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1.3. Destinatari

Le linee gmda sono rivolte, in primo luogo, a coloro che, a diverso hivello, contribuiscono e
concorrono a garantire la distribuzione e la qualita delle acque all’interno di edifici/locali e navi,
pertanto a coloro che nicoprono il ruolo di GIDI e in special modo a1 responsabili e ai
professiomist: coinvolt: e interessati alla elaborazione del Piano di Sicurezza dell’edificio. Tra
questi possono essere inclusi 1 responsabili e gl operator: delle ret1 idriche deghi edifici e delle
navi (come defimte in § 1.2), nonche di apparecchiature collegate a impiant: idrici che sono
comunque a contatto con le acque potabili o possono influenzame la qualita, considerando tutte
le attivita relative a progettazione, a messa m esercizio e manutenzione, 1vi incluse modifiche e
ristrutturaziomi.

I destinatar: delle linee guida sono anche le Autorita Samtane e Ambientali che a livello
nazionale, regionale e locale (Province, Comum e altri Enti territoriali) sono preposte alla futela



Tabella 1. Alcuni elementi di rischio associabili a diverse tipologie di edifici

Tipologia Esposizione
?' Edd'ﬁcép . Perm (Vuln [Alcuni elementi di rischio generalmente associabili alla tipologia di edificio
..-_ﬁf;o }es nazione ic | a | co

o suscettibilita degli ospiti alle patologie trasmesse per via idrica, in molti casi incrementata da situazioni di
multimorbosita;

o estensione dei sistemi idrici, che possono aumentare la frequenza dei fenomeni di fermo impianto e

stagnazione in reparti e stanze che non sono sempre occupati;

trattamenti a valle del punto di consegna della rete di distnbuzione idrica estema (es. disinfezione, dispositivi di

trattamento), che possono esporre gl utenti a prodotti chimici impiegati per il trattamento (es. disincrostanti di

membrana, coagulant, disinfettanti e sottoprodott della disinfezione);

flussi intermittenti o nstagni nei sistemi idrici associati ad un uso discontinuo di locali'stanze;

prasenza nell'acqua potabile di microrganismi che, di norma, non rappresentano un pericolo per la maggior

parte dei soggetti, ma che possono causare infezioni in soggetti immunosoppressi o comungue

immunocompromessi (es. Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter, Aspergillus): 'esposizione diretta a quesh
agenti si correla anche all'acqua usata per lavare o imigare feritefustioni, dispositivi medici (endoscopi, cateter,
ecc.) o di altro tipo (nebulizzatori, umidificator, ecc.);

o 1 sistemi di distnbuzione dell’acqua calda sanitaria costituiscono ambienti particolarmente favorevoli alla
crescita di agenti patogeni ambientali (alcuni patogeni ambientali, tra cui diverse specie di Legionella, tra cur L.
prieumophila, crescono pid rapidamente a 37°C, nispetto a temperature al di sopra dei 60°C e al di sotto dei
20°C);

o eventuale presenza di piscine per l'idroterapia, macchine per ghiaccio, fontanelle per acqua potabile, sistemi
per assigenocterapia; possono essere anche presenti sistemni per umidificazione/deumidificazione dell’ana (a
volte I'acqua immessa nei sistemi di ventilazione per umidificare 'aria crea contaminazioni potendo presentare
acqua stagnante) — tali aspetti esulano dalla trattazione.

5]

R

Istituti di ricovero
e cura (ospedali)

o suscettibilita degli cspiti alle patologie trasmesse per via idrica, in molti casi incrementata da situazioni di
multimorbosita;

estensione dei sistemi idrici, che possono aumentare la frequenza dei fenomeni di fermo impianto e
stagnazione in reparti e stanze che non sono sempre occupati.

Strutture elo
comunita per
anziani (es. RSA,
case di riposo)

5]

esposizione di pazienti e operaton sanitan potenzialmente vulnerabili;
circuiti idrici dei nuniti odontoiatrici che erogano acqua ad alta pressione e aerosol che possono essere inalati

00

Centri riabilitativi,

ambulatoriali e dai pazienti; potenziali rischi di retrocontaminazione per pazienti e operaton sanitari;

odontoiatrici. ¥ + + |- 1/ o eventuale presenza di piscine per l'idroterapia, macchine per ghiaccio, fontanelle per acqua potabile, sistemi
non in regime per ossigenoterapia; possono essere anche presenti sistemi per umidificazione/deumidificazione dell’ana (a
di degenza volte 'acqua immessa nei sistemi di ventilazione per umidificare I'ana, creando contaminazioni come le

vaschette dei fan coil che spesso presentano acqua stagnante) — tali aspetti esulano dalla trattazione.




& condomini

5]

Tipologia Esposizione

di edificio . o - . e o
(per destinazione Perm (Vuln |Alcuni elementi di rischio generalmente associabili alla tipologia di edificio
d'uso) IG | 1A | CO

o maggiore suscettibilitd della prima infanzia alle patologie infettive e alle sostanze chimiche (es. piombao), la cui
Strutture . . ! ] X ; h _

ar linfanzia + | +H-| + |- +/- esposizione pud essere amplificata dall'uso intermittente dell’acqua;
P - o norme igieniche praticate dai bambini meno regolarmente.

o possibile approvvigionamento dell’acqua da fonti autonome;

o presenza di vasche idromassaggio utilizzate in modo discontinuo, che rilasciano aerosol;

Strutture ricettive o utilizzo stagionale di edifici, parti di edifici & impianti annessi che possono aumentare |a frequenza dei
alberghiere + + + |+ - fenomeni di fermo impianto e stagnazione;

o possono includere docce, piscine, vasche idromassaggio elo dispositivi che liberano aerosol {misting devices);

o eventuale presenza di macchine per ghiaccio, fontanelle per acqua potabile e fontane.

Eaclzisime fﬁ_n{;‘:;tg + + + | 4. |© possono includere docce, piscine, vasche idromassaggio efo dispositivi che liberano aerosol (misting devices);
bznessére o utilizzo stagionale di edifici, parti di edifici e impianti annessi.

Serre, vivai, fiere o garden center, semre e giardini dinverno che utilizzano tipicamente sistemi di imgazione e fontane che

floreali (nel caso in possono includere serbatoi di stoccaggio e pozzetti, includono dispositivi a spruzzo e nebbia per produrre

cui si utilizzi acqua S B B aerosol e possono, eventualmente, favorire la diffusione di organismi patogeni ambientali, soprattutto negli
potabile) ambienti caldi.

o possone includere acque trattate per impieghi nei laboratori didattici scientifici e di ricerca o di formazione
lstituti di istruzicne tecnica, dove possono essere presenti stazioni per il lavaggio degli occhi e docce di sicurezza, che - come |
e altre strutiure + - | +H- - - sistemi antincendio - sono soggette a ristagno e crescita di biofilm;
educative o utilizzo stagionale degli impianti, con periedi di stagnazione negli intervalli festivi e molto prolungati durante le

interruzioni esfive.

o sovraffollamento e prolungata permanenza in spazi relativamente ristretti;

. : . o uso promiscuc degli impianti igienico-sanitan;
Istituti penitenziari + |+ | + |+ +/- |o igiene generalmente scadente, con conseguente aumento del rischio microbiclogico (tubercolosi, epatite) e di
€ caserme trasmissione fecale-orale:

o possibile presenza di soggeth vulnerabili.

o possibili difficoltd di manutenzione/gestione degli impianti dei tratti di rete di uso comune a valle del punto di

consegna, collegat alle singole proprieta;
Abitazioni private . N + s o o possibile esposizione al piombo negl impianti o tratti di rete interna di edifici antecedenti agli anni ‘60;

utilizzo discontinuo di edifici e locali abitati stagionalmente, che pud aumentare i nschi legati a fenomeni di
fermo impianto, stagnazione, corrosione;
utilizzo di impianti di trattamento non adeguatamente manutenuti.

G = ingestione; 1A = inalazions; CO = contatto. (+) = molto rilevante; (+i-) = possibile rilevanzaloccomenza; (-) = poco rilevante.
Perm = permanenza degli utenti. (+) = =72 ore; (+/-) = 2472 ore; (-) = <24 ore.
Vin = Yulnerabilita. (+) = presenza rilevanteiprevalente di soggeti vulnerabili; (+/-) presenza di soggett vulnerabili, non in misura prevalents; (-) = presenza possibile di soggetti vulnerahili.

- rischio elevato;

. nischio alto;

- rischio medio
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Tabella 2. Esempi, non esaustivi, di strutture prioritarie e non prioritarie, articolate per classe di priorita,
e azioni associate, ::rlzihligah:nriua’t o raccomandate, sui sistemi di distribuzione interni, definite
in base a criteri di valutazione e gestione del rischio

Azioni a carattere di obbligo Azioni a carattere di Parte
raccomandazione LG

e [dentificazione del GIDI.

« PSA del sistema idnico di
distnbuzione interna, con particolare
nguardo a piombo e Legionella
assicurando al minimo controlli

Classe di priorita

o Strutture sanitare, relativi a piombo e Legionella, in
socio-sanitane base alle prescnzioni della normativa
e socio-assistenziall vigente. cap. 5
in regime di ricovero Soggetto attuatore: team

(come definite nel cap. 2) multidisciplinare presieduto dal feam
leader, inclusivo dei rappresentanti
delle diverse unita della struttura e
supportato da professionisti esperti
in controlli, campionamenti e analisi,

[ I 1 LI S e )
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identificat dal IEID

o [dentificazione del GIDI.

» Piano di autocontrollo degli impianti
idrici intemi, con controllo minimo
relativo a piombo e Legionella, in
base alle prescnzioni della normafiva
vigente, e L. pneumophila.

Soggefto aftuatore: GIDI, supportato
ove necessarno, da competenze
multidisciplinar.

+ Strutture sanitane,
socio-sanitane
e soclo-assistenzial
non in reqime di ncovero
(come definite nel cap. 2)
inclusi centn nabilitativ,
ambulatonali e
odontolatncl.

Manuali di corretta prassi per
limplementazione dei piani d
autocontrollo igienico per gl

impianti idnci, elaborati
generalmente da associazioni di

' settore o ordini professionall.

cap. b




Fasi propedeutiche
= costituzione del team del PSA
= ofoud di PSA e documentazione

Valutazione del sistema

= descrizione del sistema idrico

= individuazione dei pericoli e degli eventi pericolosi
« valutazione del rischio anche in relazione a misure di controllo

Gestione del sistema per il controllo dei rischi

= piano di miglioramento
- monitoraggio operativo delle misure di controllo
= azioni comreftive e procedure di gestione

Verifica piano
- elaborazione del piano di verifica

Azioni di supporto, formagzione e qualifica
= piani di comunicazione
« programmi di supporto, formazione e qualifica

Revisione del PSA

- attivita di revisione del piano

Figura 2. Sintesi delle fasi di sviluppo e implementazione del PSA
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7@y World Health - - .
%) Organization  Health Topics v Countries v Newsroom v Emergencies v

Legionellosis

16 February 2018

Key facts

« The bacterium L. pneumophila was first identified in 1977, as the cause of an outbreak of severe
pneumonia in a convention centre in the USA in 1976.

« The most common form of transmission of Legionella is inhalation of contaminated aerosols
produced in conjunction with water sprays, jets or mists. Infection can also occur by aspiration of
contaminated water or ice, particularly in susceptible hospital patients.

10
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(&%) World Health - . .
%) Organization  Health Topics v Countries v Newsroom v Emergencies v

Legionellosis

16 February 2018

Key facts

» Legionnaires’ disease has an incubation period of 2 to 10 days (but up to 16 days has been
recorded in some outbreaks).

» Death occurs through progressive pneumonia with respiratory failure and/or shock and multi-
organ failure.

« Untreated Legionnaires’ disease usually worsens during the first week.

« Of the reported cases 75-80% are over 50 years and 60-70% are male.

11
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As described in Guidelines for Drinking-water Quality, (WHO, 2017):

“The genus Legionella, a member of the family Legionellaceae, has at least 50 species

comprising 70 distinct serogroups. Legionellae are Gram-negative, rod-shaped,
nonspore-forming bacteria that require L-cysteine for growth and primary isolation.
Legionella spp. are heterotrophic bacteria found in a wide range of water
environments and can proliferate at temperatures above 25 °C.

(...) Legionella spp. are members of the natural flora of many freshwater
environments, such as rivers, streams and impoundments, where they occur in
relatively low numbers. However, they thrive in certain human-made water
environments, such as water cooling devices (cooling towers and evaporative
condensers) associated with air-conditioning systems, hot water distribution systems
and spas, which provide suitable temperatures (25-50 °C) and conditions for their
multiplication.

(...) Legionella survive and grow in biofilms and sediments (...) and can be ingested by
trophozoites of certain amoebae such as Acanthamoeba, Hartmanella and Naegleria,
which play an important role in their persistence in water environments”.
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Legionnaires’ disease is a significant cause of potentially preventable morbidity and
mortality in Europe.

ECDC will explore the possibilities to assist countries with notification rates below one per
million inhabitants to improve clinical awareness, laboratory diagnosis and reporting of
LD. The use of laboratory tests for diagnosis is rapidly changing, with an increasing
number of PCR tests performed in several countries.

13
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Legionnaires’ disease in Europe — Surveillance Report 2019

Annual epidemiological report for 2019

Figure 1. Distribution of Legionnaires' disease cases per 100 000 population by country, EU/EEA, 2019
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“Distribuition of Legionellaires’ disease cases per 100.000 population by country, EU/EEA, 2019:
France Germany, Italy and Spain accounted for 71% of all notified cases although their combined population only represent

approximately 50% of EU/EEU population.»

14
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Legionnaires’ disease in Europe — Surveillance Report 2019

Figure 2. Distribution of Legionnaires' disease cases by month, EU/EEA, 2015-2019
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“During the period 2015-2019, the number of reported cases increased by 65% from 6 947 to 11 298 showing an increasing
trend in recent years.”
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Legionnaires’ disease in Europe — Surveillance Report 2019

Distribution of Legionnaires’ disease cases by month, EU/EEA, 2019 and 2015-2018
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“The distribution of cases by month of reporting shows that the majority (57%) occurred between June and October,
similar to previous years. An increase in cases compared to the maximum in previous years (2015-2018) was observed for
every month during the period July to December. The peak of 1 743 cases in June 2018 was the highest monthly number
recorded to date under EU/EEA surveillance and was not reached again in 2019. No community outbreaks were reported
by any EU/EEA country that could explain the shifted seasonal curve to the later summer and autumn period.”
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Breaking news: an Hospital outbreak of Legionella

Tre casi di legionella, Stella Maris evacuato

Due anziani fuori pericolo, operatrice in rianimazione. L’edificio appena restaurato

Analisi di laboratorio per comprendere l'entita del fenomeno (archivio)

VENEZIA - Due pazienti ricoverati all'Ospedale Civile di Venezia, una operatrice socio sanitaria in prognosi riservata a Chioggia e un intero ospedale — I'Istituto S
SOno in corso in queste ore ad opera del Dipartimento di prevenzione dell'Asl 12 che ha predisposto l'evacuazione dell'edificio, e mentre preoccupano le condiziont

Le prime avvisaglie di legionellosi si sono registrate quando al secondo piano della casa di riposo «Stella Maris» acquistata e restaurata dall'Ospedale San C
Date le loro condizioni di salute, sono stati subito trasferiti all'Ospedale Civile di Venezia dove sono risultati positivi al test della legionella. Ricoverati nel reparto di
da giovedi scorso all'ospedale di Chioggia nel reparto di Rianimazione in prognosi riservata. Quarantatre anni, sposata e madre di due figli, la donna & una operatric
a dire qualche giomo dopo il manifestarsi della legionella nei due ospiti della struttura.

Febbre alta, dolori muscolari e soprattutto difficolta respiratorie hanno indotto all'immediato ricovero in ospedale dove € stata sottoposta sia al test della legion:
—nel pomeriggio di venerdi scorso - il terzo caso di legionella in pochi giomi, la direzione del San Camillo ha allertato 1'azienda sanitaria veneziana e fatto scattare |
dell'edificio. «Un doveroso ringraziamento va a tutto 1l personale che ha dato la massima disponibilita in questa situazione delicata — dice la direzione — gli eventi so
75 ospiti. Pot 1l giorno dopo abbiamo cominciato l'evacuazione che si é conclusa domenica mattina. Le linee guida sono state messe in campo tutte, dallo shock t.
risultati delle analisi dall'Asl che c1 dira anche quando potremo riaprire».

Stupisce perd, soprattutto fra i familiari degli anziani ospiti dell'Istituto trasferiti in fretta e furia, che in una struttura completamente rimessa a nuovo e aperta da
San Camillo con un investimento di circa dieci milioni di euro presentandosi come una struttura all'avanguardia per tecnologie e disponibilita di spazi: se1 piani, ogn
la comunicazione diretta con 1l San Camillo. Qualcosa, pero, non ha funzionato. A chiedere chiarimenti ufficiali alla direzione generale sono 1 sindacati che lament:

Paola Vescovi
15 settembre 2009(ultima modifica: 16 settembre 2009)© RIPRODUZIONE RISERVATA
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Accommodation site list for Legionnaires'
disease

The list below shows the current accommodation sites in EU/EEA countries with which clusters of Legionnaires’
dizease have been identified but where the European Legionnaires’ disease Surveillance Network (ELDSNet) is
unable to assess the risk of Legionells infaction, or where ELDSNet believe there may be increased risk to
travellers. Please note this is not a complete list of clusters detected by the European Legionnaires’ disease
Surveillance Network (ELDSNet).

This list will never include accommodation sites in non EU/EEA countries, since ELDSNet cannot formally verify the
rigk status of the accommodation sites and the actions taken in response to the clusters.

Most recent Last
Accommodation name Location case date” Notes updated™
Castello Castellarano, Emilia 28/10/2019 An ELDSNet form B was received  24/06/2021
Romagna, Italy reporting that control measures

were unsatisfactory.

Auberge de Cassagne & Le Pontet, Vaucluse, 100022021 An ELDSMNet form B was received 09/04/2021
Spa France reporting that control measures
were unsatisfactory,

Rusall Tremezzina (Lago di 03/08/2020 An ELDSMet form B was received  24/09/2020
Como), Lombardia, Italy reporting that control measures
were unsatisfactory.

Hotel The Originals du Scionzier, Haute-Savoie,  25/04/2020 An ELDSMNet form B was received  31/07/2020
Faucigny Cluses Quest France reporting that control measures
were unsatisfaciory.

Nimotel Nimes, Gard, France 0212/2019 An ELDSMNet form B was received  23/01/2020
reporting that control measures
were unsatisfactory.

Hotel Carlo Magno Ischia, Campania, Italy 15102019 An ELDSMNet form B was received 121172019
reporting that control measures
were unsatisfaciory.
* Most recent dafe of disease onsst amang Legionnaires’ disease cases reporfed to have sfayed af this accommodation sife

= Depending on the accommaodation site history, this cowd refer fo: 1. Date of publication of the sife; OR 2. Date of the most recent
case notification; OR 3. Date of the most recent form B received.

https://www.ecdc.europa.eu/en/legionnaires-disease/threats-and-outbreaks/accommodation-site

18
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Directive 2000/54/EC - biological
agents at work

Latest update: 08/04/2021

of the European Parliament and of the Council of 18 September 2000 on the
protection of workers from risks related to exposure to biological agents at work

(seventh individual directive within the meaning of Article 16(1) of Directive

89/391/EEC)

Objective

This Directive lays down minimum requirements for the health and safety of

workers exposed to biological agents at work.
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L 435/42

Official Journal of the European Union 23.12.2020

Part D

Parameters relevant for the risk assessment of domestic distribution systems

Parameter

Parametric value

Unit

Notes

| Legionella

<1000

crull|

This parametric value is set for the pur-
poses of Articles 10 and 14. Actions pro-
vided for in those Articles could be con-
sidered even when the value is below the
parametric value, e.g. in cases of infections

and outbreaks. 11 SUCH cases, the source ol
infection should be confirmed and the
species of Legionella should be identified.
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L 435/50 Official Journal of the European Union 23.12.2020
Part A

Microbiological parameters for which methods of analysis are specified

The methods of analysis for microbiological parameters are:

a)

b)

d)

Escherichia coli (E. coli) and coliform bacteria (EN ISO 9308-1 or EN ISO 9308-2);
intestinal enterococci (EN ISO 7899-2);

colony count or heterotrophic plate counts at 22 °C (EN ISO 6222);

Clostridium perfringens including spores (EN ISO 14189);

(
(
(©)
(
(

€)

Legionella (EN ISO 11731 for compliance with the value in Part D of Annex I);

for risk-based verification monitoring and to complement culture methods, in addition methods, such as ISO/TS
12869, rapid culture methods, non-culture-based methods, and molecular-based methods, in particular qPCR, can
be used;

somatic coliphages;

for operational monitoring, Part A of Annex II, EN ISO 10705-2, and EN ISO 10705-3 can be used.
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VERITAS BIOLOGICAL LABORATORY
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RESEARCH OF Legionella spp/Legionella pneumophila BY CULTURAL AND REAL-TIME PCR METHODS

ARn
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Methods ISO 11731-2:2004 and Methods ISO/TS 12869:2012 and
1ISO 11731:2017 ISO/TS 12869:2012
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HOME CASE INVESTIGATION

shower cold water 17/04/2015 0 UFC/L
shower hot water 17/04/2015 0 UFC/L
kitchen cold water 17/04/2015
kitchen hot water 17/04/2015 0 UFC/L
water meter 17/04/2015 0 UFC/L Negative

Analytical results by culture method and by RT PCR for the detection of Legionella in the home of an individual with legionellosis

MEMBRANE FILTRATION METHOD REAL TIME PCR

SAMEEE DATE ISO 11731-2-2004 ISO/TS 12869: 2012
shower cold water 17/06/2015 0 UFC/L Negative
shower hot water 17/06/2015 0 UFC/L Negative
kitchen cold water 17/06/2015 0 UFC/L Negative
kitchen hot water 17/06/2015 0 UFC/L Negative

water meter 17/06/2015 0 UFC/L - Negative

Analytical results by culture method and by RT-PCRafter home sanitization.
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CULTURAL METHOD: z-score Proficiency Testing results from 2010 to 2020

VARITAS Z-SCORE, Legionella- METODO ISO 11731-2:2004 VARITAS Z-SCORE, Legionella- METODO ISO 11731:2017
4 4
3 3
2 2
0,71 0,62 0,59
1 1 0.50
0,40
B e o [ [ [
° ” il N
-1 -1
-0,70 -0,81
2 -2
3 -3
-4 ‘ ‘ ‘ ‘
-4 ' N ! ' ! P T e e mar-18 ott-18 apr-19 apr-19 giu-20 giu-20 set-20 set-20 set-20 set-20
mar-10  mar-10  set-10  set-11 set-11  mag-12 set-12  nov-12 mar-13  set-13  mar-14 mag-15 set-15 mar-16  oft-17

The results are all between the interval -2 and +2: « Satisfatory».
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REAL-TIME PCR PROCEDURE: DNA EXTRACTION AND AMPLIFICATION

1 L sample is filtered on a
polycarbonate = membrane
with a nominal porosity of
0,45 um and then suspended
with 1 ml of sterile water.

50 pl of lysis buffer are
added to the sample
which is then subjected to
heat shock to help lysis
and centrifugated.

10 pl of sample are transferred
to a new tube with inside 15 pl
of master mix composed by all
reagents necessary to amplify
Legionella spp /[ Legionella
pneumophila DNA.
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REAL-TIME PCR PROCEDURE: DNA EXTRACTION AND AMPLIFICATION

575,000 -

550,000

525,000 -

500,000

475,000 -

450,000

425,000 -

400,000
375,000
350,000

326,000 -

300,000
275,000

ORN

250,000
225,000

200,000 -

175,000
150,000
125,000

100,000 -

75,000

50,000 -

25,000

0!

-25,000

BLpn

Lspp INIAC

Amplification Plot

AMPLIFICATION BY REAL -TIME PCR:
L.ssp: Legionella species

L.pn: Legionella pneumophila

IAC: Inhibition Amplification Control.

Every run has a negative amplification control to verify there’s no contamination,
a positive amplification control to verify that amplification occured and an internal
amplification control used to highlight a possible effect of inhibition.
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4 » settembre 2021 [ Cerca in Calendario (CTRL+E) o]
LUNEDI MARTEDI MER i GIOVEDI VENERDI SABATO DOMENICA
30 ago 31 2 3 4 5
6 7 8 9 10 1 12
The analisis by Real-Time method lasts 4 hours
13 14 15 16 17 18 19

20 21 22 23 24 25 26

27 28 29 30 1 ott 2 3
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Veritas analyzed 193 drinking water samples to detect Legionella spp with both membrane filtration method (results
obtained in 10-15 days) and Real Time PCR method (results obtained in about 4 hours).
A statistical analysis considering the culture method as the reference method is shown below:

Real - Time PCR

POSITIVE SAMPLES | NEGATIVE SAMPLES | TOTAL

POSITIVE SAMPLES

|
m
it NEGATIVE SAMPLES 46 136 -
(o)
d
Sensibility = 81.82%
Spetithky = 35 138 74.73|%193
—  Negative predicted value = 98.55 %

Sensibility = true positives / (true positives + false negatives)

Specificity = true negatives / (true negatives + false positives)

Negative predicted value = true negatives / (true negatives + false negatives)
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REAL-TIME METHOD (QUALITATIVE DETECTION): Z-SCORE PROFICIENCY TESTING RESULTS IN 2020

Y/ 4 SCHEDA DI CONTROLLO DATI ANALITICI
VEZRITAS
{PERIODO: | 2020
Valutazione Z-SCORE
Metodo | Parametro: Z-zscore:
Circuito: Matrice: Operatore: Data:
LGC - OwasS IS0 TS 128622013 Lamarals spp PCRH 1 2H0X2020 Detected
LGC - OwasS IS0 TS 128622013 Lamarals spp PCRH 2 2H0X2020 Detected
LGC - OwasS IS0 TS 128692013 £ arpvradis v smga s PCRH 1 J0X2020 Detected
LGC - Owas IS0 TS 128692019 £ acpvradis v smga s PCRH 2 J0X2020 Detected
LIWICHIRA IS0 TS 128622013 Lamaals spp PCRH 3 01¥2020 Detected
LIWICHIRA IS0 TS 128692019 £ acpvradis v smga s PCRH 3 01¥2020 Mot Detected

® hioh calcolato dal circuito in quanto il campione non conteneva | organismo ricercato.

FM rnon calcolato dal circuito in guanto 'organismo pur presente nel campione non & stato rinvenuto dal |aborataorio [Falso negatival.
FP non calcolato dal circuito in guanto 'organismo & stato rinvenuto dal laboratorio ra non era presente nel carnpione [Falso positiva).
Detected: organismo presente e correttarments rilevato; Mot Detected: organismo assente e correttamnente non rilevato

The results (Detected/Non Detected) are all « Satisfatory».
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VERITAS Laboratory has 2 Real —Time PCR and 1 Lamp
Search of:

» Legionella/Legionella pneumophila in drinking waters;

* Salmonella e Shigella in drinking water and to be intended for human consumption;
* Salmonella in wastewater;

e Sars-CoV-2 on indoor and outdoor surfaces.

At the moment 6 technicians are working in the laboratory. They have the competences to perform, according
to UNI CEI EN ISO/IEC 17025, analises by cultural and molecolar methods: in this way it’s possible to absorb .
the analytical load also in emergency situation.
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Legionella RESEARCH PROTOCOL IN VERITAS WATER SERVICE MANAGEMENT

sample for cultural and Real
Time PCR analyses
screening by Real -Time PCR
positive result

analysis of the same
sample by cultural method

REFERENCE: «Linee Guida per la prevenzione ed il controllo della legionellosi (79/CSR, 7/5/2015).»
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Legionella: DRINKING WATER ANALYSIS RESULTS IN 2020

538 samples analysed by Real-Time PCR: negative/positive samples percentage.

Real-Time
positive
11%

Real-Time

negative
89%

The Real-Time positive samples (11%) have been analysed by cultural Method and only the 19% has
shown a growth of Legionella.
Real-Time PCR Method considerably reduces the analytical times allowing an easier and more frequent
monitoring of drinking water systems and networks. 2
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Legionella: DRINKING WATER ANALYSIS RESULTS IN 2023

all samples confirmed by cultural method have been found to be in a concentration lower to
the limit of the new Directive (EU) 2020/2184 (1000 CFU/L);

the positive samples have been concentrated in a specific area of the distribution network: it has been possible
to focus on the critical area and intensify the checks (first yearly then monthly);

the largest number of positive samples has been found during the end of summer and the beginning of autumn.
Before 2023, some positive results were found during autumn and also spring.
The monitoring plan of the distribution network is therefore scheduled over the entire calendar year.
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SEQUENCING OF THE ISOLATED Legionella/Legionella pneumophila STRAINS

* PCR from colony or genomic DNA;
* Purification of PCR products;

* 500 bp fragment sequencing of the 16S gene rRNA;

e similarity analysis.

Consensus obtained by
Sanger Sequence assembly

similarity search results obtained
by the Blast program
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

Consensus

>52798
ATTGAACGCTGGCGGCATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGCAGCATAATCTAGCTTGCTAGATTGATGGCGAGTGGCG
AACGGGTGAGTAACGCGTAGGAATATGCCTTGAAGTGGGGGACAACTTGGGGAAACTCAAGCTAATACCGCATAATGTCT
AAGGACGAAAGCTGGGGACCTTCGGGCCTGGCGCTTTAAGATTAGCCTGCGTCCGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAGGGC
CTACCAAGGCGACGATCGGTAGCTGGTCTGAGAGGATGGCCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGG
GAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGGAACCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTGAGGGTT
GTAAAGCACTTTCAGTGGGGAGGAGGGTTGATTGGTTAAGAGCTGATTAACTGGACGTTACCCACAGAAGAAGCACCGGC
TAACTCCGTG

Score E Max
Sequences producing significant alignments: (Bits) Value Ident
CP029563.1 Legionella anisa isolate UMCG_3A chromosome 905 0.0 100%
KF680697.1 Uncultured prokaryote clone 0TUO37 16S ribosomal RN... 905 0.0 100%
AY744776.1 Legionella anisa 16S ribosomal RNA gene, partial se... 902 0.0 100%
AJ969025.1 Legionella anisa partial 16S rRNA gene, isolate UCS... 900 0.0 100%
AB185330.1 Legionella anisa gene for 16S ribosomal RNA, partia... 900 0.0 100%
KY606886.1 Uncultured Legionellaceae bacterium clone bac33-TO-... 898 0.0 100%
AJ969021.1 Legionella anisa partial 16S rRNA gene, isolate UCS... 887 0.0 99%
NR_119017.1 Legionella anisa strain ATCC 35292 16S ribosomal R... 887 0.0 99%
AJ969020.1 Legionella anisa partial 16S rRNA gene, isolate UCS... 885 0.0 99%
LC504039.1 Legionella parisiensis JCM 7561 gene for 16S riboso... 883 0.0 99%

w
~N
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Sequencing isolated Legionella/Legionella pneumophila strains: consensus

Drinking water network
Area 1

CTACCAAGGCGACGATCGGTAGCTGGTCTGAGAGGATGGCCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGG

Consensus

29590
TTGAACGCTGGCGGCATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGCAGCATTGTCTAGCTTGCTAGACAGATGGCGAGTGGCG

ACGGGTGAGTAACGCGTAGGAATATGCCTTGAAGAGGGGGACAACTTGGGGAAACTCAAGCTAATACCGCATAATATCT
TGGATGAAAGCTGGGGACCTTCGGGCCTGGCGCTTTAAGATTAGCCTGCGTCCGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAGGGC

AGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTGAGGGTT
TAAAGCACTTTCAGTGGGGAGGAGGATTGATAGGTTAAGAGCTGATTGATTGGACGTTACCCACAGAAGAAGCACCGGC
AACTCCGTG

Drinking water network
Area 2

Consensus

>30332
ATTGAACGCTGGCGGCATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGCAGCATTGTCTAGCTTGCTAGACAGATGGCRAGTGGCG

AACGGGTGAGTAACGCGTAGGAATATGCCTTGAAGAGGGGGACAACTTGGGGAAACTCAAGCTAATACCGCATAATGTCT
GAGGACGAAAGCTGGGGACCTTCGGGCCTGGCGCTTTAAGATTAGCCTGCGTCCGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAGGGC
CTACCAAGGCGACGATCGGTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGG
GAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTGAGGGTT
GTAAAGCACTTTCAGTGGGGAGGAGGGTTRATAGGTTAAGAGCTGATTAACTGGACGTTACCCACAGAAGAAGCACCGGC
TAACTCCGTG

Drinking water network
Area 3

Consensus

>30770
ATTGAACGCTGGCGGCATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGCAGCATTGTCTAGCTTGCTAGGCAGATGGCGAGTGGCG

AACGGGTGAGTAACGCGTAGGAATATGCCTTGAAGAGGGGGACAACTTGGGGAAACTCAAGCTAATACCGCATAATATCT
TTGGATGAAAGCTGGGGACCTTCGGGCCTGGCGCTTTAAGATTAGCCTGCGTCCGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAGGGC
CTACCAAGGCGACGATCGGTAGCTGGTCTGAGAGGATGGCCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGG
GAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTGAGGGTT
GTAAAGCACTTTCAGTGGGGAGGAGGATTGATAGGTTAAGAGCTGATTGATTGGACGTTACCCACAGAAGAAGCACCGGC
TAACTCCGTG
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Sequencing isolated Legionella/Legionella pneumophila strains: similarity research results

Drinking water network
Area 1

Drinking water network
Area 2

Drinking water network
Area 3

Score E Max
Sequences producing significant alignments: (Bits) Value Ident
LR134380.1 Legionella pneumophila subsp. pascullei strain NCTC... 905 0.0 100%
LS483412.1 Legionella pneumophila subsp. pascullei strain NCTC... 905 0.0 100%
CP014255.2 Legionella pneumophila subsp. pascullei strain F-41... 905 0.0 100%
CP021279.1 Legionella pneumophila subsp. fraseri strain F-4198... 905 0.0 100%
CP021277.1 Legionella pneumophila subsp. fraseri strain D-4058... 905 0.0 100%
CP021274.1 Legionella pneumophila strain D-4040 chromosome, co... 905 0.0 100%
CP021272.1 Legionella pneumophila strain D-5265 chromosome, co... 905 0.0 100%
CP021270.1 Legionella pneumophila strain D-7787 chromosome, co... 905 0.0 100%
CP021265.1 Legionella pneumophila subsp. fraseri strain Los An... 905 0.0 100%
CP021264.1 Legionella pneumophila subsp. fraseri strain D-5387... 905 0.0 100%
Score E Max
Sequences producing significant alignments: (Bits) Value Ident
CP048618.1 Legionella pneumophila strain ERS1305867 chromosome... 898 0.0 100%
CP045974.1 Legionella pneumophila strain AUSMDUO0010536 isolat... 898 0.0 100%
CP040987.1 Legionella pneumophila strain FDAARGOS_779 chromoso... 898 0.0 100%
LR134176.1 Legionella pneumophila strain NCTC12179 genome asse... 898 0.0 100%
LR133933.1 Legionella pneumophila strain NCTC12180 genome asse... 898 0.0 100%
LR134332.1 Legionella pneumophila strain NCTC11193 genome asse... 898 0.0 100%
CP021286.1 Legionella pneumophila subsp. pneumophila strain Al... 898 0.0 100%
CP021283.1 Legionella pneumophila subsp. pneumophila strain Al... 898 0.0 100%
CP021281.1 Legionella pneumophila subsp. pneumophila strain Fl... 898 0.0 100%
CP021268.1 Legionella pneumophila subsp. pneumophila strain Bi... 898 0.0 100%
Score E Max
Sequences producing significant alignments: (Bits) Value Ident
CP021274.1 Legionella pneumophila strain D-4040 chromosome, co... 905 0.0 100%
CP021272.1 Legionella pneumophila strain D-5265 chromosome, co... 905 0.0 100%
CP021261.1 Legionella pneumophila strain NY23 (D-7705) chromos... 905 0.0 100%
CP021260.1 Legionella pneumophila strain NY24 (D-7706) chromos... 905 0.0 100%
LR134380.1 Legionella pneumophila subsp. pascullei strain NCTC... 900 0.0 100%
LS483412.1 Legionella pneumophila subsp. pascullei strain NCTC... 900 0.0 100%
CP014255.2 Legionella pneumophila subsp. pascullei strain F-41... 900 0.0 100%
CP021279.1 Legionella pneumophila subsp. fraseri strain F-4198... 900 0.0 100%
CP021277.1 Legionella pneumophila subsp. fraseri strain D-4058... 900 0.0 100%
CP021270.1 Legionella pneumophila strain D-7787 chromosome, co... 900 0.0 100%
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Watson e Crick
NOBEL MEDICINA1962: DNA discovery
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@ Diatomea.net

Rosalind Franklin e il sessismo nella scienza - diatomea
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