (4 umidi + 4 asciutti).

Aprire la confezione sterile ed estrarre il tampone per il prelievo

Inumidire il tampone con la soluzione acquosa sterile in dotazione (per almeno 5 secondi)

Strofinare il tampone sull’area di campionamento pari a 100 cm2 utilizzando la mascherina di cm 10x10 sterile e monouso; inizialmente in senso verticale, poi orizzontale e quindi in diagonale, per non meno di 20 secondi. Si raccomanda di esercitare la maggior pressione possibile. Successivamente si ripete l’operazione con tampone asciutto

L’estremità del tampone viene spezzata, con le consuete cautele di asepsi, nella provetta in dotazione al kit contente una quantità nota di soluzione neutralizzante . Raggruppare gli 8 tamponi in un’unica provetta.

14.2. Punti di campionamento

Di seguito vengono riportati i siti delle carcasse di suino, bovino ed ovino sui quali si consiglia di effettuare il campionamento. Si possono scegliere parti diverse quando si può dimostrare che, in considerazione delle tecnologie di abbattimento adottate in un particolare stabilimento, risulta più probabile che altre parti presentino livelli più alti di contaminazione, ragion per cui si possono scegliere quelle parti.
Suini Bovini Ovini e Caprini
Lombo Collo Pancia

Guanciale Punta di petto Costato

Pancetta Pancia Punta del petto

Faccia mediale della coscia Scamone Petto

15. Condizioni del trasporto campioni per analisi microbiologiche

E’ stato detto all’inizio che il materiale prelevato deve giungere al laboratorio nelle stesse condizioni microbiologiche in cui si trova al momento del prelievo. Il momento in cui più facilmente si verificano problemi che modificano la situazione microbiologica del campione è proprio quello del trasporto al laboratorio. Questo è dovuto a:

Mancato rispetto della giusta temperatura di conservazione. 

Tempi di conservazione troppo lunghi 

Gli effetti sono particolarmente evidenti nei mesi caldi e soprattutto a carico dei parametri quantitativi.

Gli aspetti da prendere in considerazione sono i seguenti:

· Temperature di trasporto

· Contenitori per il trasporto

· Tempi di trasporto

In caso di campionamento da parte del cliente, possono essere richiesti al laboratorio tutti i contenitori per una corretta esecuzione.

15.1. Tempo intercorrente tra campionamento consegna in laboratorio e condizioni di trasporto e conservazione
Il trasferimento del campione al Laboratorio dovrebbe  essere eseguito nel più breve tempo possibile, al fine di non alterare l’eventuale carica batterica iniziale, osservando i seguenti criteri:
Tabella riassuntiva

	
	Temperatura di trasporto
	Ore consegna in lab dal campionamento
	Tempo tra consegna e inizio analisi
	Rif.

	Tamponi ambientali
	Tra 1°C 

e 8°C
	12 ore
	24 ore dal campionamento *1
	ISO 18593 IO 22

	Tamponi carcasse
	Tra 1°C 

e 8°C
	Max 12 ore
	24 ore
	ISO 17064

	Acque
	Tra 2°C 

e 8°C
	Max 6-8 ore
	Max 12 ore (24 ore dal prelievo)
	ISO 19458 - Rapporti ISTISAN 00/14

	Alimenti stabili a temperatura ambiente
	Sotto i 40°C
	
	
	

	prodotti congelati o surgelati
	sotto i -18° C
	Max 24 ore
	Max 24 ore
	

	altri prodotti non stabili alla temperatura ambiente
	da 1° C 

a 

8° C
	Max 24 ore
	Max 24 ore
	


*1 Se le analisi vengono ritardate conservare il campione a 3°C +/- 2°C per un massimo di 48 dal campionamento
Qualora la conservazione del campione fosse stata effettuata, in circostanze eccezionali, a temperature o per tempi diversi da quelli previsti, è opportuno che ciò venga riportato con tutti i dettagli sul documento di accettazione del campione.

15.2. Riserve
Tutti i campioni che non rispettano le condizioni sopra richiamate, nel caso siano disponibili dati necessari per l’accettazione, vengono  comunque registrati ma viene segnalata la non idoneità del campione (accettazione con riserva), il motivo della stessa e/o la mancata esecuzione di una o più prove.

16. Quantità minime necessarie per effettuare le analisi
La quantità minima per effettuare l’analisi microbiologica su un alimento è di norma 150 g. Tuttavia in caso di determinazioni complesse è facoltà del laboratorio richiedere quantità maggiori.
Riguardo le analisi microbiologiche sulle acque le quantità minime richieste sono di 500 ml per i parametri indicatori e 1000 ml per la ricerca di legionella.
Per le analisi chimiche su alimenti la quantità minima è di 500 g e sulle acque litri 2

17. Campionamento analisi ambientali

17.1. INTRODUZIONE

Soprattutto nelle analisi ambientali il campionamento è una fase complessa e delicata. Condiziona i risultati di tutte le operazioni successive e incide notevolmente sull’incertezza totale del risultato dell’analisi.
Il campionamento consta di una prima fase di prelievo in campo, campionamento primario, e di una successiva in cui si preparano le aliquote di campione da sottoporre all’analisi, campionamento secondario.
I punti di criticità della fase di campionamento sono:
· Rappresentatività del campione prelevato: il campione ricavato da un materiale deve essere rappresentativo dell’intera massa, ossia rendere conto delle caratteristiche medie di tutta la massa e non solo di alcune parti di essa.
· Quantità e omogeneità del campione
· Strumentazione idonea al prelevamento: deve essere pulita, asciutta e tale da evitare le contaminazioni.
· Processo di provenienza del campione: possono essere utili le schede tecniche e le schede di sicurezza dei materiali da prelevare.
· Stato fisico del campione
· Omogeneizzazione nella formazione del campione secondario
La norma UNI 10802 specifica un procedimento di campionamento manuale di rifiuti liquidi o fangosi  in  relazione  al  loro  diverso  stato  fisico  e  di  giacitura  (cfr.  3.2).  Specifica  inoltre  i procedimenti di preparazione ed analisi degli eluati, ma ciò non sarà qui trattato.
17.2. PIANO DI CAMPIONAMENTO

Il laboratorio ha definito uno standard per la pianificazione del campionamento, che viene applicato dal tecnico in campo, effettuando le opportune scelte in base alle caratteristiche del sito e delle matrici da prelevare. 

Nel piano di campionamento standard vengono fissati gli obiettivi del campionamento e i dettagli delle operazioni da effettuare. Tale piano contiene:
· la definizione dell’obiettivo
a. caratterizzazione per lo smaltimento in discarica
b. caratterizzazione per il recupero
c.   caratterizzazione per la termodistruzione
· gli analiti da determinare 
· quantità di campione da consegnare al laboratorio 
· laboratori convolti
· la descrizione del sito di campionamento
· l’indicazione delle matrici da campionare 
a.  liquido
b.  fanghi liquidi
c.   fanghi palabili o sostanze pastose
d.  polveri e granulati
e.  materiali gossolani
f.   materiali in pezzi massivi
· strategia di campionamento prescelta 
           a.  campionamento probabilistico
b.  campionamento non probabilistico
c.   campionamento con quartatura o con incrementi
· tecniche per il prelievo a seconda dello stato fisico e della giacitura del materiale
· la durata e la frequenza del campionamento
· la numerosità dei campioni parziali
a) campione medio composto da più incrementi
b) campione unico e puntuale
·  le modalità di trasporto, conservazione dei campioni
· l’individuazione del responsabile
Di seguito vengono esaminate in modo più dettagliato alcune voci.
17.3. Strategie di campionamento

17.3.1 CAMPIONAMENTO CASUALE SEMPLICE

Non necessita di conoscenze pregresse particolari, ma la sola importate assunzione è che ogni elemento della popolazione (cioè la totalità degli elementi che si considerano) abbia la stessa probabilità  di essere campionato e che questa condizione si raggiunga con una scelta casuale. Ciò comporta  il prelievo   di un numero più elevato di campioni per raggiungere  la precisione voluta.
E’ possibile utilizzare delle mappe con punti selezionati casualmente prima del campionamento.
⇒  Questo  campionamento può  essere  utilizzato  per  i  liquidi,  che  per  loro  natura  sono omogenei  e  non  presentano  differente  composizione  in  diverse  zone  del  volume
complessivo. Oppure viene utilizzato per solidi omogenei per dimensioni granulometriche e per composizione.

17.3.2 CAMPIONAMENTO CASUALE STRATIFICATO

L’intero è prima suddiviso in una sotto popolazione di unità distinte (strati) con direzione verticale  o  orizzontale.  Ad  ogni  sottopopolazione  viene  applicato  un  campionamento casuale semplice.
⇒  Se per esempio viene richiesta una diversa precisione per le diverse sotto popolazioni, il campionamento stratificato consente di trattare le sotto popolazioni in modo diverso.

17.3.3 CAMPIONAMENTO NON PROBABILISTICO

17.3.3.1. CAMPIONAMENTO SISTEMATICO

Comporta il prelievo di incrementi da un lotto ad intervalli fissi di spazio. Si suddivide il lotto in una griglia regolare triangolare o quadrata e i campioni vengono prelevati ai nodi di tale griglia.
La regolarità delle distanze tra i punti di misurazione fa sì che il lotto sia campionato interamente ed   in   modo  molto  uniforme:  tale  caratteristica  risulta  importante  qualora  l’obiettivo  del campionamento sia l’individuazione di gradienti di concentrazione.
⇒  Uno  dei  più  frequenti  campionamenti sistematici è  per  esempio  il  campionamento di materiali disomogenei per dimensioni e per natura delle varie componenti. Non sempre infatti ciascun elemento è accessibile al campionamento.
Occorre porre attenzione che l’intervallo di campionamento prescelto non sia influenzato da qualche variabile esterna che agisce con la stessa ciclicità del campionamento.

17.3.3.2. CAMPIONAMENTO SISTEMATICO CASUALE

All’interno della griglia i campioni vengono prelevati in modo casuale.
E’ utile per l’individuazione di quelle parti del lotto che necessitano di una caratterizzazione più approfondita.
17.3.3.3. CAMPIONAMENTO SISTEMATICO STRATIFICATO

L’intero è prima suddiviso in una sotto popolazione di unità distinte (strati). Ad ogni sottopopolazione viene applicato un campionamento sistematico (es: campionamento da parete e fondo scavo secondo DGR n°2922 del 2003 paragrafo 9).

17.3.3.4. CAMPIONAMENTO RAGIONATO

Le unità sono selezionate in base all’esperienza di chi campiona o in base a conoscenze pregresse.
17.3.3.5. CAMPIONAMENTO CONVENIENTE
Le unità sono selezionate in base all’accessibilità o al costo del campionamento.
17.3.4  METODO DELLA QUARTATURA E DEGLI INCREMENTI

Si applica il metodo della quartatura all’intero lotto (CNR IRSA Q64, Vol 3 1986). 
Tabella A: schema delle strategie di campionamento.

	
	AREE ESTESE DI
SOLIDO
	CUMULI DI
SOLIDI
	LIQUIDI O FANGHI

	Campionamento
PROBABILISTICO
	x   Lotto omogeneo
x   Camp.to casuale
semplice o casuale
	x   Lotto
di
massimo
1000m3
omogeneo o non
	x   Lotto omogeneo
x   Prelevare
dopo
miscelazione


	
	AREE ESTESE DI SOLIDO
	CUMULI DI
SOLIDI
	LIQUIDI O FANGHI

	
	stratificato
	x   Camp.to casuale semplice o casuale stratificato
	x   Lotto  non  omogeneo (liq.stratificato)
x   Camp.to
casuale
stratificato

	Campionamento  NON 
PROBABILISTICO
	x   Lotto non omogeneo
x   Area da caratterizzare
	x   Lotto di
massimo
1000m3
non omogeneo
x   Materiale
da
caratterizzare
per smaltimeto/recupe
ro
x   Camp.to
sistematico
stratificato
	

	Campionamento con quartatura o
incrementi
	
	x   Lotto
non
omogeneo
	


17.4. TECNICHE PER IL PRELIEVO
17.4.1 CONTENITORI PER IL TRASPORTO E LA CONSERVAZIONE
I contenitori per il trasporto dei campioni sono:
	CONTENITORI DI VETRO, bocca larga, tappo a vite con
battente inerte.
	CONTENITORI DI PLASTICA (PE) bocca larga, tappo a
vite con battente inerte
	BOTTIGLIE DI VETRO con tappo a vite, battente PTFE

	Rifiuti
contenenti
sostanze organiche
	Rifiuti fortemente alcalini
	Rifiuti
contenenti
composti organici volatili

	
	Rifiuti
contenenti
acido fluoridrico
	

	
	Rifiuti destinati alla determinazione di metalli pesanti
	

	
	Rifiuti  solidi  non  volatili  e  in assenza di fasi liquide
	


I campioni destinati all’esecuzione di analisi con valenza legale devono essere opportunamente sigillati.
Non è raccomandabile addizionare ai rifiuti campionati agenti stabilizzanti a meno che questo non sia esplicitamente riportato nel piano di campionamento e sia quindi stato concordato con il laboratorio che eseguirà le analisi.
Operazioni  atte  alla  stabilizzazione  dei  campioni  che  solitamente  non  comportano controindicazioni, sono la refrigerazione a 4°C o la conservazione dei contenitori sigillati sotto ghiaccio (metodi adatti a rallentare l’attività biologica in rifiuti liquidi e solidi per almeno 24ore), oppure il congelamento, per limitare le perdite di composti volatili. Perdite accidentali di composti volatili possono in alcuni casi essere limitate conservando i contenitori dei campioni rovesciati.
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Se non specificato nel piano di campionamento, le bottiglie (pulite ed asciutte) devono essere riempite quasi per intero, lasciando uno spazio di testa minimo per permettere l’eventuale espansione del campione (normalmente il 5% del volume totale).
Nel caso di rifiuti biologicamente reattivi, suscettibili di sviluppare gas, le bottiglie devono essere riempite solo per ¾ della loro capacità.
Gli agenti ambientali che possono interagire con il rifiuto sono sostanzialmente ossigeno, acqua, biossido di carbonio, luce e temperatura. Se i campioni sono fotosensibili o comunque quando non si hanno sufficienti informazioni sulla foto degradabilità e sulla termodegradabilità del materiale campionato, è buona regola proteggere i campioni dalla luce e dal riscaldamento.
Nel caso in cui il rifiuto reattivo sia coperto da un liquido surnatante, occorre condurre il campionamento in modo tale da prelevare contemporaneamente campione surnatante. È utile trasferire nel contenitore una parte del liquido surnatante prima di procedere al campionamento vero e proprio.
La bottiglia contenente il campione deve essere riposta in sacchetto di polietilene.
17.5. APPARECCHIATURE DI CAMPIONAMENTO
Nella scelta dell’apparecchiatura di campionamento occorre prendere in considerazione alcune informazioni, quali:
- La pericolosità del rifiuto e la relativa procedura di sicurezza da adottare
- Lo stato fisico del rifiuto
- Dove e come il rifiuto è conservato
- L’accessibilità dei punti di campionamento
- La dimensione del campione di laboratorio da prelevare
Le apparecchiature utilizzate per tutta la catena di campionamento, così come stabilita dal piano di campionamento, devono essere realizzate in materiali chimicamente inerti nei confronti del rifiuto che deve essere campionato e/o non produrre contaminazioni accidentali dei campioni raccolti. L’addetto al campionamento dovrà assicurarsi che le apparecchiature per il campionamento siano meccanicamente e  chimicamente compatibili  con  il  materiale  da  campionare, siano  pulite  e asciutte prima del loro utilizzo.
I sistemi di campionamento più in uso sono in Tabella B.
CAMPIONI LIQUIDI IN GENERE:
Per prelevare un campione primario: usare un campionatore a tubo di lunghezza adeguata al contenitore, che verrà immerso fino al fondo e poi estratto, sempre lentamente. Questo campionamento deve precedere gli altri.
Se il rifiuto liquido è stratificato: prelevare un campione primario e trasferirlo in una bottiglia trasparente per vedere da quante fasi è costituito. Poi usare un campionatore a tubo che verrà immerso alle varie altezze stimate dei diversi strati
Per prelevare un campione superficiale: usare un campionatore adatto, immergerlo nel contenitore e far fluire il liquido all’interno dello stesso, avendo cura di prelevare soltanto lo strato superficiale.
Per prelevare un campione di fondo: usare un campionatore a tubo. Calare il tubo chiuso e poi aprirlo muovendolo sul fondo in senso orizzontale in maniera che attraversi aperto lo strato che si vuole campionare prima che si riempi del tutto.
Se sono presenti sostanze volatili, utilizzare il primo incremento prelevato per risciacquare la bottiglia di raccolta.
CAMPIONI SOLIDI: FANGHI LIQUIDI O PALABILI
La definizione di fanghi copre un ampio spettro di materiali di natura diversa.
In genere è presente una fase solida non disciolta nella fase liquida, e le due fasi sono difficilmente distinguibili. La fase solida può essere sospesa o sedimentare rapidamente.
In ogni caso , la viscosità e la densità di un fango sono tali che esso costituisce un materiale in grado  di  fluire  liberamente. Se  non  è  possibile  al  momento  del  campionamento mantenere l’agitazione continua, il campione deve essere prelevato il più rapidamente possibile dopo la cessazione del mescolamento. Nella maggior parte dei casi perciò i fanghi possono essere campionati in maniera appropriata con le stesse procedure previste per i rifiuti liquidi. Occasionalmente,  quando  hanno  subito  un  qualche  tipo  di  pretrattamento  (deidratazione, essicazione, ecc.) si possono campionare con paletta.
Se sulla superficie è presente una pellicola, se ne deve registrare la natura e lo  spessore, dopodiché dovrà essere rimossa con cautela
CAMPIONI PULVERULENTI: POLVERI E GRANULATI
Si intendono compresi in questa categoria i solidi per i quali la pezzatura è solitamente minore di
5mm.
In linea di principio si preleva almeno 1kg di campione.

	TIPO DI GIACITURA DEL RIFIUTO
	APPARECCHIATURA
	Note
	TIPO DI 

RIFIUTO

	Piccoli  contenitori  di  capacità<20L
	Campionatore a tubo
	
	Liquidi

	
	Travaso dal contenitore
	Rifiuto omogeneo
	Liquidi

	Fusti o botti
	Campionatore a tubo
	
	Liquidi

	Serbatoi
	Campionatore a tubo o bottiglia zavorrata
	Per
campione superficiale
	Liquidi

	
	Campionatore a tubo o prelievo  dalla  valvola  di fondo.
	Per campione di fondo
	Liquidi

	Vasche o fosse
	Bottiglia
zavorrata      o campionatore a bicchiere tipo pescante.
	
	Liquidi

	
	Succhiello, paletta
	
	Solidi

	Tubazioni in flusso
	
	
	Liquidi

	Sacchi,
big-bags,
ammassi, silos, nastri trasportatori, cumuli
	Paletta
	
	Polveri
e granulati

	
	
	
	Materiali grossolani



17.6. NUMEROSITA’
DEI
CAMPIONI
PARZIALI
ED ETICHETTATURA
Il numero dei campioni che si vogliono formare dipende dagli obiettivi del piano di campionamento. Se è necessaria una caratterizzazione di un’area estesa solitamente i campioni raccolti, con campionamento pro balistico o non,  rimangono separati e costituiscono ognuno un campione con la propria denominazione: campione unico e puntuale.
Se è necessario stimare in modo complessivo la composizione di ammassi solidi o di contenuti liquidi,  i  vari  incrementi  vengono  uniti  per  fare  un  campione  medio  composito  da  più incrementi.
Nelle etichette applicate ai vari contenitori delle aliquote, deve essere segnato:
-
denominazione del campione o codice identificativo del punto di prelievo
-
data del prelievo
-
eventuale identificazione del committente o del nome della campagna
Le aliquote di contro-campioni vanno opportunamente sigillate.
17.7. VERBALE DI CAMPIONAMENTO
All’atto del prelievo l’addetto al campionamento deve registrare tutte le informazioni necessarie a caratterizzare il prelievo effettuato su apposita modulistica (mod.gq16/01) Verbale di campionamento di rifiuti).
Anche nel caso in cui il prelievo venga effettuato dal cliente, questo ha il compito di compilare, in tutte la sue parti, il verbale precedentemente consegnato e sottoscriverlo, a meno che non venga fatto uso di un verbale proprio.
18. Campionamento eseguito da Terzi

Le responsabilità derivanti dal campionamento, conservazione e consegna del campione eseguiti da terzi (clienti inclusi), sono a loro totale carico.

Quando il cliente richiede degli scostamenti, delle aggiunte o delle esclusioni dalla presente procedura di campionamento, questi vengono registrati sul verbale di accettazione/campionamento nel campo note (allegati alla PG 11-01), con i dati di campionamento acquisiti. Tali dati vengono inclusi in tutta la documentazione che contiene i risultati di prova e/o taratura e vengono comunicati al personale coinvolto.
19. Archiviazione dei documenti

I tempi di archiviazione dei documenti superati sono così fissati:

	Documento
	All. n.
	Resp.
	anni

	Verbali, note di campionamento
	-
	SA
	            4

	
	
	
	


20. Registro delle modifiche

	18-10-2018
	15.1
	Modificati i valori di temperatura inerenti il  trasporto e conservazione dei tamponi ambientali; modificato anche il tempo intercorrente tra campionamento ed inizio analisi.

	27-05-2019
	3
	Aggiornati i riferimenti


21.  Deroghe, eccezioni e limitazioni

Non ne sono previste

22.  Allegati, moduli

Non previsti.

sonda per carne congelata





sonda per formaggi duri





�





�





�





Gelato





agitatore con prelevatore





sonda ad ago





                   METODO “RODAC”                                                   METODO DELLO “SLIDES” FLESSIBILE














10

