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Gestione dell’Acqua, sicurezza e 
Innovazione

Nuovi strumenti di indagine e monitoring:
• Metodi rapidi per la sorveglianza microbiologica
• Identificazione di patogeni nell’acqua (Legionella)
• Comparazione di metodi basati su real time PCR
• Arricchimento molecolare
• Biofilm
• Prospettive dalla metagenomica

NOTE: Aspetti particolari di una problematica più ampia. Per approfondimenti cfr. articoli
indicati di seguito, riferimenti bibliografici, e :
- Atti Giornata mondiale dell’Acqua WWD2014 (in stampa a cura del GSMS)
- Documento Water & Energy



The importance of fast monitoring of 
microbiological levels

filtering incubating confirmation tests

Membrane filtration: 48 hours

Microbiological test with fluorescent substrate: 24 hours

inoculum incubating detection



Monitoring with molecular technologies

Advantages

•Time
•Cost/benefit
•Sensibility
•Specificity



Comparazione di 4 differenti PCR Real Time
metodi per la detection di Legionella
pneumophyla



Sample
preparation

Filtration

DNA Extraction

Real Rime PCR

PROTOCOL 



Legionella pneumophyla
Identificazione di un patogeno 

da campioni ambientali (acqua)
tramite Real Time PCR



Standard curve 

15 UG

380  UG
4000  UG

40000  UG



Legionella pneumophyla
Identificata in modo 

soddisfacente con tutti i diversi 
metodi (kit) considerati

Kit 4

Kit 3
Kit 2

Kit 1



Ricerca di INDICATORI 
da campioni ambientali (acqua)

tramite Real Time PCR



Acqua

P.aeruginosa
S.aureus

E.coli

E. faecalis

INDICATORI 

E. faecalis

S. aureus P. aeruginosaNegative control

E. coli



Il contributo del «MOLECULAR ENRICHMENT»

• PCR con PRIMER universali  12 cicli

• Real Time PCR con PRIMERS specifici

0 bp 2900 bp 

Forward 
Univ. new 

5’-Fw-3’ 5’-Rw-3’ 

Reverse 
Univ. New 
 

 

5’ 3’

23S rDNA



Monitoring with molecular technologies

This approach has been 
tested on contaminated 

recreational water



Viable or not viable?

L’uso di intercalanti del DNA costituisce una delle soluzioni proposte per la distinzione tra cellule
vitali e non, a seguito di amplificazione del DNA.



Dati preliminari non ancora pubblicati, suggeriscono una buona correlazione tra UFC e UG
utilizzando un protocollo di estrazione basato su EMA. Tuttavia i due sistemi (colturale e
molecolare) andrebbero considerati parallelamente in quanto al momento, la correlazione
osservata è apparsa valida seppur limitata all’ordine di grandezza e dunque non riferibile in
modo assoluto al numero di batteri effettivamente visibili su piastra secondo i protocolli
tradizionali. Tuttavia si tratta di soluzioni promettenti ed applicabili con relativa semplicità.



Che controlli abbiamo oggi per verificare sicurezza e qualità di acque in
ospedale..?

Contributi da tecniche molecolari…???

Raffigurazioni del dentista - Theodore Rombouts (1597-1637) - Museo del Prado a Madrid 



Tecniche molecolari 
Per patogeno?
Per indicatore?

Nuovo indicatore?



NUOVE PROSPETTIVE
NUOVO INDICATORE



Principio generale

• Tracce di microflore….??
• Tracce di fluidi biologici… ???

• Il fluido biologico è composto di..…?????



Tra tradizione e innovazione..
.. nuove opportunità per la ricerca e per la società



Altre prospettive ed esperimenti 
…. in progress …



Bacterial biofilms in hospital water pipes 



Valutazione di materiali



Le tecniche per il sequenziamento massivo aprono nuove 
prospettive per la ricerca e la sorveglianza igienico-sanitaria

NGS, Next Generation Sequencing
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Veillonella

Lactobacillus

Porphyromonas
Porphyromonas

Streptococcus

Caratterizzazione della microflora
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Analisi di biofilm batterico tramite NGS



CONCLUSIONI

L’analisi del (mf)DNA a diversi livelli costituisce un supporto
valido ed uno strumento in parte già disponibile.

I rapidi progressi nelle tecnologie avanzate aprono
importanti settori applicativi anche per l’Igiene Ospedaliera.

E’ auspicabile una diffusione delle conoscenze
nell’innovazione e la partecipazione attiva della comunità
scientifica a sostegno di queste promettenti linee di ricerca
per la sanità pubblica.


