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Riassunto

Indicators of water microbial pollution: current and prospects

Conventional indicators of fecal contamination provide a precious contribution in evaluating water microbiological 
quality. In recent years some important issues have sprung up which have risen doubts about their reliability and 
have suggested a revision of their function.
In developed countries, where the law regarding water quality is very strict, there have been several outbreaks, even 
though conventional indicators of fecal pollution pointed an appropriate microbiological quality. These outbreaks 
have been imputed to new pathogenic microorganisms which are often characterized by a great resistance to disin-
fection treatments than conventional indicators.
In order to obtain an appropriate microbiological quality of waters, various approaches have been started such 
as the Water Safety Plans by World Health Organization the revision of the functions of suitable indicators (of the 
water quality), the setting up of specific methods either for pathogen microorganisms and for a quick surveying of 
an inadequate microbiological water quality,

Introduzione

Gli indicatori microbiologici hanno un 
ruolo fondamentale nella conoscenza dello 
stato igienico sanitario e di allerta su even-
tuali fenomeni accidentali di contaminazione 
delle acque. Nei Paesi più sviluppati, sono 
stati predisposti dispositivi normativi molto 
severi per la prevenzione delle patologie 
trasmesse con le acque. Con l’introduzione 
delle tecniche di disinfezione e la misura 
della qualità microbiologica delle acque, 

attraverso la conta di indicatori di contami-
nazione fecale, si è ritenuto di aver raggiunto, 
in modo piuttosto conclusivo, il controllo di 
questo importantissimo problema di carattere 
sanitario, che in molti paesi in via di svilup-
po, ancora oggi, è responsabile di una quota 
considerevole di morbosità e mortalità. 

Negli ultimi decenni si sono verificate di-
verse epidemie associate al consumo di acqua 
potabile anche nei Paesi più sviluppati. A tal 
proposito deve essere sottolineato che, in tali 
Paesi, la qualità microbiologica dell’acqua 
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richiedono tempi misurabili in giorni. In tal 
modo non è possibile prevenire esposizioni 
che si verificano all’interno di questo inter-
vallo temporale. Le analisi microbiologiche 
vengono spesso effettuate senza un’ade-
guata conoscenza delle possibili occasioni 
di contaminazione dell’acqua e della sua 
natura. L’approccio più evoluto attualmente 
disponibile è il Water Safety Plan, proposto 
dall’Organizzazione Mondiale della Sanità 
per il controllo delle acque potabili (70). 
Si tratta di un approccio integrato, olistico, 
che richiede una conoscenza del ruolo delle 
possibili sorgenti di contaminazione, l’indi-
viduazione delle maggiori criticità dell’inte-
ro sistema (dalla captazione al trattamento 
ed alla distribuzione), la definizione delle 
misure necessarie per controllare i rischi 
individuati e garantire il raggiungimento/
mantenimento della qualità adeguata; l’ela-
borazione di piani di gestione in condizioni 
normali o di emergenza.

Dall’altro lato, è stata avviata un’attività 
di rivisitazione della reale rappresentatività 
dei microrganismi indicatori, per individuare 
quelli che meglio mettono in correlazione la 
qualità microbiologica con i possibili effetti 
sanitari. Gli studi epidemiologici disponibili 
sono stati estremamente utili al riguardo. 
Ad esempio, quelli condotti sulle acque di 
balneazione mostrano che gli indicatori a 
più elevato grado di correlazione sono gli 
enterococchi intestinali, mentre per le acque 
interne risultano ben correlati sia enterococ-
chi che E. coli.

La nuova Direttiva Europea sulle acque di 
balneazione 2006/7/CE del 15.2.2006 (17) 
è basata sulle precedenti considerazioni e 
classifica queste acque in tre categorie sulla 
base dei valori di detti indicatori (Tabella 1). 
Nella direttiva precedente erano compresi 
altri parametri microbiologici, che mostrano 
evidenti limiti di rappresentatività. I colifor-
mi fecali, ad esempio, possono essere isolati 
da ambienti privi di contaminazione fecale 
(acque derivate da industrie alimentari, 

era risultata conforme ai limiti stabiliti dalle 
rispettive normative. Si possono citare al ri-
guardo: un’epidemia di criptosporidiosi nel 
1993 a Milwaukee, Wisconsin (Stati Uniti), 
durante la quale oltre 100 persone morirono 
e circa 400.000 furono colpite da disturbi ga-
strointestinali (36); epidemie attribuite ad E. 
coli O157:H7, come quella dell’anno 2000 a 
Walkerton, Ontario (Canada), che causò oltre 
2300 casi di gastroenteriti e la morte di 6 per-
sone (40); 116 epidemie associate al consumo 
di acqua potabile, attribuite a contaminazioni 
da Campylobacter sp. e Giardia lamblia, che 
interessarono complessivamente 57.500 per-
sone, in Svezia, nel periodo 1980-1999 (2).

Questo fenomeno sembra in evoluzione a 
causa di vari fattori, tra i quali (47):

- lo sviluppo di microrganismi patogeni 
emergenti, in particolare quelli resistenti al 
cloro ed agli antibiotici; 

- l’aumento dell’impatto antropogenico 
sulla risorsa acqua e dell’immigrazione; 

- i cambiamenti climatici. 

Sono numerosi i microrganismi patogeni 
emergenti, tra i quali vengono inclusi: cali-
civirus, E. coli O157:H7, Helicobacter sp., 
il complesso Mycobacterium avium (MAC), 
i protozoi Cryptosporidium sp., Cyclospora 
sp. e Toxoplasma sp. (69).

Alla luce di queste considerazioni, il giu-
dizio di qualità microbiologica di un’acqua, 
espresso esclusivamente dai microrganismi 
indicatori convenzionali di contaminazione 
fecale, mostra evidenti limiti. Per superare 
tali limiti, sono state intraprese due principali 
tipologie di iniziative. 

Da un lato sono stati elaborati approcci 
più evoluti rispetto al semplice controllo 
della qualità microbiologica basata sulla 
valutazione di alcuni indicatori di contami-
nazione fecale. Questo tipo di approccio, 
oltre a quanto sopra evidenziato, mostra al-
meno altri due limiti: i risultati delle analisi 
di un campione non si ottengono in tempo 
reale, sulla base delle analisi di routine, ma 
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biofilm della rete di distribuzione, ecc.). Si 
moltiplicano nelle acque grigie con scarsa 
sostanza organica, sopravvivono e possono 
diventare flora normale nelle acque dolci 
temperate e tropicali, non fornendo quindi 
dati particolarmente utili di correlazione con 
patogeni e patologie (45).

E. coli, sebbene con livelli di concentra-
zione (ufc/ml) diversi, rappresenta un im-
portante parametro di riferimento. Peraltro è 
presente nella normativa relativa alle acque 

destinate al consumo umano, a quelle per uso 
irriguo ed a quelle di scarico (Tabella 1). 

Nel caso delle acque destinate alla vita dei 
molluschi, il DL.gs 152/2006 (13) utilizza 
come indicatore i coliformi fecali, definendo 
un limite di 300 ufc per 100 ml nella polpa 
dei molluschi e nel liquido intervalvare. 
Tale eccezione potrebbe essere interpretata 
come la richiesta indiretta di una presenza 
estremamente ridotta di microrganismi fecali 
nelle acque (E. coli incluso), tenendo conto 

Tabella 1 - Indicatori microbiologici riportati nella normativa di settore e relativi valori di riferimento

Riferimento
normativo

Tipologie
di acque

Parametro/requisito richiesto

Direttiva del
Parlamento euro-
peo 2006/7/CE
(17)

Balneazione
(Acque costiere) 

Enterococchi
intestinali

Escherichia coli Clostridium
perfringens

Coliformi
fecali

Salmonella

100 ufc/100ml (a) 250 ufc/100ml (a)  

200 ufc/100ml (b) 500 ufc/100ml (b)

185 ufc/100m (c) 500 ufc/100ml (c)

DLgs n. 31/2001
(14) 

Acque destinate 
al consumo uma-
no

0 ufc/100ml 0 ufc/100ml (d)

DLgs 152/2006
(13)

Acque destinate 
alla vita dei mol-
luschi

 
 

 

≤ 3 0 0 
ufc/100ml 
nella polpa 
dei mollu-
schi e nel 
liquido in-
tervalvare

DM n.185/2003 
(15)

Acque ad uso ir-
riguo

100 ufc/100ml
(80% dei campio-
ni) con un valore 
mass imo 1000 
ufc/100m 

assente

Decreto legisla-
tivo
n.152/2006 (13)

Acque di scarico 
limiti emissione
in acque super-
ficiali

≤5000
ufc/100ml 

(a) qualità eccellente (basata sulla valutazione del 95° percentile).
(b) qualità buona (basata sulla valutazione del 95° percentile).
(c) qualità sufficiente (basata sulla valutazione del 90° percentile).
(d) Clostridium perfringens (spore comprese) necessario solo se le acque provengono o sono influenzate da acque superfi-

ciali.
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della nota ed elevata capacità di concentra-
zione dei microrganismi, svolta dagli stessi 
molluschi.

Sulla base di quanto appena descritto, 
sono state avviate iniziative di ricerca verso 
indicatori alternativi quali: anaerobi fecali 
sporigeni (es: Clostridium perfringens); 
anaerobi fecali non sporigeni (es: Bacteroi-
des, Bifidobacterium); virus (fagi specifici 
del B. fragilis, colifagi FRNA); composti 
organici (es.: coprostanolo). Inoltre, per 
confermare la provenienza umana della con-
taminazione, sono state proposte sostanze 
chimiche come caffeina, surfattanti ed agenti 
sbiancanti (noti come Fluorescence White-
ning Agent - FWA) (56).

Allo stato attuale pochi studi riportano cor-
relazioni fra indicatori convenzionali e indica-
tori fecali alternativi (25, 43, 48, 57, 59).

Il presente lavoro propone un quadro ag-
giornato del problema, ponendo particolare 
attenzione alle potenzialità ed ai limiti di 
ciascun indicatore alternativo, nonché alla 
correlazione tra questi ed i patogeni.

Indicatori fecali previsti dalla normativa 
vigente

I batteri indicatori fecali (FIB) non sono 
patogeni, ma se rilevati ad elevate concen-
trazioni, esprimono la probabile presenza 
di agenti infettivi, dunque la probabilità di 
contrarre un’infezione. 

Un indicatore di contaminazione fecale 
per poter esplicare tale funzione deve posse-
dere alcune caratteristiche (27) quali: 

• elevata densità nelle feci;
• incapacità di riprodursi e/o moltipli-

carsi al di fuori dell’ambiente intestinale; 
• buona correlazione con i microrgani-

smi patogeni;
• validità per tutti i tipi di acque;
• rilevabilità con semplici metodologie 

di laboratorio,
• non patogenicità. 

Identificare ogni singolo microrganismo 
patogeno ed esprimerne la concentrazione 
non è di facile esecuzione: la presenza sal-
tuaria ed incostante non può essere oggetto di 
valutazione diretta, se non con un controllo 
analitico specifico. Per questo motivo, la rou-
tine microbiologica è basata e si basa ancora 
su microrganismi indicatori – ospiti abituali 
dell’intestino – che condividono lo stesso 
habitat dei microrganismi patogeni. 

Gli indicatori convenzionali presentano 
comunque molte limitazioni, che dovrebbe-
ro essere colmate per rendere i risultati più 
affidabili: limitato tempo di sopravvivenza, 
possibile provenienza non fecale (57, 59), 
capacità di riprodursi nella colonna d’ac-
qua (16, 62), bassa resistenza ai processi di 
disinfezione (27), incapacità di identificare 
sorgenti di contaminazione fecale e bassa 
sensibilità ai mezzi di rilevamento (26, 
67).

E. coli è da tempo usato come indicatore 
d’inquinamento fecale, in quanto mostra 
buone caratteristiche di sopravvivenza so-
prattutto nelle acque dolci e si ritrova in con-
centrazioni più elevate di quelle dei patogeni. 
Tuttavia, numerosi autori non lo considerano 
più un indicatore affidabile, soprattutto per 
le acque con temperature più elevate (es.: 
acque tropicali e sub tropicali), dove potreb-
be acquisire caratteristiche genetiche tali da 
renderlo un batterio abituale (16). 

All’interno di una singola specie ci sono 
membri o sottogruppi che si adattano alle 
condizioni di vita di un nuovo ospite o am-
biente (es.: differenze di pH, di nutrienti e 
recettore specifici); i membri della progenie 
derivati dalle successive replicazioni, una 
volta adattati e trovata la propria nicchia 
ecologica, acquisiscono un’impronta ge-
netica (fingerprint) identica tra loro, ma 
diversa dagli organismi della stessa specie, 
adattati ad ospiti di ambienti differenti (57). 
Grazie alle nuove metodologie di biologia 
molecolare è possibile caratterizzare i gruppi 
di microrganismi indicatori e rilevare in tal 
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modo le sottili differenze che consentono di 
risalire all’ospite (57).

Anche gli Enterococchi intestinali hanno 
ricevuto un ampio consenso come indicatori 
d’inquinamento fecale, in particolare per 
l’acqua di mare, dove il tempo di sopravvi-
venza è maggiore di quello dei coliformi. La 
loro disposizione a catena oppure a grappolo 
offre una certa protezione dai fenomeni della 
foto-ossidazione; mostrano anche una buona 
tolleranza nei confronti di ambienti marini, 
per ragioni non ancora del tutto chiarite. In 
generale questi microrganismi provengono 
da deiezioni di mammiferi a grande taglia 
– uomo incluso – e di animali a piccola taglia 
come gli uccelli. Negli ambienti tropicali 
sono in grado di replicarsi anche in zone non 
fecalmente contaminate (16). 

Indicatori alternativi d’inquinamento 
fecale

Gli anaerobi fecali rappresentano una 
porzione significativa dei batteri presenti 
nell’intestino degli animali a sangue caldo 
(38,68), con concentrazioni medie di 1010-
1011 ufc/g di feci (37). Sono molto sensibili 
all’ossigeno per motivi ancora sconosciuti. 
Una delle ragioni più accreditate sembra es-
sere l’incapacità di detossificare H

2
O

2
, OH·, 

O
2

– che si formano dall’ossigeno durante il 
normale metabolismo (37).

Fra i vari generi anaerobi esistono co-
munque alcune specie in grado di tollerare 
questa sostanza: ad esempio Bacteroides 
adolescentis e Bacteroides infantis dimo-
strano una tolleranza intermedia, tanto da 
sopravvivere per 48 ore in aerobiosi; il ge-
nere Bifidobacterium ha invece evidenziato 
una sopravvivenza minore (51); in ambiente 
ossigenato Clostridium perfringens eviden-
zia una resistenza di circa 72 ore ed a volte 
anche maggiore (51). 

Dal momento che gli anaerobi non so-
pravvivono a lungo nelle normali condizioni 

di aerobiosi, l’isolamento in gran numero 
indica un recente e diffuso inquinamento. 

Clostridium perfringens
Clostridium perfringens appartiene ad uno 

dei principali generi di batteri, dotati della 
capacità di produrre spore, definite anche 
endospore, perché formate all’interno del 
corpo batterico. 

Le spore di C. perfringens si ritrovano in 
concentrazioni medie pari a 4,8x105 ufc/g di 
peso secco di feci umane, nonché suine (71). 
Nelle feci canine la loro concentrazione è più 
elevata (9×108 ufc/g di peso secco), mentre 
in quelle di altri animali (gatti, equini ed 
ovini, ecc.) è assai inferiore a quella delle 
feci umane (63). In alcuni animali a sangue 
caldo le spore risultano addirittura assenti. 
La carica rilevata nelle acque reflue è di circa 
104-105 ufc/100 ml (12). 

Le spore di C. perfringens sono estre-
mamente resistenti agli stress ambientali, 
persistendo molto più a lungo dei coliformi 
termotolleranti e dei patogeni di origine 
idrica (12, 26). Per queste caratteristiche di 
resistenza, le spore di C. perfringens rappre-
sentano un indicatore di contaminazione fe-
cale per tutte le tipologie di acque. Sono state 
infatti usate con successo come indicatori nei 
corsi d’acqua, negli ambienti marini e nei 
sedimenti acquatici (27). Sono state proposte 
come indicatori nelle coste delle Hawai, in 
sostituzione degli indicatori tradizionali (3), 
poiché temperatura e predatori influiscono 
poco significativamente sulla loro soprav-
vivenza e possono rimanere quiescenti per 
periodi molto lunghi (12, 26). 

Inoltre C. perfringens è considerato un 
microrganismo ideale per valutare l’efficacia 
della disinfezione in un impianto di tratta-
mento di acqua potabile (48). È stato anche 
proposto per predire la presenza di enterovi-
rus (57) e di protozoi parassiti (14). 

Rispetto ai vantaggi sopra espressi, l’uso 
di C. perfringens, come indicatore di conta-
minazione fecale, mostra alcuni limiti. Ad 
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esempio, il rilevamento di spore non permet-
te di capire se l’inquinamento sia avvenuto 
o no di recente (16). Similmente ad altri 
indicatori alternativi, non sono disponibili 
studi epidemiologici per valutarne appieno 
la rappresentatività nei confronti dei micror-
ganismi patogeni di origine fecale (56). In-
fine, i metodi classici di rilevamento, basati 
su colture, presentano ancora incertezze e 
laboriosità analitiche.

Bifidobacteria
Sono bastoncelli Gram-positivi, esigenti 

dal punto di vista nutrizionale, anaerobi ob-
bligati, non formanti spore e rappresentano 
una componente consistente della flora in-
testinale, pari a circa 109-1011 ufc/g di feci 
(7). Sono stati proposti come indicatori di 
inquinamento fecale umano, perché solo ra-
ramente si trovano nelle feci animali (57).

Analisi, eseguite su feci provenienti 
dall’uomo e da un’ampia varietà di animali 
(scimmie, bovini, suini, ovini, canidi, equi-
ni), hanno rilevato infatti Bifidobacterium sp. 
solo in feci umane e suine (56,57). 

I Bifidobacteria sono stati frequentemente 
isolati da liquami di origine umana ed in 
modo particolare dalle fosse biologiche (7, 
50). 

Durante i mesi estivi, nelle acque super-
ficiali con una temperatura di 23°-30°, so-
pravvivono circa 5-9 giorni; la sopravvivenza 
aumenta fino a circa 4 settimane a tempera-
ture intorno ai 10° (39, 42). Il breve periodo 
di sopravvivenza nei corpi idrici rappresenta 
un evidente limite. 

L’alto livello dei predatori presenti nelle 
acque riduce la quantità di Bifidobacterium 
sp., e l’alto livello di bastoncelli Gram-po-
sitivi e cocchi ne rende difficoltosa la rile-
vazione sul terreno di coltura. Pertanto è op-
portuno, anche nelle indagini di laboratorio, 
non superare le 3 ore tra il campionamento e 
la filtrazione (56), poiché un prolungamento 
dei tempi comporta una notevole riduzione 
di popolazione (50). 

Gli isolati umani hanno la capacità di fer-
mentare il sorbitolo, caratteristica utilizzata 
per differenziare Bifidobacterium da altri 
microrganismi di origine non umana (57). 
Tali batteri si riproducono solo in anaero-
biosi, perciò la loro presenza nell’ambiente 
è indice di un inquinamento recente. Per il 
loro rilevamento, l’applicazione di tecniche 
come la PCR (Polimerase Chain Reaction) 
e la RT-PCR (Real-Time-PCR) ha permes-
so di superare le difficoltà di coltivarli in 
condizioni anossiche (56); infatti basta una 
singola copia di un gene, per ottenere milioni 
di copie ed effettuare l’identificazione del 
batterio. Un gene molto utilizzato in questo 
tipo d’analisi è quello che codifica l’RNA ri-
bosomiale 16S (21). L’uso di primers o sonde 
basati sulla sequenza del DNA ribosomiale 
(DNAr) ha permesso di identificare specie di 
Bifidobacterium anche da popolazioni miste, 
superando le difficoltà della caratterizzazio-
ne fenotipica (42). 

Per questi microrganismi sono state utiliz-
zate due sonde che hanno per target il gene 
dell’rRNA 16S: la sonda BDE, specifica per 
il gene che codifica l’rRNA 16S del Bifido-
bacterium dentium, specie esclusivamente 
umana, e la sonda BAN, specifica per specie 
di Bifidobacterium di origine animale, tra cui 
B. animalis, B. asteroides, B. coryneforme, 
B.cuniculi, B. globosum, B. magnum B. mi-
nimum e B. subtilis (42).

Similmente ai Bacteroides, i Bifido-
bacteria hanno specificità d’ospite ed una 
bassa sopravvivenza fuori dall’habitat 
intestinale. Saranno necessari studi più ap-
profonditi per indagare sulla correlazione 
con i patogeni. 

Bacteroides
I Bacteroides sp sono anaerobi obbligati, 

non formano spore e la loro presenza nel-
l’intestino crasso è di circa 1010-1011 ufc/gr 
di feci; rappresentano 1/3 della flora fecale, 
superando abbondantemente i coliformi (25, 
53). La maggior parte dei Bacteroides isolata 
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dalle feci umane è specifica dell’uomo e, di 
questa, solo una piccola parte si può ritrovare 
in altre specie animali (1). Nell’ambito del 
genere Bacteroides, alcune specie mostrano 
uno spiccato tropismo verso determinati 
ospiti. Tale peculiarità può essere sfruttata 
per identificare l’origine dell’inquinamento 
fecale, poiché permette di risalire prima 
alla specie di Bacteriodes e poi all’ospite 
specifico (32, 60). 

In condizioni  di  stress di  ossigeno 
Bacteroides sp. possono sopravvivere per 
circa 6 giorni (4), mentre il marker genetico 
16SrRNA resiste più a lungo, in funzione 
della temperatura e della predazione (33). 
A temperature di 4° è stato possibile iden-
tificare Bacterides sp. dopo 15 giorni dallo 
sversamento in acqua (33).

Nelle acque dolci, durante il periodo 
estivo, Seurinick e collaboratori (58), uti-
lizzando tecniche di PCR, hanno potuto 
osservare una rapida diminuzione della 
popolazione di Bacteroides: l’aumento della 
temperatura favorisce l’azione dei predatori 
ed i processi di degradazione. Inoltre è stato 
verificato che i marker di Bacteroides spe-
cifici per l’uomo possono sopravvivere in 
tali acque tra 4° e 12° per più di 24 giorni 
ed alla temperatura di 23° fino ad 8 giorni 
(58). La luce solare e la sostanza organica 
influiscono sulla sopravvivenza di questi 
microrganismi (52). 

In passato l’uso di Bacteroides sp. come 
indicatore è stato limitato per le difficoltà 
riscontrate durante la coltivazione degli 
anaerobi stretti. Le tecniche molecolari 
attualmente disponibili permettono l’iden-
tificazione di batteri vitali non coltivabili e 
di quelli che hanno uno sviluppo difficile, 
fornendo una più accurata rappresentazione 
della popolazione presente (32). 

Recentemente, alcune tecniche di biologia 
molecolare, che si basano sull’analisi dei 
polimorfismi genici, hanno permesso di dif-
ferenziare Bacteroides-Prevotella di origine 
umana da quella di origine animale (5).

Il genere Bacteroides è un ospite nume-
ricamente elevato nell’intestino umano ed 
offre la possibilità di distinguere fra i due 
tipi di inquinamento per l’elevata specificità 
d’ospite; purtroppo finora sono stati condotti 
pochi studi sul suo possibile impiego come 
indicatore. 

Savichtcheva e coll. (56) sostengono che 
sarà necessario approfondire la conoscenza 
sulla distribuzione geografica dei marker 
genetici di Bacteroides ospite specifici e sul 
grado di sopravvivenza in habitat secondari, 
per meglio comprendere la correlazione con 
i patogeni.

Gruppo del Bacteroides fragilis
Il termine “gruppo Bacteroides fragilis” 

rappresenta il gruppo di batteri anaerobi 
obbligati più diffuso nell’intestino umano. 
Comprende le specie B. fragilis, B. thetaio-
taomicron e B. distasonis (55).

Rappresenta il 67-78% dei batteri pre-
senti nelle feci umane, il 7-25% in quelle 
animali (32). Questi batteri mostrano una 
certa tollerabilità nei confronti dell’ossigeno, 
sopravvivendo solo pochi giorni, ma al di 
fuori del proprio habitat non sono in grado 
di moltiplicarsi. Hanno precise esigenze 
nutrizionali; la presenza del fago specifico 
nell’ambiente è sicuramente indice di con-
taminazione fecale.

Indicatori virali

Poiché gli indicatori tradizionali non sono 
in grado di evidenziare una presenza virale, 
Noble e Fuhrnam (43) sostengono la neces-
sità di individuare virus in grado di svolgere 
questo ruolo. Il batteriofago del Bacteroides 
fragilis HSP40 e il colifago F-RNA sono stati 
proposti come indicatori della presenza di 
virus enterici, anche in considerazione del 
fatto che negli esami di laboratorio il numero 
dei fagi è circa dieci volte più alto di quello 
degli enterovirus (11, 65).
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Il Batteriofago del Bacteroides fragilis
Il ceppo HSP40 ed il ceppo RYC2056 di 

B. fragilis sono stati isolati in concentrazioni 
elevate da feci umane. I rispettivi fagi B40-8 
e B56-3 sono stati evidenziati in diverse ma-
trici ambientali, nelle quali era stata accertata 
una contaminazione di origine fecale. 

A conferma della specificità umana, già 
nel 1987 Tartera e Jofre (64) evidenziarono 
la presenza di B. fragilis in campioni di feci 
umane, positivi al ceppo HSP40, mentre il 
rispettivo fago non fu isolato da campioni di 
feci animali, né da reflui di mattatoi, né da 
acqua contaminata da fauna selvatica (57).

I fagi del B. fragilis si moltiplicano nel 
tratto intestinale umano in concentrazioni più 
elevate dell’E. coli; nelle acque superficiali, 
ad una temperatura tra i 5-25°, sopravvivono 
in modo comparabile e perfino migliore dei 
virus enterici (11, 65). 

Inoltre sono più resistenti dei colifagi e 
dei batteriofagi F-RNA specifici all’inattiva-
zione naturale. Esperimenti d’inattivazione 
su colture pure di batteriofagi hanno con-
fermato che il fago B40-8 è più resistente 
del fago B56-3 e mostra un alto grado di 
specificità verso B. fragilis HSP40, non 
evidenziata nei confronti di altre specie di 
Bacteroides (19, 65).

B. fragilis HSP40 è stato rilevato con mag-
giore frequenza rispetto agli enterovirus in 
campioni d’acqua e di sedimenti (72 e 56% 
rispettivamente) (11, 65). 

In generale i batteriofagi hanno il vantag-
gio di essere altamente specifici, permettendo 
di risalire alla sorgente d’inquinamento. Le 
particelle virali non sono in grado di replicarsi 
nell’ambiente e la loro presenza è significati-
vamente correlata con virus umani. 

Nelle acque molto inquinate l’assenza del 
fago può essere dovuta all’azione dei preda-
tori. Questo aspetto, insieme alla laboriosità 
del metodo analitico, rappresenta un limite 
importante nell’uso di questi microrganismi 
come indicatori di contaminazione virale 
(57).

Necessitano pertanto ulteriori sviluppi 
metodologici, tenendo presente che le tec-
niche molecolari hanno dato un notevole 
contributo per una rapida individuazione 
(27). 

Colifagi (F-specific RNA)
I colifagi sono virus che infettano e si 

replicano nell’E. coli; sono incapaci di ripro-
dursi fuori del proprio ospite. La replicazione 
nell’ambiente è dunque in funzione della 
presenza e del numero del microrganismo 
ospitante. 

Nelle feci umane ed animali la presenza di 
differenti e specifici gruppi di RNA colifagi 
permette di risalire all’origine dell’inquina-
mento e di stabilire se questo è di tipo umano 
o animale (57). Le ricerche analitiche hanno 
focalizzato l’attenzione sulla particella virale 
ed hanno verificato che il colifago F-specific 
RNA è dotato di caratteristiche tali da ren-
derlo un promettente indicatore per lo studio 
della qualità delle acque (23, 24).

Si è giunti a questa conclusione in base 
alle analogie strutturali e genetiche che i 
colifagi F-specific RNA hanno con i virus 
enterici responsabili delle malattie di origi-
ne idrica. Al microscopio elettronico hanno 
dimostrato una forte somiglianza con i virus 
polio e coxackiae. Tali caratteristiche sono 
state il motivo principale per considerare i 
colifagi F-specific RNA potenziali indicatori 
di virus, più che indicatori d’inquinamento 
fecale (61).

Nelle acque superficiali (soprattutto in 
quelle dolci) hanno evidenziato una resisten-
za maggiore rispetto agli enterovirus (61) 
e poiché risultano resistenti ai trattamenti 
chimico-fisici di depurazione delle acque 
(disinfettanti e radiazioni UV), alcuni autori 
li hanno proposti come possibili indicatori 
per verificare il livello di inattivazione virale 
(31). In particolare, i ceppi MS2 ed i ceppi 
filamentosi f2 sopravvivono ai meccanismi 
depurativi naturali ed ai processi di tratta-
mento delle acque reflue. 
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I colifagi sono relativamente sensibili alle 
alte temperature, vengono inattivati più rapi-
damente dei virus enterici in acqua di mare 
alla temperatura di 25° (11) e nelle acque 
dolci hanno una resistenza maggiore (23, 61). 
Le acque reflue sono una ricca sorgente di 
batteriofagi e di batteriofagi F-specifici: Ha-
velaar et al. (23) hanno quantificato, durante 
il periodo estivo, conte da 103- 104 pfu/ml 
negli scarichi domestico-industriali e valori 
piuttosto simili sono stati trovati in reflui 
provenienti da ospedali e mattatoi (28).

Alcuni colifagi RNA F-specifici sono 
altamente associati ad una contaminazione 
fecale domestica o di altra origine (52, 57). 
Pertanto il loro ritrovamento in un’acqua può 
essere considerato un indice di inquinamento 
da liquami (28).

Poiché il numero dei batteriofagi è infe-
riore al numero degli indicatori batterici, è 
importante che la rilevazione sia sensibile 
ed includa procedure di arricchimento e di 
un’analisi diretta (57).

Composti chimici
Gli indicatori microbici convenzionali non 

sembrano adatti per rilevare l’inquinamento 
fecale in determinate condizioni. Ad esempio, 
nelle regioni tropicali e subtropicali, sono in 
grado di moltiplicarsi e possono entrare a far 
parte della flora naturale (18, 29, 30). Alcuni 
composti organici sono stati proposti in queste 
aree come possibili indicatori alternativi di 
contaminazione fecale (18, 29, 30). 

Sono numerosi gli agenti chimici proposti 
come possibili indicatori di contaminazione 
di origine domestica. Di seguito vengono 
riassunte le caratteristiche degli agenti mag-
giormente indagati. 

Il coprostanolo 
È uno stanolo fecale. Si forma nell’intesti-

no umano e degli animali a grande taglia du-
rante il catabolismo del colesterolo. Leeming 
e coll. (35) hanno riportato nei campioni di 
feci umane percentuali di coprostanolo di 

circa il 60% degli stanoli totali; in quelle di 
suini e gatti questa percentuale è 10 volte 
inferiore. Negli erbivori (bovini, equini, ed 
ovini) predominano gli steroli aggiuntivi ed, 
in particolare, il 24- etil-coprostanolo, che 
potrebbe essere utilizzato come potenziale 
indicatore d’inquinamento fecale nelle aree 
maggiormente frequentate da questi anima-
li.

Il coprostanolo è una sostanza idrofo-
bica, si associa rapidamente alle particelle 
presenti nell’acqua e nelle acque reflue. Nei 
sedimenti, in condizioni di anossia, è stata 
riportata una stabilità di circa 450 giorni alla 
temperatura di 15° (30); la sua stabilità non 
è influenzata da temperatura e salinità.

In condizioni aerobiche il coprostanolo è 
meno stabile e può essere biodegradato nella 
colonna d’acqua: è stata riportata un’emivita 
inferiore ai 10 giorni a 20° (30). Pertanto in 
queste condizioni la sua presenza indica un 
inquinamento relativamente recente. 

Nelle acque dolci delle regioni tropicali 
del Giappone, della Malaysia e del Vietnam 
(29, 30, 35) è considerato un ottimo indicatore 
d’inquinamento fecale. Nel Mekong Delta 
(Vietnam) durante tutte le stagioni dell’an-
no, ha dimostrato una buona correlazione 
con gli indicatori convenzionali (29-30). 
Coprostanolo e steroli strutturalmente simili 
potrebbero essere proposti come indicatori per 
differenziare l’inquinamento umano da quello 
animale. Purtroppo non sono disponibili studi 
sulla relazione con i patogeni enterici.

Per il rilevamento analitico di questi com-
posti vengono utilizzati con successo la gas-
cromatografia e la spettrometria massa (30). 

La caffeina
La caffeina è un alcaloide naturale, pre-

sente in più di 60 specie di piante (nei semi 
del cacao, del caffè, in quelli della noce di 
cola e nella pianta del tè). È costituente di 
molte bevande (caffè, tè, analcolici) e ali-
menti (cioccolato, prodotti di pasticceria), 
e di molti prodotti farmaceutici. Migliora 
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l’azione di alcuni analgesici ed è usata come 
stimolante cardiaco, cerebrale e respiratorio. 
È probabilmente la sostanza più consumata 
al mondo, in considerazione della presenza 
in vari prodotti; è stato stimato un consumo 
globale di circa 70 mg per persona al gior-
no, ma con forti oscillazioni nei differenti 
paesi (9). 

Sono state riportate concentrazioni di caf-
feina di 37 µg/l nelle acque reflue (46, 54), 
3-2 µg/l nelle acque di pozzo (54), 0,23 µg/l 
nelle acque sotterranee (54,69) e 0.14-1.6 
µg/l nelle acque portuali (54,10).

Nelle acque reflue non trattate, le con-
centrazioni di caffeina includono, oltre alla 
sostanza consumata ed escreta, quella diret-
tamente immessa dalle bevande. Una volta 
ingerita, la caffeina viene trasformata in gran 
parte nel fegato in più di 20 metaboliti; una 
quantità compresa tra lo 0,5 e 10% viene 
eliminata tal quale. La sua stabilità permette 
d’individuarla facilmente nei corpi idrici. 
Nelle acque reflue urbane, dove si verificano 
rotture di rete, il contenuto di caffeina può 
essere utilizzato come tracciante. La sua alta 
mobilità la può inoltre rendere un adeguato 
marker per confermare la contaminazione 
delle acque sotterranee da parte di liquami 
domestici (20).

Tuttavia, il profilo del destino ambientale 
di questo prodotto nel suolo e negli acquiferi, 
non è stato ancora sufficientemente investi-
gato (9, 57).

Agenti surfattanti 
Tra i surfattanti anionici, gli alchilbenzene 

sulfonati lineari, comunemente riferiti come 
LAS, rappresentano la categoria maggior-
mente impiegata negli ambienti domestici. 
Sono estremamente idrofobici e vengono 
degradati in condizioni aerobiche (22).

La gascromatografia e la spettrofotome-
tria sono i metodi utilizzati per il rilevamento 
di questi composti. 

Non è sufficiente la base di dati attual-
mente disponibili per stabilire la correlazione 

fra la concentrazione di questi indicatori 
chimici e la presenza di microrganismi pa-
togeni (57).

Discussione e conclusioni 

Sulla base di questa breve rassegna emer-
gono molti limiti per ciascun indicatore di 
contaminazione fecale/domestica. Risulta 
evidente che un singolo indicatore non può 
essere rappresentativo di tutti i microrgani-
smi patogeni intestinali, perché questi ultimi 
hanno tempi di sopravvivenza nell’ambiente 
acquatico molto diversi. Ad esempio E. coli 
ed enterococchi hanno tempi di sopravviven-
za simili nelle acque dolci, ma molto diversi 
in acque marine. 

Le stagioni e le latitudini sono caratteriz-
zate da temperature delle acque che influi-
scono fortemente sui tempi d’inattivazione 
degli indicatori microbici di contaminazione 
fecale; alcuni di questi sono in grado di ri-
prodursi in aree tropicali perdendo quindi il 
significato di indicatori di contaminazione 
fecale. Gli indicatori convenzionali vengono 
inattivati dagli agenti disinfettanti, mentre 
molti patogeni mostrano notevoli capacità 
di resistenza. 

In realtà aggiustare il tiro su questa pro-
blematica non è certo un compito semplice. 
È necessario un grande impegno culturale e 
sperimentale. È anche importante imparare 
dalle numerose iniziative avviate per miglio-
rare la rappresentatività delle misure delle 
densità degli indicatori rispetto alla reale 
qualità microbiologica. 

Ad esempio, eseguendo il monitoraggio 
delle acque costiere della Baia di Santa 
Monica in California, Noble e Fuhrnam (43) 
hanno dimostrato che non è possibile valuta-
re la presenza di enteropatogeni utilizzando 
un solo indicatore. Per ottenere una stima 
significativa è stato necessario ricorrere a 
più indicatori simultaneamente (56). In al-
cuni studi è stato applicato un approccio che 
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prevedeva il controllo di coliformi fecali, E. 
coli, C. perfrigens e batteriofagi RNA F-spe-
cifici (43, 56, 60, 66). Questo approccio si è 
rivelato utile e di notevole valore predittivo 
in relazione alla presenza di enteropatogeni 
(26). 

In alcuni casi, l’uso di indicatori con 
caratteristiche diverse può risultare parti-
colarmente vantaggioso, come ad esempio, 
Bifidobacterium sp. ed E. coli (42, 50). 

In uno studio svolto sulle acque di bal-
neazione della California è stato applicato 
con successo l’uso integrato di indicatori 
convenzionali e di indicatori anaerobi come 
Bacteroides e Prevotella (genere anaerobio 
con diverse analogie con i Bacteroides) (6). 

In altri casi si è ricorso ad un approccio che 
prevede il controllo di indicatori convenziona-
li insieme ad altri non convenzionali o anche 
a microrganismi patogeni specifici d’interesse 
sanitario in un preciso contesto di bacino. In 
Finlandia, ad esempio, hanno preso in esame i 
norovirus (come indicatori di contaminazione 
di virus enterici), nonché Campylobacter, 
Giardia e Cryptosporidium (26). 

Nelle regioni tropicali le concentrazioni 
di enterococchi intestinali e di E. coli non 
forniscono dati reali sull’entità dell’inqui-
namento fecale, perché, una volta immessi 
nell’ambiente, le condizioni climatiche favo-
riscono la loro proliferazione. Per prevenire 
il rischio di contrarre patologie enteriche, che 
in queste zone sono purtroppo molto diffuse, 
è necessario trovare una migliore risposta, 
che potrebbe essere basata sull’uso di indi-
catori fecali alternativi più affidabili (29).

La determinazione simultanea di copro-
stanolo ed indicatori tradizionali conferma 
senza dubbio l’inquinamento fecale, ma 
non fornisce indicazioni sulla presenza di 
patogeni; tuttavia, insieme a composti strut-
turalmente simili, dà informazioni piuttosto 
precise sull’origine dell’inquinamento se di 
tipo umano o animale. 

In acque marine e dolci C. perfringens ha 
dimostrato una buona correlazione con pato-

geni, steroli fecali (12) e Salmonella sp. (41). 
C. perfringens è considerato un valido indi-
catore anche in rapporto ai microrganismi 
che resistono e sopravvivono ai trattamenti 
di disinfezione (44). Studi epidemiologici 
eseguiti ad Hong Kong hanno dimostrato 
una buona correlazione fra la comparsa di 
sintomi gastrointestinali e la densità di C. 
perfringens, Aeromonas sp., Vibrio chole-
rae non-O1 (34). Nello stesso studio non è 
stata invece trovata una buona correlazione 
fra Bacteroides spp. o Bifidobacterium sp. e 
patogeni in acqua di mare.

Sempre nelle acque marine sono state 
riscontrate correlazioni positive tra batte-
riofagi fecali e virus enterici (52), mentre 
in acque dolci, i colifagi risultano sensibili 
indicatori per contaminazioni da Salmonella 
sp. (8).

Sono state avanzate proposte come quella 
di verificare la presenza di batteri patogeni 
attraverso la determinazione delle concen-
trazioni sia di E. coli che di enterococchi 
intestinali. E. coli può indicare la presenza 
di enteropatogeni come Salmonella; i coli-
fagi possono esser utilizzati come indica-
tori di virus enterici umani; C. perfringens 
può indicare la presenza di protozoi (66); 
i Bacteroides possono essere utilizzati per 
distinguere l’inquinamento fecale di origine 
umana da quello animale (1, 57).

Le future ricerche dovrebbero essere 
indirizzate allo studio delle correlazioni tra 
indicatori e patogeni; focalizzare l’attenzione 
sui microrganismi ospiti-specifici come i bat-
teriofagi; identificare ulteriori caratteristiche 
di nuovi gruppi e sottogruppi da utilizzare 
per risalire all’origine dell’inquinamento 
fecale. 

Riassunto

Gli indicatori convenzionali di contaminazione fecale for-
niscono un prezioso contributo alla valutazione della qualità 
igienica dell’acqua. Negli ultimi anni sono stati individuati 
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alcuni limiti importanti che ne hanno messo in discussione 
la validità e hanno posto il problema della necessità di una 
rivisitazione del loro significato. 

Nei Paesi industrializzati, nei quali la normativa vigente 
che concerne la qualità delle acque è molto rigorosa, si sono 
verificate numerose epidemie, nonostante gli indicatori con-
venzionali di contaminazione fecale indicassero una qualità 
microbiologica adeguata. Queste epidemie sono state attri-
buite a microrganismi patogeni emergenti, che sono spesso 
caratterizzati da una resistenza ai processi di disinfezione 
superiore rispetto agli indicatori convenzionali.

Per assicurare un’adeguata qualità microbiologica delle 
acque, sono stati avviati vari percorsi tra i quali i Water 
Safety Plans dell’Organizzazione Mondiale della Sanità, la 
rivisitazione del ruolo dei possibili indicatori di qualità mi-
crobiologica, la messa a punto di metodi specifici per alcuni 
microrganismi patogeni e di metodi per una rapida rilevazione 
di qualità microbiologica non adeguata.
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