
RICERCA COVID ACQUE REFLUE: 
l’esperienza del Gestore del SII













1) il progetto è stato avviato con il coordinamento tecnico-scientifico

dell’ISS, sotto l‘egida del Coordinamento Interregionale della

Prevenzione (CIP), Commissione Salute, della Conferenza delle

Regioni e delle Province Autonome e la partecipazione su base

volontaria - attualmente senza copertura dei costi – delle strutture

territoriali (ARPA, ASL, IZS, Università, centri di ricerca e gestori

del servizio idrico integrato) che confermeranno la disponibilità a

condurre le attività sperimentali come ST1-ST2-ST3 o ST3R

2) L’avvio delle attività analitiche (o almeno la raccolta di campioni di

reflui da congelare) è avvenuto già da Luglio 2020 utilizzando le

procedure analitiche standardizzate diffuse dall’ISS

3) I risultati preliminari del progetto sono serviti per strutturare una

prima rete nazionale di sorveglianza ambientale.

4) Già nell’autunno del 2020 è stato strutturato un primo database

georeferenziato su scala nazionale

ANALISI QUALITATIVA : determinazione della sola presenza/assenza







A partire da settembre 2021, nell’ambito della sorveglianza prevista dal “Progetto SARI”, l’ISS ha richiesto l’attivazione

del Protocollo analitico “Sorveglianza di SARS-CoV-2 in reflui urbani per la determinazione quantitativa delle coppie

genomiche. Tale progetto prevede il campionamento e l’analisi in coerenza con la raccomandazione europea 2021/472

del 17/03/2021 e la registrazione dei risultati nella dashboard dell’ISS entro 48 ore dal campionamento.

Il laboratorio del Centro Ricerche di CAP Holding di Segrate nella prima parte del 2021 ha messo a punto il metodo 
analitico proposto da ISS e i successivi aggiornamenti, partecipando ai diversi  Proficiency Test organizzato dall’ ISS a 
partire dal 2021. I campionamenti sono stati effettuati come medi compositi delle 24h, con frequenza settimanale e il 
trasporto presso il laboratorio di CAP Holding è stato a carico di ATS Milano.
I campioni sono stati concentrati secondo protocollo ISS Rev.3 ed analizzati in Real-Time PCR, per quantificare l’RNA di 
SARS-Cov-2 presente. I dati ottenuti sono stati inseriti nella dashboard nazionale e nella dashboard regionale



Protocollo del Progetto SARI (rev.3 ISS):
1. Raccolta e trasporto campione:

• Un campione medio composito delle 24h viene raccolto all’ingresso del depuratore;

• Il campione viene trasportato refrigerato al Laboratorio di riferimento che lo analizzerà;

• Il Laboratorio registra il campione con i relativi dati, assegnandogli un ID numerico;

2. Concentrazione ed estrazione:

• Dopo le denaturazione del campione (56°C per 30 min), per inattivare eventuali patogeni, un’ aliquota

dello stesso (45 mL) viene sottoposta ad una fase di concentrazione, attraverso miscelazione con

PEG8000 ed NaCl e centrifugazione, ottenendo alla fine un pellet (il surnatante verrà scartato); il

campione viene addizionato di uno spike (Norovirus murino), per misurare, alla fine del processo, le

percentuale di recupero del genoma di Sars-Cov2;

• Il pellet ottenuto, contenente il virus o resti del suo genoma, viene sottosposto ad un’estrazione degli

acidi nucleici (DNA ed RNA) per la successive quantificazione; l’estrazione viene effettuata mediante

un sistema semi-automatic (Egene-Up Biomerieux) che sfrutta l’affinità degli acidi nucleici con una

silice magnetica;



3. Analisi quantitativa:

• L’RNA presente nell’estratto viene quantificato mediante una PCR Real-Time che permette di misurare le

copie genomiche del target sull’ unità di volume di estratto (u.g./uL estratto);

• Il risultato viene interpretato dal tecnico e, mediante un foglio di calcolo prestabilito, viene convertito in

copie genomiche sul volume di refluo (u.g./L refluo);

• Analizzando, oltre al Sars-Cov2, anche l’RNA del Norovirus murino (spike aggiunto all’inizio della

concentrazione), è possible calcolare le percentuale di recupero/percentuale persa del genoma del Sars-

Cov2 mediante tutto il processo analitico;

4. Inserimento risultati in dashboard:

• I dati ed I risultati del campione vengono inseriti sulla dashboard del Progetto SARI messa a punto 

dall’ISS;

• In dashboard sono presenti le anagrafiche di ogni depuratore (come il numero di abitanti equivalenti, 

a.e.) ed automaticamente verranno quindi calcolate le copie genomiche per abitante in 24h;

• In dashboard è possible monitorare l’andamento dei risultati di un depuratore o di più depuratori nel

tempo.



Articolo 17 – Sorveglianza delle acque reflue urbane (nuovo)

Questo nuovo articolo istituisce un nuovo sistema nazionale di sorveglianza delle acque reflue urbane per

monitorare i parametri rilevanti per la salute pubblica nelle acque reflue urbane. A tale proposito, gli Stati

membri dovranno istituire, entro e non oltre il 1º gennaio 2025, una struttura di coordinamento tra le autorità

competenti per la salute pubblica e il trattamento delle acque reflue urbane. Tale struttura stabilirà i parametri

da monitorare e con quale frequenza e il metodo da applicare.

Inoltre finché le autorità competenti per la salute pubblica non stabiliranno che la pandemia di SARS-CoV-2

non rappresenta un rischio per la popolazione, le acque reflue urbane saranno monitorate almeno per il 70 %

della popolazione nazionale.

Per tutti gli agglomerati con 100 000 a.e. o più, gli Stati membri infine saranno tenuti anche a monitorare

regolarmente la resistenza agli antimicrobici allo sbocco degli impianti di trattamento delle acque reflue urbane.

1. Gli Stati membri monitorano la presenza nelle acque reflue urbane dei seguenti parametri

rilevanti per la salute pubblica:

a) virus SARS-CoV-2 e sue varianti;

b) poliovirus;

c) virus dell'influenza;

d) agenti patogeni emergenti;

e) contaminanti che destano nuove preoccupazioni;

f) qualsiasi altro parametro rilevante per la salute pubblica ritenuto d'interesse ai fini del monitoraggio dalle

autorità competenti dello Stato membro.



Cosa abbiamo imparato in qualità di gestori del SII

❖ I nostri laboratori possono essere facilmente attrezzati per gestire analisi molto complesse come le analisi genomiche 
ed il nostro personale può accrescere di molto le sue competenze grazia alla proficua collaborazione con strutture di 
rete come quelle che sono state create da ISS e dalla Regione Lombardia

❖ Il nostro lavoro può dare un contributo significativo nell’individuazione di parametri rilevanti per la salute pubblica
❖ Data la complessità della matrice delle acque reflue, la presenza di solidi sospesi, la variabilità della concentrazione 

delle sostanze inquinanti a causa di forti variazioni di portata per esempio causata da forti piogge, la sola analisi della 
concentrazione non è sufficiente per gestire il dato dal punto di vista epidemiologico

❖ Alcuni dati di processo sono fondamentali per il trattamento del dato ( ad esempio portata in ingresso al depuratore, 
SST, abitanti gestiti dal depuratore

❖ La georeferenziazione della fognatura  ed i sistemi GIS in generale sono indispensabile per individuare eventuali 
cluster e focolai di infezione

Il contributo che possiamo dare come gestori SII
❖ Raccolta dei campioni dagli impianti di depurazione e laddove fosse necessario lungo le aste fognarie
❖ Analisi dei campioni
❖ Analisi dei dati di processo
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