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EPIDEMIOLOGIA BASATA SULLE 
ACQUE REFLUE A BOLZANO 

Il laboratorio biologico di Appa 
Bolzano partecipa dal 2021 al 
progetto Sari (Sorveglianza 

ambientale dei reflui in Italia). 
Settimanalmente analizza le acque 
reflue in ingresso ai maggiori depuratori 
altoatesini alla ricerca del virus Sars-
cov-2. In seguito alla pandemia da 
coronavirus si è nuovamente affermato il 
metodo innovativo per il monitoraggio 
della circolazione di patogeni e altre 
sostanze nelle acque reflue: la cosiddetta 
epidemiologia basata sulle acque reflue 
(wastewater based epidemiology, Wbe) 
(Singer et al., 2023). 
La Wbe si basa sul concetto, già 
consolidato nel mondo scientifico, che 
ciò che viene espulso dal corpo umano 
attraverso le deiezioni (feci e urine) può 
essere rilevato nelle acque reflue. 
Analizzando quindi le acque reflue 
all’ingresso di un depuratore è possibile 
ottenere dati utili rispetto all’andamento 
e alla diffusione di patogeni (per esempio 
il Sars-cov-2 e i virus influenzali) 
indipendentemente dal ricorso a test 
clinici (La Rosa et al., 2020). Lo 
strumento della Wbe è quindi un 
monitoraggio di tipo ambientale, a costo 
relativamente ridotto, non invasivo della 
privacy e implementabile su larga scala, 
utile come supporto decisionale per 
programmare futuri interventi di salute 
pubblica. Il contributo della Wbe alla 
tutela della salute umana è evidenziato 
nell’articolo 17 (sorveglianza delle acque 
reflue urbane) della direttiva europea 
Ue 3019/2024 sul trattamento delle 
acque reflue urbane.
L’Italia ha applicato la Wbe allo scopo di 
sorvegliare la circolazione di virus nelle 
acque reflue avviando già nel 2021 la 
rete di sorveglianza Sari con l’obiettivo 
di monitorare la concentrazione e la 
variabilità genetica del virus Sars-cov-2 
(La Rosa et al., 2022). Dall’avvio 
dell’iniziativa, il laboratorio biologico di 
Appa Bolzano partecipa alla rete Sari.
Il valore predittivo della Wbe, nei 
confronti della diffusione di patogeni 

IL LABORATORIO BIOLOGICO DI APPA BOLZANO, LE VARIE FASI ANALITICHE BASATE SU 
TECNICHE DI BIOLOGIA MOLECOLARE, DALLA PRODUZIONE ALL’INTERPRETAZIONE DEI DATI E 
UNA BREVE PANORAMICA SULLE PROSPETTIVE FUTURE DEL MONITORAGGIO AMBIENTALE DI 
PATOGENI IN RELAZIONE AL CONCETTO DI WASTEWATER BASED EPIDEMIOLOGY.

nella popolazione, è sempre più 
considerato, tanto da essere utilizzato 
anche in grandi eventi, come ad esempio 
durante i giochi olimpici di Parigi nel 
2024. In quell’occasione sono stati 
monitorati 6 patogeni nelle acque reflue: 
poliovirus, influenza A e B virus, mpox 
virus, Sars-cov-2 e virus del morbillo 
(Toro et al., 2024). 

La tecnica della reazione a catena 
della polimerasi (qPcr)

La determinazione quantitativa della 
presenza di Sars-cov-2 (espressa in copie 
genomiche) nelle acque reflue operata 
dai laboratori aderenti alla rete Sari segue 
un protocollo sviluppato dall’Istituto 
superiore di sanità (Iss), armonizzato e 
condiviso a livello nazionale (La Rosa et 
al., 2021). L’adesione a una metodologia 
unificata e condivisa tra i laboratori 
regionali e provinciali incaricati alle analisi 
è fondamentale in quanto permette di 
produrre dati tra loro confrontabili.

Il protocollo si suddivide in quattro 
fasi: campionamento; concentrazione; 
estrazione e purificazione; quantificazione 
della concentrazione mediante Rt-qPcr1. 

Fase 1 - campionamento
La fase di prelievo deve soddisfare il 
criterio di rappresentatività del campione 
e rientrare in una logica di costi benefici. 
Nel caso di Appa Bolzano, il 
campionamento viene svolto in 
collaborazione con i gestori degli 
impianti di depurazione prelevando 
un campione di refluo due volte alla 
settimana all’ingresso di 9 depuratori 
altoatesini (Bolzano, Merano e Termeno 
– afferenti alla rete Sari – e Pontives, 
Media Val Venosta, Bressanone, Tobl, 
Wasserfeld e Bassa Valle Isarco – scelti 
per avere una maggiore rappresentatività 
dell’intero territorio provinciale) 
(figura 1a). I campioni (in totale 18 a 
settimana) sono prelevati utilizzando 
dei campionatori automatici che ne 
integrano la raccolta nell’arco delle 24 ore 
(figura 1b), ciò permette di esprimere i 
dati come valore composito giornaliero e 

FIG. 1 PUNTI CHIAVE DI MONITORAGGIO WBE
I punti chiave di monitoraggio Wbe, operato da Appa Bolzano, dalla fase di campionamento a quella di estrazione e purificazione dell’Rna di Sars-cov-2. 
a) Disposizione territoriale dei depuratori inclusi nel monitoraggio. b) Campionatore automatico per la raccolta del refluo nell’arco delle 24 ore. 
c) Campione di refluo al momento della ricezione in laboratorio. d) Pellet di solidi sospesi ottenuto dopo la prima centrifugazione. e) Pellet 
concentrato contenente le particelle virali, il materiale genetico e le impurità. f) Silice magnetizza utilizzata per l’estrazione del materiale genetico 
aggiunta nel buffer di lisi al fine di recuperare l’Rna virale. g) Prodotto di estrazione finale contenente l’Rna virale ottenuto in seguito all’eluizione 
dalle particelle di silice.
Foto 1a, 1c, 1d, 1e, 1f e 1g: Appa Bolzano - Foto 1b: Eco center Spa
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FIG. 3 CONCENTRAZIONE DI SARS-COV-2 NELLE ACQUE REFLUE ALL’INGRESSO DEL DEPURATORE
Serie temporale della concentrazione di Sars-cov-2 nelle acque reflue all’ingresso del depuratore di Bolzano. I dati sono rappresentati come media 
mobile, ciò permette di ridurre la variabilità intrinseca dei dati e poter meglio individuare le tendenze, in salita o in discesa, della concentrazione. 
Ciascuna delle linee rappresenta i dati relativi a un singolo anno, rappresentando i dati in questo modo appaiono più evidenti le periodicità sta-
gionali. Infine, i singoli i valori di concentrazione sono stati standardizzati rispetto al valore massimo (in questo caso ottenuto la terza settimana di 
dicembre 2023), ciò permette di meglio confrontare i dati ottenuti di anno in anno.
Grafico: Appa Bolzano

ridurre la variabilità temporale intrinseca 
del contenuto delle acque reflue.

Fase 2 - concentrazione del campione
La fase di concentrazione del campione 
di acqua reflua è necessaria in quanto le 
particelle virali e il materiale genetico 
virale libero in soluzione (Rna nel caso di 
Sars-cov-2) sono molto diluiti (figura 1c-
e). I campioni vengono quindi sottoposti 
a una prima centrifugazione allo 
scopo di eliminare i solidi sospesi che 
interferirebbero con il resto dell’analisi 
(figura 1d) e successivamente vengono 
concentrati mediante precipitazione 
in glicole polietilenico attraverso una 
seconda centrifugazione (figura 1e). 
Durante l’intero processo è inevitabile 
che una parte di particelle virali e Rna 
virale vengano perdute. Per questo, 
all’inizio dalla fase di concentrazione 
viene aggiunto un Rna sintetico di 
controllo di un virus non presente 
nelle acque reflue (mengovirus). Ciò 
permette di calcolare la percentuale 
di Rna di controllo inizialmente 
aggiunto nel campione che è stato 
possibile recuperare. Solo i campioni 
che mostrano una percentuale di 
recupero sopra una certa soglia vengono 
considerati validi. 

Fase 3 - estrazione e purificazione del 
materiale genetico
Dal processo di concentrazione si ottiene 
un pellet (figura 1e), il quale viene 
risospeso in un buffer di lisi al fine di 
liberare l’Rna dalle particelle virali (i 
capsidi, ovvero le strutture proteiche che 
contengono il materiale genetico virale), e 
permetterne quindi l’estrazione. 
Tuttavia, per poter misurare 
correttamente la quantità di virus 
nell’acqua reflua attraverso Pcr, è 
necessario purificare l’Rna virale da 
proteine, acidi umici e altre sostanze 
che andrebbero a inibire l’efficienza di 
reazione di Pcr2. La fase di estrazione 
racchiude tre processi: dapprima la 
rottura dei capsidi e l’adesione dell’Rna 
su particelle di silice; successivamente 
la purificazione, attraverso una serie di 
“lavaggi” e il recupero delle particelle di 
silice; e infine il recupero dell’Rna dalle 
particelle di silice attraverso un processo 
di eluizione.
Alla fine della fase di concentrazione 
ed estrazione il volume del campione 
viene ridotto di 500 volte (da 50ml, 
circa un quarto di un bicchiere d’acqua, 
a 0,1 ml, circa una goccia) (figura 1g). 
Il campione di estratto così ottenuto è 
quindi pronto per la determinazione della 
concentrazione di Rna virale mediante 
real time Rt-qPcr (figura 2a-b).

Fase 4 - quantificazione della 
concentrazione di Sars-cov-2 nei campioni 
mediante real time Rt-qPcr
I punti di forza della Pcr, e che la 
rendono la tecnologia per eccellenza 
per questo tipo di analisi, sono due: 
dapprima, è altamente specifica, ovvero 
permette di quantificare esclusivamente 
una sequenza di un gene, chiamato 

target, di uno specifico organismo (in 
questo caso del gene Orf1ab - nsp14 - del 
virus Sars-cov-2); e secondariamente, è 
estremamente sensibile, ovvero permette 
di quantificare anche piccolissime 
quantità di materiale genetico (nell’ordine 
di alcune molecole di Rna per microlitro 
di estratto). La specificità della Pcr è 
dovuta al fatto che la reazione inizia 

FIG. 2 QUANTIFICAZIONE DELLA CONCENTRAZIONE DI SARS-COV-2 NEI CAMPIONI MEDIANTE REAL TIME RT-QPCR
a) Preparazione della piastra da Pcr, in ciascun pozzetto vengono aggiunti l’enzima Dna-polimerasi, i primers le sonde e il target. 
b) Termociclatore, strumento che ripete ciclicamente il profilo termico necessario per l’avanzamento della reazione di Pcr. 
c) Curve di amplificazione, l’aumento del segnale luminoso (espesso in Rfus, relative fluorescence units) segue un andamento di tipo sigmoide, 
il confronto tra le curve di amplificazione avviene nella fase esponenziale di accrescimento (ovvero quando le curve sono tra loro parallele), 
l’intersecazione delle curve con la soglia (threshold, rappresentata nel grafico dalla linea orizzontale) individua il ciclo (cq -ciclo di quantificazione) 
al quale corrisponde la concentrazione iniziale espressa in numero di copie genomiche per microlitro di estratto. 
d) Curva standard, il confronto dei ct ottenuti attraverso una serie di diluizioni a partire da un materiale di riferimento a concentrazione nota 
(rappresentati nel grafico dai cerchi), permette la quantifica dei campioni a concentrazione ignota (rappresentati invece dalle crocette). La relazione 
cq vs. concentrazione è di tipo inverso, ovvero, a ct bassi corrispondono concentrazioni elevate. L’efficienza di Pcr, ovvero il rapporto di conversione 
cicli-concentrazione, è rappresentato dalla pendenza della curva standard e affinché un saggio di Pcr sia validabile, il valore della pendenza deve 
rientrare entro un certo range (-3,1 -3,6). Foto e grafici: Appa Bolzano
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solo se degli specifici iniziatori (detti 
primers) riconoscono la presenza del 
target. Mentre la sua sensibilità è dovuta 
al fatto che è una reazione a catena 
operata dall’enzima Dna-polimerasi, il 
quale replica in vitro il processo cellulare 
di duplicazione del Dna. La ripetizione 
nel tempo di questa reazione porta 
all’accumulo (o amplificazione) dei 
prodotti di reazione e rende rilevabili 
anche piccolissime quantità di target. 
Nello specifico, durante la fase di 
estrazione e purificazione, insieme 
all’Rna del Sars-cov-2, viene estratto 
materiale genetico di altri virus, batteri e 
di provenienza umana. Pertanto, grazie 
alla selettività e alla sensibilità della Pcr 
è possibile quantificare esclusivamente 
l’Rna appartenente al virus SarsS-Cov-2, 
e il processo di amplificazione lo rende 
rilevabile anche quando è presente a 
bassissime concentrazioni.
Tuttavia, in quanto il materiale 
genetico del Sars-cov-2 è un filamento 
di Rna, prima di procedere alla sua 
quantificazione, è necessario un ulteriore 
passaggio chiamato retrotrascrizione 
(da qui l’acronimo R-qPcr, ovvero Pcr 
quantitativa a transcriptasi inversa). 
Durante la retrotrascrizione l’Rna viene 
convertito in Dna a doppio filamento, e 
solo successivamente il Dna può essere 
amplificato dalla Dna-polimerasi. 
La quantificazione è resa possibile 
dal fatto che durante il proseguo della 
reazione di Pcr, ovvero in tempo reale (da 
qui il termine inglese real-time) è possibile 
rilevare un segnale di fluorescenza 
emesso dal Dna, in presenza di specifiche 
sonde, e prodotto durante ciascun ciclo 
di reazione. L’accumulo nel tempo 
dell’intensità del segnale luminoso, ovvero 
la sua amplificazione, è proporzionale al 
contenuto di Rna target presente all’inizio 
della reazione (figura 2d). In questo modo 
è possibile risalire alla quantità di Rna del 
virus Sars-cov-2 nell’estratto (figura 2e) 
attraverso il confronto con degli standard 
a concentrazione nota (filamenti di Rna 
virale sintetico forniti dall’Iss). E infine, 
attraverso dei semplici calcoli matematici, 
a quello originariamente contenuto nel 
campione di acqua reflua prelevato da 
ciascuno dei depuratori.

I dati prodotti dal monitoraggio

In questo tipo di monitoraggio ambientale 
si produce un’enorme mole di dati. Basti 
pensare che solo Appa Bolzano dalla fine 
del 2021 ha prodotto più di 3.000 singole 
misure di concentrazione. Questi dati 
vengono sia raccolti a livello nazionale 
sia utilizzati internamente all’Agenzia 

per l’ambiente per informare l’Azienda 
sanitaria dell’Alto Adige in caso di 
aumento della concentrazione rispetto 
alla baseline3. Attualmente Appa Bolzano 
comunica sistematicamente all’Istituto 
superiore di sanità i risultati relativi ai tre 
depuratori afferenti alla rete Sari attraverso 
un’apposita web app e, in aggiunta, li 
pubblica sul proprio sito web4. In figura 
3 si riporta un esempio dei dati relativi 
al depuratore di Bolzano. Da questi è 
possibile vedere la tipologia di andamento, 
per esempio la stagionalità, ovvero il 
ripetersi, di anno in anno, e in determinati 
periodi dell’anno, di un aumento della 
concentrazione rispetto alla baseline. 
La Wbe mira a quantificare la presenza di 
patogeni, in questo caso di Sars-cov-2, nei 
reflui. Ciò costituisce la base di dati sulla 
quale sviluppare modelli che integrano 
questi dati di tipo ambientale con quelli 
di tipo clinico (si veda come esempio 
Fondriest et al., 2024). Solo attraverso 
questo approccio combinato è possibile 
sviluppare modelli che permettano di 
capire meglio come questo e altri agenti 
patogeni sono distribuiti nella popolazione 
ed eventualmente poter attivare sistemi 
di allerta per fronteggiare possibili ondate 
epidemiche. Si vuole infine aggiungere, 
che i dati raccolti attraverso l’approccio 
Wbe non sono destinati allo studio 
della trasmissione di malattie infettive 
attraverso la rete fognaria.

Prospettive per il futuro

L’applicazione della Wbe come 
strumento di monitoraggio ha dato 
vita a diverse iniziative sia a livello 

nazionale (come la rete Sari) sia a livello 
internazionale (come, per esempio, 
l’Eu wastewater observatory for public 
health). Nell’immediato futuro gli 
Stati membri della Ue dovranno dare 
applicazione a quanto prescritto dalla 
direttiva Ue 2024/3019 sul trattamento 
delle acque reflue adottando sistemi 
di monitoraggio per rilevare patogeni 
come Sars-cov-2, virus influenzali e virus 
respiratorio sinciziale (Rsv), nonché di 
sistemi di monitoraggio della resistenza 
antimicrobica. Il Laboratorio biologico di 
Appa Bolzano, così come altri laboratori 
delle agenzie regionali e provinciali 
per l’ambiente, si sta attrezzando per 
rendere operativi questi nuovi piani di 
monitoraggio.

Matteo Dossena

Laboratorio biologico, Appa Bolzano 

 

Ha collaborato alla stesura Nadia Franzoi 

(referente comunicazione Appa Bolzano)

NOTE
1 Il prefisso q si riferisce a una versione 
quantitativa della Pcr tradizionale.
2 Similmente a quanto viene fatto per calcolare 
il recupero, anche l’inibizione della Pcr 
viene controllata per evitare di ottenere una 
sottostima del valore di concentrazione.
3 In questo contesto con il termine baseline si 
intende la concentrazione di fondo, senza fare 
riferimento specifico a una sua individuazione 
di tipo statistico o numerico.
4 https://ambiente.provincia.bz.it/it/ambiente-
salute/sars-cov-2-acque-reflue-urbane

Eu Wastewater observatory for public health, European Commission’s Joint 
research centre, https://wastewater-observatory.jrc.ec.europa.eu
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