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Riassunto
La presenza di Salmonella nell’ambiente acquatico può essere indice o di una contaminazione fecale primaria, dovuta ad 
immissione diretta di scarichi fognari, o di una secondaria, ad esempio per dilavamento da suoli contaminati. Scopo del 
lavoro è stato quello di individuare la presenza di Salmonella spp. in acque superfi ciali utilizzando tecniche di biologia 
molecolare sia per una rapida individuazione che per una più precisa caratterizzazione tassonomica. I campioni d’acqua 
sono stati prelevati in quattro fi umi della Campania, per un totale di 26 matrici analizzate. In ciascun fi ume il monitoraggio 
è stato eseguito procedendo dalla sorgente alla foce e individuando alcune stazioni di campionamento a monte e a valle 
di scarichi di depurazione. I risultati evidenziano la presenza di Salmonella spp. in alcuni campioni a valle degli scarichi 
e nel tratto fl uviale terminale. Le analisi molecolari sono state utili ed effi caci nel rivelare la presenza di Salmonella spp. 
nei campioni fl uviali, in tempi estremamente ridotti rispetto a quelli richiesti dalle metodiche tradizionali, riuscendo ad 
ottimizzare le procedure di rilevazione e segnalare nel minor tempo possibile fenomeni di contaminazione in atto, risultan-
do anche più precise per la tipizzazione dei sierotipi isolati. Lo scopo del lavoro è quindi quello di confrontare i risultati, i 
tempi ed i costi dei due approcci analitici.
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Occurrence of Salmonella spp. in river water: a rapid monitoring by molecular approach
Salmonella spp. is an indicator of water quality and the presence of bacterium is associated with primary or secondary fecal 
contamination.  The aim of this study was to analyze the presence of Salmonella spp. in river waters  by using microbiologi-
cal and molecular techniques. Water samples were collected at 26 sites from 4 rivers of Campania, between 2015 and 2016. 
Results show the presence of Salmonella spp. in downstream sites of discarge and at the mouth. Molecular approach turned 
out to be most rapid and precise for taxonomic identifi cation of bacteria isolated. The presence of Salmonella spp. in aquatic 
environments investigated confi rmed the need for monitoring in order to minimize the risks of infection to human.
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INTRODUZIONE
Il genere Salmonella spp. 

comprende microorganismi Gram 
negativi, di forma bastoncellare ap-
partenenti alla famiglia delle Ente-
robacteriaceae. I membri del gene-
re hanno quale habitat primario il 
tratto intestinale dell’uomo e degli 
animali, nonostante l’ampia distri-
buzione di numerose specie in am-
biente naturale (suoli, laghi, fi umi, 

acque marino-costiere). La presenza 
di salmonella nell’ambiente acquati-
co può essere indice o di una conta-
minazione fecale primaria, dovuta 
ad immissione diretta di scarichi 
fognari, o di una contaminazione 
secondaria, ad esempio per dilava-
mento da suoli contaminati. Il ge-
nere comprende numerosi sierotipi 
capaci di causare danni intestinali 

oltre che gravi patologie sistemiche, 
tra cui la febbre tifoide e paratifoide 
(Pond, 2005). Così come per gli al-
tri enterobatteri, la trasmissione e la 
contaminazione di Salmonella spp. 
avvengono per via oro-fecale. Di 
conseguenza le acque naturali sono 
ritenute un veicolo importante di 
trasmissione del patogeno all’uomo 
e ad altri animali (Ashbolt, 2004). 
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Numerosi studi hanno inoltre di-
mostrato la capacità di sopravviven-
za dei microorganismi per periodi 
anche molto lunghi nel suolo, nei 
sedimenti e nelle acque: ciò consen-
te loro di proliferare e diffondere 
all’interno dell’intera catena trofi ca 
(Gorski et al., 2011).

Il metodo diagnostico per la 
ricerca di Salmonella spp. indica-
to dalla normativa ambientale na-
zionale, D.Lgs. 152/99, essendo di 
tipo qualitativo, non prevedeva il 
conteggio del numero di salmonel-
le nel campione, in quanto la sola 
presenza del patogeno escludeva 
la possibilità di utilizzo delle acque 
per uso potabile. L’attuale Decreto 
Legislativo 152/2006 indica per il 
parametro Salmonella tre catego-
rie di valori guida in base ai quali 
andranno adottati differenti livelli 
di trattamento per la potabilizza-
zione dell’acqua dei corpi idrici 
destinati alla produzione di acqua 
potabile. L’aspetto quantitativo è 
determinato dal volume d’acqua 
fi ltrato e la ricerca delle salmonelle 
non è richiesta qualora l’impianto 
di potabilizzazione sia dotato di 
trattamento fi sico e chimico spin-
to, di affi nazione e di disinfezione.

Le tecniche tradizionali per la 
ricerca delle salmonelle si basano 
sulla crescita in terreni selettivi, 
seguita da conferme biochimiche 
e test sierologici; nel complesso 
richiedono tempo e risultano la-
boriose, oltre che costose (Olsen 
et al., 1995; Fung, 2002). Fortuna-
tamente, negli ultimi anni stanno 
diffondendosi metodi di indagine 
più sensibili, fi nalizzati alla ricerca 
immediata dei microorganismi in 
ambiente naturale (Shaban et al., 
2008). Primeggiano le tecniche di 
biologia molecolare basate sull’e-
strazione del DNA, l’amplifi cazio-
ne PCR (Polymerase Chain Reac-
tion) e il sequenziamento genico 
fi nalizzato alla tipizzazione dei vari 
seriotipi (Kim et al., 2006; Trafny 
et al., 2006; Silva et al., 2011).

In questo studio viene pre-
sentata un’esperienza di monito-
raggio di alcuni corsi d’acqua della 
Campania fi nalizzata a individuare 
l’eventuale presenza di Salmonel-
la spp. mediante l’applicazione di 
tecniche di biologia molecolare; lo 
studio si è prefi ssato di ottimizza-
re le metodiche di rilevazione con 
l’obiettivo di rendere sempre più 
rapida la segnalazione di fenomeni 
di contaminazione in atto.

MATERIALI E METODI
Ventisei campioni d’acqua 

prelevati tra marzo e ottobre 2016 in 
quattro fi umi della Campania –se-
guendo una frequenza casuale, non 
legata a particolari eventi climatici 
(es. piogge intense, prolungati pe-
riodi di siccità)– sono stati analizza-
ti in doppio adottando sia tecniche 
microbiologiche che tecniche mole-
colari.

Il campionamento è stato 
eseguito in corrispondenza della 
sorgente e della foce di ciascun fi u-
me investigato e in alcune stazioni 
poste a monte e a valle di scarichi 
di depurazione, seguendo le indi-
cazioni riportate nella Normativa 
ISO 5667 (Parte 2). Il campiona-
mento è stato eseguito con botti-
glie sterili della capacità di 1000 
mL, immerse contro corrente; i 
campioni sono stati immediata-
mente refrigerati (4±2 °C) e in tali 
condizioni trasferiti in laboratorio.

I campioni d’acqua sono stati 
analizzati con tecniche microbiolo-
giche, in accordo con le linee guida 
APAT, CNR-IRSA 7080 (2003). Il 
metodo consente di valutare la pre-
senza/assenza di Salmonella spp. 
in un determinato volume di acqua. 
La procedura analitica consiste 
in una serie di fasi successive che 
comprendono prearricchimento, 
arricchimento, isolamento ed even-
tuale conferma biochimica. Sono 
stati fi ltrati 1000 mL di campione 
utilizzando una membrana a poro-
sità nominale 0,45 μm, rispettan-

do le comuni norme di asepsi. Le 
membrane sono state trasferite ste-
rilmente in 100 mL di Acqua Pepto-
nata Tamponata e incubate a 36±1 
°C per 18-24 ore. Trascorsi i tempi 
di incubazione è stato eseguito l’i-
noculo di un’aliquota del campione 
(100 μL) in brodo di arricchimento 
Rappaport Vassiliadis (10 mL), in-
cubata poi per 24 ore. Dal brodo di 
arricchimento sono state preparate 
subcolture per strisci multipli sul 
terreno di isolamento Xilosio Lisi-
na Desossicolato (XLD - Oxoid); le 
piastre sono state incubate a 36±1 
°C per 24 ore. Su terreno selettivo 
le colonie sospette di Salmonella si 
presentano rosse con centro nero, 
lucide, convesse e con margini net-
ti. La conferma biochimica delle 
colonie attribuite al genere Salmo-
nella spp. è stata eseguita mediante 
test di agglutinazione al lattice (La-
tex test - Oxoid).

Le analisi molecolari sono sta-
te eseguite su un volume fi ltrato di 
acqua pari a 100 mL. Le membra-
ne con cui è stata effettuata la fi l-
trazione, aventi porosità nominale 
0,45 μm, sono state eluite in acqua 
ultrapura (10 mL) e agitate vigoro-
samente per circa 1 min. 100 μL di 
soluzione sono stati sottoposti ad 
estrazione del DNA basata su de-
naturazione al calore (98 °C per 10 
min), successiva centrifugazione e 
recupero del surnatante (Ivanov et 
al., 1987). 5 μL di surnatante (con-
tenente il DNA batterico) sono stati 
sottoposti ad amplifi cazione PCR 
utilizzando quale marcatore mo-
lecolare il gene InvA (Galàn et al., 
1992; Levin, 2009). Il marcatore 
selezionato codifi ca per specifi che 
proteine responsabili dell’attacco 
delle cellule bersaglio e quindi della 
patogenicità. La positività della rea-
zione di amplifi cazione è stata valu-
tata mediante corsa elettroforetica 
dei campioni su gel di agarosio 1,5 
%, colorato con GelRed (Amresco). 
I prodotti di amplifi cazione, lunghi 
circa 284 coppie di basi (bp), sono 
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stati  stimati mediante confronto 
con marcatori a peso molecolare 
noto (DNA Ladder – 50bp). I pro-
dotti di amplifi cazione sono stati 
purifi cati e sottoposti a sequenzia-
mento automatico (AppliedBiosy-
stem). L’analisi delle sequenze e il 
confronto di queste con le sequenze 
di riferimento presenti nel database 
online BLAST ha consentito la tipiz-
zazione dei ceppi batterici isolati e 
il loro riconoscimento tassonomico.

RISULTATI
In tabella I sono riassunti i 

risultati delle indagini microbio-
logiche e molecolari effettuate sui 
campioni d’acqua. La loro corri-
spondenza in termini di presenza/
assenza risulta completa. 

Sette dei campioni analizzati 
sono risultati positivi per la pre-
senza di Salmonella spp.: si tratta 

delle  acque raccolte a valle degli 
scarichi e nel tratto fl uviale termi-
nale. L’analisi delle sequenze ha  
consentito la tipizzazione tasso-
nomica degli isolati batterici, evi-
denziando la presenza dei sierotipi 
Salmonella enterica subspecies I e 
Salmonella enteriditis (campioni 
S006, S0015, S025).

Diciannove campioni sono 
invece risultati negativi per la pre-
senza di Salmonella spp.

DISCUSSIONE 
E CONCLUSIONI

L’esperienza descritta sem-
bra dimostrare che le analisi mo-
lecolari potrebbero rappresentare 
un validissimo strumento routi-
nario per la ricerca di Salmonella 
spp. nelle acque. Risultano rapide 
–in quanto non richiedono i lunghi 
tempi di incubazione delle analisi 

microbiologiche– e sono effi caci 
per rendere più precisa la tipiz-
zazione e l’individuazione dei sie-
rotipi patogeni. Il dato presenza/
assenza risulta inoltre inequivo-
cabile poiché si basa sulla presen-
za o sull’assenza di un prodotto di 
amplifi cazione ottenuto, tra l’altro, 
con un gene specifi co e presente 
unicamente in Salmonella.

Per l’esecuzione dell’analisi 
ci si serve di una strumentazione 
base per un laboratorio di biolo-
gia, e comprende un termociclatore 
classico per PCR end-point. 

Strumentazioni più specifi -
che, quali Real time PCR e sequen-
ziatore, sarebbero necessarie solo 
nel caso in cui si voglia: 1) proce-
dere con la determinazione quan-
titativa del numero di salmonelle, 
2) tipizzare i sierotipi isolati.  

Il genere Salmonella, come 

Tab. I. Risultati delle analisi microbiologiche e molecolari condotte sui campioni di acqua superfi ciale (- = assenza; + = 
presenza).

 Campione Sito Risultato analisi Risultato analisi
   microbiologica molecolare
Fiume 1 S001 Sorgente 0 UFC/100 mL -
 S002 Monte depuratore 1 0 UFC/100 mL -
 S003 Valle depuratore 1 0 UFC/100 mL -
 S004 Monte depuratore 2 0 UFC/100 mL -
 S005 Valle depuratore 2 2 UFC/mL +
 S006 Foce 8 UFC/mL +
Fiume 2 S007 Sorgente 0 UFC/100 mL -
 S008 Monte depuratore 1 0 UFC/100 mL -
 S009 Valle depuratore 1 0 UFC/100 mL -
 S010 Monte depuratore 2 0 UFC/100 mL -
 S011 Valle depuratore 2 0 UFC/100 mL -
 S012 Foce 2 UFC/mL +
Fiume 3 S013 Sorgente 0 UFC/100 mL -
 S014 Monte depuratore 1 0 UFC/100 mL -
 S015 Valle depuratore 1 4 UFC/mL +
 S016 Monte depuratore 2 0 UFC/100 mL -
 S017 Valle depuratore 2 0 UFC/100 mL -
 S018 Foce 0 UFC/100 mL -
Fiume 4 S019 Sorgente 0 UFC/100 mL -
 S020 Monte depuratore 1 0 UFC/100 mL -
 S021 Valle depuratore 1  5 UFC/mL +
 S022 Monte depuratore 2 0 UFC/100 mL -
 S023 Valle depuratore 2 1 UFC/mL +
 S024 Monte depuratore 3 0 UFC/100 mL -
 S025 Valle depuratore 3 3 UFC/mL +
 S026 Foce 0 UFC/100 mL -
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ampiamente dimostrato, compren-
de batteri patogeni per l’uomo tra-
smissibili facilmente attraverso 
la matrice acqua. La presenza di 
Salmonella spp. negli ecosistemi 
fl uviali indica la diffusione del mi-
croorganismo nell’ambiente e la 
presenza di contaminazioni fecali in 
atto (Winfi eld e Groisman, 2003).

Nella nostra esperienza le ana-
lisi molecolari sono state utili ed ef-
fi caci nel rivelare la presenza di Sal-
monella spp. nei campioni fl uviali, 
riuscendo a segnalare in circa 3-4 h 
i fenomeni di contaminazione.

Il sierotipo Salmonella en-
terica subspecies I è responsabile 
della maggior parte delle infezioni 
da salmonella negli animali a san-
gue caldo e, così come Salmonella 
enteriditis, è facilmente diffuso at-
traverso le matrici ambientali.

La ricerca di Salmonella spp. 

nelle acque superfi ciali è di fonda-
mentale importanza per la tutela 
della salute pubblica e, quale pa-
rametro microbiologico, andrebbe 
costantemente monitorato. Tra le 
principali cause della contamina-
zione si considerano: 1) la presenza 
di agglomerati urbani non allaccia-
ti alla rete fognaria e provvisti di 
trattamenti di tipo individuale; 2) 
la presenza di agglomerati urbani 
allacciati alla rete fognaria ma non 
sottoposti a depurazione; 3) i carichi 
inquinanti immessi nel corpo idrico 
recettore attraverso gli scaricatori di 
piena degli impianti pubblici di de-
purazione e delle reti fognarie.

Tuttavia, allo stato attuale, i 
risultati del monitoraggio eseguito 
non consentono di defi nire il rischio 
potenziale per la salute umana con-
nesso alla presenza del patogeno. 
In tal caso bisognerebbe ampliare il 

campo di indagine da un punto di 
vista epidemiologico, valutando ad 
esempio se si sono verifi cati casi di 
malattia o intossicazione riconduci-
bili al periodo di campionamento e 
se le acque o gli organismi acquatici 
dei fi umi investigati siano utilizzati 
quale fonte alimentare.

Programmi di monitoraggio 
continui, su scala temporale e spa-
ziale molto più ampia, andrebbero 
effettuati per evidenziare la pre-
senza di salmonella nelle acque, in 
quanto la sola presenza del pato-
geno può rappresentare un rischio 
potenziale. Quest’ultimo va ricon-
dotto innanzitutto all’uso delle 
acque per l’irrigazione di vegetali 
da consumare crudi, e in secondo 
luogo al consumo di organismi ac-
quatici –soprattutto pesci– senza 
l’applicazione di opportune prati-
che igieniche preventive.
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