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TECNICHE INNOVATIVE  
DI BIOLOGIA MOLECOLARE 

Il Centro regionale di biologia, 
ambiente e salute (Crbas) di 
Arpa Piemonte svolge, oltre alle 

attività istituzionali di controllo e 
monitoraggio, come ad esempio le 
analisi microbiologiche delle acque 
potabili e il monitoraggio dei pollini e 
delle spore aerodispersi, anche indagini 
sperimentali in campo ambientale 
utilizzando tecnologie e strumentazioni 
innovative, che impiegano tecniche 
analitiche molecolari, ovvero tecniche di 
indagine basate sulla ricerca di Rna/Dna 
di organismi “target”. In particolare, tali 
indagini sono state condotte utilizzando 
tecniche di amplificazione di acidi 
nucleici e di sequenziamento Ngs.

Amplificazione acidi nucleici  
in campioni ambientali

Una delle tecniche molecolari più 
interessanti applicate alle indagini in 
campo ambientale è rappresentata 
dalla polymerase chain reaction (Pcr) 
che permette, partendo anche da un 
numero esiguo di copie di filamenti di 
acido nucleico (Dna o Rna), di creare 
milioni di copie (amplificazione) del 
tratto di materiale genetico di interesse 
consentendo di verificare la presenza 
degli organismi ricercati nei campioni 
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ACIDI NUCLEICI E SEQUENZIAMENTO NGS.

esaminati e, in alcune condizioni, 
consentirne la quantificazione.
Questa tecnica trova applicazioni 
pratiche in svariati ambiti ambientali 
e il Crbas ha potuto sviluppare 
alcune esperienze in particolare nel 
monitoraggio delle acque reflue.

Sorveglianza della presenza di virus 
respiratori nei reflui urbani tramite Real 
time-Pcr
Il monitoraggio di Sars-cov-2 nei reflui 
urbani è stato oggetto, nell’anno 2021, 
della raccomandazione 2021/472 dalla 
Commissione europea [1] e nell’anno 
2024 è stato incluso nella direttiva 
2024/3019 concernente il trattamento 
delle acque reflue urbane [2] come 
approccio complementare e indipendente 
alle altre strategie utilizzate fino a 
quel momento per la sorveglianza di 
Sars-cov-2.
Attraverso la sorveglianza nei reflui 
urbani si ha una fotografia obiettiva e 
a basso costo della presenza e quantità 
virale in un preciso arco temporale, in 
modo imparziale, senza distorsioni dei 
dati influenzate dal numero di soggetti 
sintomatici o asintomatici. Questo 
approccio è comunemente chiamato 
wastewater based epidemiology (Wbe) 
[3, 4].
A partire da aprile 2021 Arpa Piemonte 
ha avviato un programma di sorveglianza 

della presenza di Sars-cov-2 nelle 
acque reflue. Il Crbas ha analizzato 
settimanalmente le acque reflue in 
ingresso ai principali depuratori del 
Piemonte, utilizzando un approccio 
analitico implementato dal laboratorio 
(figura 1).
L’approccio analitico adottato prevede la 
ricerca di Rna virale attraverso le fasi di 
concentrazione, estrazione e purificazione 
degli acidi nucleici totali (Tna) e in 
seguito di amplificazione di geni virali 
target mediante analisi multiplex Rt-real 
time Pcr.
Il metodo è in grado di rilevare oltre ai 
geni virali target del Sars-cov-2 (gene E/
gene N1) anche l’Rna del Pepper mild 
mottle virus (Pmmov) utilizzato sia come 
controllo di processo sia come parametro 
per la normalizzazione dei dati. L’analisi 
fornisce un valore numerico (Ct) 
associato alla presenza dei geni ricercati 
e può essere utilizzato per definire un 
andamento della presenza di Sars-cov-2 
nelle acque per ogni depuratore (figura 2).
Alcuni risultati di queste analisi sono 
confluiti in una pubblicazione, nella quale 
si evidenzia che l’Rna virale può essere 
riscontrato nelle acque reflue prima di 
quanto si evidenzi a livello di popolazione 
con la diagnosi laboratoristica su 
tamponi, avvalorando il vantaggio 
nell’impiego di questo metodo nella 
sorveglianza ad ampio spettro [6].

FIG. 1 SORVEGLIANZA AMBIENTALE E GENOMICA
Approccio analitico utilizzato dal laboratorio di biologia molecolare di Arpa Piemonte per la sorveglianza ambientale e genomica di alcuni virus respiratori
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Applicando questa tecnica è possibile 
individuare, ad esempio, le varianti 
circolanti di un singolo target virale 
molto variabile come Sars-cov-2, oppure 
di avere una panoramica completa di 
tutte le specie che convivono in un 
particolare ecosistema.

Identificazione delle varianti di Sars-cov-2 
nelle acque reflue
La raccomandazione 2021/472 indicava 
di monitorare le varianti di Sars-cov-2 
eventualmente presenti nei reflui urbani 
tramite il sequenziamento del genoma 
del virus.
Presso il Crbas, dal dicembre 2021 
sono stati sequenziati i campioni di 
acidi nucleici estratti dalle acque reflue 
provenienti dagli impianti di depurazione 
di Castiglione Torinese, Alessandria, 
Cuneo e Novara. 
Per eseguire il sequenziamento 
genomico è stato seguito l’approccio 
di tipo targeted whole viral genome che 
consiste nel sequenziamento di tutto 
il genoma virale. Il passo successivo al 
sequenziamento consiste in un insieme 
di analisi computazionali che prende il 
nome di analisi bioinformatica con la 
quale le sequenze generate attraverso il 
sequenziamento vengono confrontate 
con la sequenza del genoma di 
riferimento di Sars-cov-2, universalmente 
riconosciuto come “Sars-cov-2-
Wuhan”. Questo confronto permette 
di individuare variazioni nelle sequenze 
nucleotidiche generate e, mediante 
l’uso di banche dati riconosciute e 
condivise a livello internazionale (ad es. 
Gisaid (https://gisaid.org/), Pangolin 
(https://pangolin.cog-uk.io/), Nextclade 
(https://clades.nextstrain.org/), di 
identificare le varianti presenti. Il lavoro 
svolto ha portato a una pubblicazione 
scientifica sul metodo utilizzato per il 
sequenziamento [7].
Le informazioni ottenute da queste due 
tipologie di monitoraggio (andamenti 

Dal 2022, oltre a Sars-cov-2, sono stati 
monitorati nelle acque reflue in ingresso 
al principale depuratore della Città 
metropolitana di Torino (Castiglione 
Torinese), con il medesimo approccio 
analitico, i virus dell’influenza A, B e 
Rsv (respiratory syncytial virus) (figura 2). 
I risultati del monitoraggio sono stati 
utilizzati dall’Azienda sanitaria locale 
della Città di Torino per popolare 
l’ambito ambientale del sistema di 
sorveglianza integrata degli agenti 
patogeni virali respiratori (Siprev). Il 
Siprev - Cdt è strutturato su diversi 
ambiti che si integrano (figura 3):
- sorveglianza integrata, microbiologica 
ed epidemiologica, per Covid-19, Asl 
Città di Torino
- sorveglianza RespiVirNet, Asl Città di 
Torino
- monitoraggio delle sindromi 
respiratorie virali gravi e complicate nei 
pazienti ricoverati nei reparti di terapia 
intensiva dell’Asl Città di Torino
- sorveglianza delle sindromi respiratorie 

e influenzali nei Pronto soccorso dell’Asl 
Città di Torino
- sorveglianza ambientale di virus 
respiratori basata sull’analisi dei reflui 
urbani campionati dal depuratore di 
Castiglione Torinese da Arpa Piemonte
- sorveglianza basata sugli eventi (Ebs).

I dati di Arpa Piemonte in questo caso 
hanno contribuito a caratterizzare la 
diffusione e la rilevanza dei principali 
virus patogeni respiratori circolanti nella 
popolazione dell’area metropolitana di 
Torino nel periodo di sorveglianza sanitaria.

Sequenziamento Ngs

La disponibilità di tecniche di 
sequenziamento del Dna di seconda 
generazione ha consentito di decifrare 
con relativa facilità le sequenze dei target 
che vengono individuati nei campioni 
ambientali.

FIG. 2 WASTEWATER-BASED EPIDEMIOLOGY
Andamento della presenza di Sars-cov-2, influenza A, influenza B e Rsv nelle acque reflue nel depuratore di Castiglione Torinese dalla 42esima 
settimana del 2024 alla 19esima settimana del 2025.

FIG. 3 WASTEWATER-BASED EPIDEMIOLOGY
Ambiti del Siprev (Sistema di sorveglianza integrata degli agenti patogeni virali respiratori) dell’Asl Città di Torino.
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tramite rt-Rt-Pcr e le varianti tramite 
sequenziamento) hanno consentito di 
avere una visione più completa in merito 
all’andamento della pandemia, utile alle 
autorità per attuare interventi ad hoc.

Sorveglianza dei geni che conferiscono 
resistenza antimicrobica nei reflui urbani e 
nell ’acqua di lago
L’ambiente svolge un importante 
ruolo nella diffusione dei geni Amr 
(antimicrobial resistant gene, Arg). I 
microrganismi resistenti sono spesso 
osservati a concentrazioni più elevate 
presso alcuni siti, come gli impianti 
di trattamento dei reflui, considerati 
una delle principali fonti di agenti 
antimicrobici e dei relativi metaboliti.
L’Unione europea riconosce l’importanza 
di affrontare il problema della resistenza 
agli antimicrobici, in particolare 
attraverso la comunicazione della 
Commissione del 29 giugno 2017 dal 
titolo Piano d’azione europeo One Health 
contro la resistenza antimicrobica [8]. 
Quest’ultima privilegia un approccio 
integrato e unificante che mira a 
bilanciare e ottimizzare in modo 
sostenibile la salute di persone, animali 
ed ecosistemi. Ulteriormente, la direttiva 
Acque reflue 2024/3019 ha introdotto 
un obbligo di monitoraggio della 
resistenza agli antimicrobici nelle acque 
reflue urbane al fine di approfondire le 
nozioni scientifiche e potenzialmente 
attuare interventi adeguati in futuro [2]. 
Nel contesto italiano, queste indicazioni 
sono state recepite nel Piano nazionale 
di Contrasto all ’antimicrobico-resistenza 
(Pncar) [9], con l’obiettivo di fornire le 
linee strategiche e le indicazioni operative 
per affrontare l’emergenza dell’Amr 
seguendo un approccio multidisciplinare 
e in una visione One health.
Durante il 2025, il Crbas utilizzando 
l’analisi di sequenziamento dei geni “per 
cattura” (hybrid-capture) ha eseguito 
alcune prove preliminari su campioni di 
acqua reflua in ingresso al depuratore 
e di acqua di lago, con sonde che si 
ibridizzano (cioè si legano in modo 
complementare) agli Arg. Questo 
approccio è stato ritenuto idoneo per 
valutare la presenza e l’abbondanza degli 
Arg in campioni ambientali. L’analisi 
bioinformatica, in questo caso, consiste 
nel confrontare le sequenze ottenute 
con un database di riferimento di geni 
che conferiscono una resistenza agli 
antimicrobici. A seguito dell’analisi 
possono essere elencati gli Arg presenti 
e, in base a quante sequenze sono state 
prodotte con il sequenziamento, è 
possibile calcolare anche l’abbondanza 
relativa di quel gene rispetto al totale.

Prospettive future

Sempre più frequentemente viene 
richiesta la possibilità di conoscere e 
analizzare le comunità microbiche, 
sia batteriche che fungine, nonché le 
comunità vegetali e animali in specifici 
ambienti, come possono essere i suoli 
o l’acqua di fiumi o laghi. L’analisi del 
Dna ambientale permette di identificare 
le specie presenti in un ecosistema, 
analizzando i frammenti di Dna rilasciati 
dagli organismi nell’ambiente, senza 
richiedere la cattura o la manipolazione 
fisica degli organismi e può essere 
complementare agli approcci più 
tradizionali di indagine.
Molti progetti di ricerca prevedono 
l’analisi della biodiversità negli ambienti 
oggetto di indagine utilizzando come 
approccio innovativo l’analisi del 
metabarcoding applicato all’analisi 
tassonomica. È il caso ad esempio del 
progetto Ledna promosso dall’Istituto 
Eth di Zurigo, al quale ha partecipato 
il Crbas e i cui risultati sono in fase di 
elaborazione.
Anche il monitoraggio di specie 
esotiche aliene e invasive o di specie 
rare o minacciate può essere realizzato 
attraverso un approccio molecolare, che 
permette di rilevare organismi difficili da 
osservare con metodi tradizionali, come 
pesci rari, insetti o anfibi notturni.
Inoltre, come menzionato nella direttiva 
Acque reflue, la composizione delle 

comunità viventi, la diffusione di 
antimicrobico resistenze possono essere 
legate ad altri fattori di inquinamento, 
quali ad esempio la presenza di 
microplastiche. Anche per questo 
motivo le microplastiche sono uno dei 
parametri per i quali la direttiva richiede 
il monitoraggio. Il laboratorio Crbas 
sta svolgendo ricerche per l’analisi 
e la determinazione del contenuto 
di microplastiche nelle acque con la 
prospettiva di poter collegare i risultati 
di queste analisi e fornire informazioni 
utili per la prevenzione e il contrasto 
dell’inquinamento e della diffusione di 
geni per la resistenza agli antimicrobici.
Infine, i dati prodotti ad esempio 
sulla circolazione di un determinato 
microrganismo patogeno e delle sue 
varianti possono essere utilizzati come 
base dati per modelli di diffusione 
predittivi basati sulla scienza dei sistemi 
complessi, sulla scienza delle reti, 
sull’intelligenza artificiale e sulle scienze 
sociali computazionali.
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