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Introduzione

Negli ultimi anni nella nostra societa ¢ emerso con importanza sempre maggiore il problema
dell'utilizzazione razionale delle risorse idriche in seguito alla loro carenza (Bonadonna L. et al.
2007; UN, 2006; EEA, 1999). In molte aree il degrado qualitativo delle acque interne ha
raggiunto livelli tali da rappresentare un fattore limitante per la loro utilizzazione, con gravi
conseguenze sulle attivita umane e produttive (Picchi A. et al. 2004). In particolare le
conseguenze dell’inquinamento delle acque sul settore agricolo sono risultati gravi e di rilevanti
dimensioni. In taluni casi, alla scarsa disponibilita di risorse idriche si accompagna il loro
degrado qualitativo, causato da fenomeni di inquinamento sia puntuali che diffusi (sversamento
di acque reflue civili e industriali, incremento della salinita delle acque per eccessivo
emungimento, ecc.). Nei casi piu eclatanti (Bacino del Sarno (Guida M. et al., 2007) Puglia,
Sicilia, Sardegna ecc.), si osservano vere e proprie situazioni di emergenza, la cui soluzione
richiede interventi appropriati, da attuare sulla base delle indicazioni che scaturiscono da una
approfondita e dettagliata indagine che riguardi sia le opere idrauliche (strutture di captazione,
adduzione e distribuzione) sia la qualita dell’acqua captata e distribuita (INEA, 2000).

La risoluzione del problema va a snodarsi su due linee: la qualita e la disponibilita. Secondo gli
indicatori di pressione proposti dall’OCSE, I’Italia ha, sotto molti aspetti, la maglia nera della
UE; cio ¢ valido anche per quanto riguarda I’agricoltura. Siamo uno dei Paesi che consumano la
piu alta quantita d’acqua per ettaro irrigato. Recenti stime indicano in 20 miliardi di m’ i prelievi
annui solo per uso irriguo. Dopo il Canada e gli Stati Uniti, 1’Italia & il terzo Paese al mondo e il
primo in Europa nella classifica dei maggiori consumatori d’acqua, con un consumo annuo pari a
1.200 metri cubi annui/persona (UN, 2006). In Italia, nel 1994, la cosiddetta “Legge Galli” ha
sancito ufficialmente la proprieta pubblica di tutte le acque superficiali e sotterranee del Paese e
la priorita del consumo umano rispetto agli altri usi. Ogni anno in Italia viene erogata una

quantita di acqua potabile pari a circa 8 miliardi di metri cubi. L’alimentazione del sistema
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acquedottistico avviene per 1’86% da acque sotterranee e per il 14% da acque superficiali
(Bonadonna L. et al. 2007).

Poiché I’agricoltura e I’industria sono i settori che pill assorbono in termini di consumo idrico, &
soprattutto in questi ambiti che occorre intervenire. Il miglioramento delle tecniche d’irrigazione
e I’introduzione di tecniche di ricircolo negli usi industriali, con il riutilizzo di acque reflue
adeguatamente trattate, potrebbero contribuire a ridurre i consumi e il depauperamento delle
risorse.

In tale congiuntura & sempre piut evidente la necessita di un approccio globale nello studio della
qualita di acque superficiali e profonde, pit 0 meno esposte a fenomeni di contaminazione
ambientale o di inquinamento antropico. La loro qualita variabile ha un costo economico per una
comunita e influisce sulle potenzialita d’uso. Le acque inquinate in genere, e quelle reflue in
particolare, devono essere considerate, sia per i rischi sanitari cui possono soggiacere le persone
che vengano in contatto con esse, sia per i problemi ecologici connessi alla contaminazione
ambientale e dei corpi idrici ricettori (Aulicino A. et al., 2004).

Il problema igienico-sanitario legato a questo tipo di sfruttamento dell’acqua ¢ molto delicato.
Indagini recenti in diversi comprensori hanno evidenziato che la qualita delle acque di molti
fiumi e torrenti ¢ tale da imporre limitazioni nel loro impiego per I’irrigazione (Ficco P. et al,
1999). Le acque, infatti, possono veicolare sostanze tossiche ed organismi patogeni per I’uomo e
per gli animali. (Carraro E et al, 2004, Gale P et al., 2001, Leclerc H, 2003, O’Brien AD et al.,
2002). Alcuni inquinanti si presentano, da questo punto di vista, molto pericolosi in quanto
tendono ad accumularsi nei prodotti vegetali, a cui ¢ destinata, senza manifestazioni di tossicita
da parte della pianta (Doller PC et al, 2002). Inoltre il crescente aumento della domanda da parte
dei consumatori di ortaggi freschi/minimamente lavorati e I'incremento dell’importazione di
prodotti vegetali freschi da Paesi dove gli standard di igiene possono essere compromessi, ha
aumentato I’interesse sulle epidemie di gastroenteriti nell’'uomo che possono essere associate con

il consumo di determinati prodotti alimentari. Negli ultimi anni ¢ in aumento il numero di

Pagina 5 di 66



Dott. Giuseppe Marino

episodi epidemici di infezioni umane associate al consumo di frutta e ortaggi crudi e succhi di
frutta non pastorizzati (Delaquis P. et al., 2007; Tyrrel SF., et al., 2006; Steele M. et al., 2005
Steele et al., 2004; Stine SW. et al., 2005; McMahon MAS et al., 2001). Infatti la presenza di
organismi patogeni nelle acque irrigue non esercita azioni limitanti sull’attivita vegetativa né
sulla fertilita del terreno, ma pone serie preoccupazioni sotto 1’aspetto igienico-sanitario. Il
rischio consiste nella possibilita di contagio degli animali e dell’'uomo. Gli operatori agricoli
possono subire contaminazioni a partire dalla azioni di distribuzione dell’acqua, anche se la via
pit comune & il consumo di prodotti vegetali freschi (frutta e ortaggi) irrigati con acque
contaminate.

I progressi nei programmi di sorveglianza epidemiologica hanno consentito di identificare tale
associazione. Tuttavia, i cambiamenti nelle abitudini alimentari, nei metodi di produzione e
lavorazione di frutta e ortaggi, e I’emergenza di patogeni opportunisti hanno aumentato il rischio
di tali episodi epidemici. In letteratura sempre pit numerosi sono gli studi che indicano che gli
ortaggi crudi possono ospitare potenziali patogeni (Rai PK et al., 2007, Froder H et al., 2007). Lo
spettro di microrganismi veicolati dagli alimenti include una varieta di batteri enterici, aerobi e
anaerobi, virus e parassiti (Tauxe R, 2002). La via piu generalizzata ¢ perd rappresentata
dall’entrata di sostanze tossiche nella catena alimentare e dalla contaminazione del prodotto
edule da parte di germi patogeni, che possono esercitare effetti negativi sull’'uomo in quanto
ultimo step della catena.

L'obiettivo di questo lavoro ¢ stato quello di studiare le complesse interazioni tra il consumo di
alimenti coltivati in ambiti in cui non sempre si rispettano le norme igieniche delle acque ed il

metabolismo umano, con ricadute sul sistema immunitario, per individuare i principali fattori di

rischio per la salute.
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CAPITOLO1

1.1, Le acque destinate all'irrigazione: aspetti normativi e sanitari

Le conseguenze dell’inquinamento delle acque su settore agricolo possono risultare gravi e di
rilevanti dimensioni. Infatti basti pensare che, a livello nazionale, il consumo d’acqua irrigua
supera quantitativamente la somma dei consumi di tutti gli altri tipi di utilizzazione.

Come si vedra piu avanti la destinazione d’uso a scopo irriguo ha bisogno di definizioni per
quanto attiene agli standard di qualita, cosi come gia avvenuto per altri comparti (potabili,
balneabili, industriali).

Prima di affrontare le problematiche specifiche connesse all’impiego irriguo, puo risultare utile

un inquadramento generale del problema (Giardini L. et al., 1993).

1.1.1. Le acque sotterranee

Per acque sotterranee si intendono “le acque che si trovano al di sotto della superficie del
terreno, nella zona di saturazione e in diretto contatto con il suolo e il sottosuolo” (d.Lgs
152/2006, art 54 lettera d).

Le attivita antropiche e gli eventi naturali possono essere causa di contaminazione degli
acquiferi, che possono arricchirsi di materiali indesiderati tra i quali possono essere annoverati
microrganismi come batteri, virus e protozoi patogeni (Gallay A et al., 2006; Asano T. et al.,
2004, Paymant P., 2001). L’incremento della popolazione e la sempre maggiore richiesta di
acqua rendono quindi necessario un approccio critico alla gestione delle risorse di acque
sotterranee. Ci0 deve essere particolarmente sentito per quei territori nei quali le acque

sotterranee rappresentano la risorsa idrica preponderante. E il caso del nostro Paese nel quale
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I’acqua utilizzata dalla popolazione & in percentuale elevata di provenienza sotterranea 1’80%
circa (Aulicino A. 2004).
E opinione diffusa che le acque sotterranee siano generalmente di buona qualita, considerata la
naturale azione del terreno che funziona come un vero e proprio filtro nei confronti di
microrganismi contaminanti provenienti dagli strati superiori della crosta terrestre. In realta non
sono ben conosciuti e approfonditi aspetti peculiari e importanti di questo tipo di risorse idriche,
in particolare, la loro distribuzione, i loro movimenti e la loro suscettibilita alla contaminazione.
In conseguenza di cid possono essere attuate azioni le cui conseguenze si estrinsecano in veri e
propri danni su un tipo di risorsa che dovrebbe essere considerata preziosa.
Rispetto alle acque superficiali, quelle sotterranee dovrebbero essere di qualita igienica migliore
poiché gli strati del suolo agiscono su di esse come filtri naturali (Cerbini G. et al., 2004). Questo
tipo di risorsa, comunque, puo risultare contaminata da apporti provenienti dagli strati superiori o
dalla superficie dei terreni e, in funzione del tipo di terreno che attraversa pud mantenere 0 meno
i contaminanti acquisiti. I batteri contenuti nelle acque e, quindi, anche quelli di origine enterica
e, tra essi, anche i patogeni, che attraversano i suoli sono, infatti, per la maggior parte filtrati dal
suolo perché si adsorbono al materiale particellato ivi presente. I batteri sono biocolloidi caricati
e la loro rimozione dalle acque percolanti ¢ inversamente proporzionale alla grandezza delle
particelle del suolo. Una volta adsorbiti possono rimanere in questo stato per periodi di tempo
variabili in funzione di diversi fattori. I fattori che agiscono sull’adsorbimento batterico al suolo
sono:

o presenza di cationi, che riducono le forze repulsivi batteri/particelle del suolo,

o presenza di minerali di argilla, che forniscono i siti di adsorbimento sulle particelle del

suolo
O concentrazioni di sostanze organiche solubili, che competono con i microrganismi sui siti
di adsorbimento delle particelle del suolo,

o valori di pH, per cui I’adsorbimento microbico aumenta in funzione inversa al suo valore.
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Una volta adsorbiti al suolo i batteri possono permanervi per periodi variabili in funzione di
diversi fattori. I principali fattori che influenzano questa persistenza sono:
o luce solare e temperatura (per gli strati piu superficiali dei suoli)
0 umidita,
o pH,
O sostanze organiche,
QO tipo di microrganismo,
o microflora antagonista, che ¢ rappresentata da batteri autoctoni e da protozoi predatori,
o la disseccazione del suolo ¢ un fattore importante di controllo per la sopravvivenza
batterica (la diminuzione dell’umidita comporta diminuzione della persistenza batterica.
Poiché, dunque, i corpi idrici sotterranei rappresentano fonti importante di
approvvigionamento idropotabile, la loro contaminazione ha implicazioni soprattutto per
quanto riguarda la salute umana.
Alla luce di queste brevi premesse appare chiaro che, per una oculata gestione delle acque
sotterranee, ¢ corretto ed efficace affrontare ognuno di questi aspetti considerandoli in un
approccio globale. Va, percio, perseguita la gestione globale dei bacini idrogeologici,
considerandone gli aspetti geologici, idrologici, analitici e pedologici. Inoltre mai come oggi
¢ importante 1’aspetto della comunicazione gestionale, che significa coinvolgimento della

popolazione, sia quella utilizzatrice della risorsa, sia quella coinvolta come del bene

pubblico.

11.2.  Gli aspetti normativi

L’agricoltura irrigua sta assumendo sempre pill rilevanza negli scenari di sviluppo del
Mezzogiorno. Gli ordinamenti colturali irrigui rappresentano infatti un punto di forza in termini
di reddito e di occupazione, per cui diventa strategico garantire una gestione dell’acqua piu

efficiente, recependo i vincoli e le opportunita della nuova Politica Agricola Comunitaria. Al

Pagina 9 di 66



Dott. Giuseppe Marino

tempo stesso, 1’agricoltura irrigua deve sapersi relazionare alle necessita ormai imprescindibili di
uso razionale e di tutela di una risorsa naturale limitata. Il settore irriguo, infatti, piu di altri
utilizza I’acqua quindi deve concorrere al risparmio della risorsa idrica, anche mediante il
riutilizzo delle acque reflue. Altrettanto importante ¢ il ruolo che 1’agricoltura pud svolgere
rispetto alle esigenze di tutela ambientale, soprattutto in relazione ai fenomeni di inquinamento
delle acque e di degrado del territorio. Una buona pratica agricola, infatti, pud concorrere in
maniera determinante alla tutela dell’assetto idrogeologico e alla riduzione dei fenomeni di
desertificazione in atto in ampie fasce del territorio meridionale dell’Italia. (INEA, 2000).

Uno dei maggiori motivi di preoccupazione ¢ la possibilitd di depauperamento delle risorse
idriche, che puo avvenire per cause naturali o antropiche. Da ci0o ¢ derivata la necessita di
predisporre piani di tutela quanti-qualitativi delle risorse idriche, che ha visto nel tempo
I’emanazione di un’ampia legislazione in materia (D.P.R. 236/88, Legge 183/89, legge 36/94,
D.1gs 152/99) che attualmente ¢ riconducibile a due principali riferimenti legislativi: il D.Igs. del
2 febbraio 2001 n° 31 (attuazione della Direttiva 98/83/CE relativa alla qualita delle acque
destinate al consumo umano pubblicato sulla GU n°52 del 03/03/2001 — suppl. Ordinario n° 41)
e il D.Igs. del 3 aprile 2006 n°® 152 (norme in materia ambientale pubblicato sulla GU n° 88 del
14/04/2006).

Nello specifico, il d.Igs 152/2006 prevede alla PARTE TERZA (Norme in materia di difesa del
suolo e lotta alla desertificazione, di tutela delle acque dall’inquinamento e di gestione delle
risorse idriche), Sezione IlI (Gestione delle risorse idriche), Titolo IV (Usi produttivi delle
risorse idriche) i riferimenti per una corretta gestione delle risorse destinate a scopi irrigui. In
particolare gli art. 166 (Usi delle acque irrigue e di bonifica) e art. 167 (Usi agricoli delle acque)
forniscono indicazioni sul corretto utilizzo della risorsa idrica, rifacendosi alle disposizioni
dettate dal regio decreto n°1775 del’11 dicembre 1933.

Ciononostante sebbene sia ben definito il corretto management, il provvedimento normativo non

fissa standard di qualita per ’uso dell’acqua in ambito agricolo né sono previste disposizioni in
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tal senso nei testi attualmente in via di approvazione. In effetti, a livello normativo sono pochi i
Paesi che hanno fissato standard di legge per la qualita delle acque per uso agricolo. Grande
attenzione ¢ stata rivolta ai microinquinanti inorganici (tutti i Paesi fissano infatti limiti pil o
meno rigorosi per i metalli), mentre invece non vengono considerati né i microinquinanti
organici (con I’eccezione del benzene nel caso di Ungheria e Cina) né soprattutto la componente
microbica. Inoltre, non vengono prese in considerazione variabili che tengano conto del tipo di
terreno, delle caratteristiche della coltura e dei diversi metodi irrigui, probabilmente a causa del
fatto che, in generale, le acque allo stato naturale presentano requisiti di qualita idonei. Tuttavia,
va detto che le acque dei corpi idrici interessati, direttamente o indirettamente, dallo sversamento
di reflui di attivita antropiche potrebbero contenere composti chimici e biologici potenzialmente
dannosi per le colture o per I’'uomo, con effetti sia a breve che a lungo termine. Proprio in
relazione alle problematiche sopra esposte, molti autori ed istituzioni hanno proposto, nel corso
degli ultimi decenni, criteri di classificazione delle acque naturali da utilizzare in ambito
agricolo. Tra gli altri, in Italia ¢ stata definita una classificazione elaborata da Giardini, Borin e
Grigolo (1993), che mira alla definizione di uno strumento pit completo di quelli esistenti, da
ottenere attraverso 1’integrazione di informazioni relative sia alle acque usate sia alle condizioni
agronomico-ambientali del comprensorio irriguo. A tal fine, i parametri di qualita dell’acqua
irrigua vengono riuniti, in funzione delle loro caratteristiche e della loro pericolosita, in tre
gruppi, denominati A, B e C, corrispondenti, rispettivamente, ai parametri chimici fondamentali,
ai parametri microbiologici e a quelli complementari. I parametri del gruppo A possono dar
luogo a fenomeni di fitotossicita o accumulo; i parametri del gruppo B possono determinare
implicazioni di origine igienico-sanitaria, per cui influenzano sia la metodologia di applicazione
dell’acqua, sia il tipo di coltura irrigata; i parametri del gruppo C, infine, forniscono indicazioni
sullo stato del corpo idrico utilizzato per I’approvvigionamento. Per ciascun gruppo di parametri
sono state individuate le classi di qualita irrigua, che definiscono le modalitd di apporto delle

acque ed il loro dosaggio.
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In questo lavoro, tenuto conto dell’assenza di norme nazionali ufficiali di riferimento, ci si ¢
riferiti, per quanto attiene ai limiti per i parametri microbiologici, alle indicazioni dettate da

questa tipologia di classificazione (Tabella in allegato)

11.3.  Gli aspetti sanitari

La presenza di microrganismi patogeni nelle acque superficiali & conseguenza prevalentemente
dello scarico di effluenti di insediamenti urbani non depurati o trattati solo parzialmente e, sia
pur in maniera minore, di allevamenti zootecnici. I corpi idrici che ricevono reflui presentano
infatti una carica batterica di molto superiore a quella di origine diversa.

Acque sotterranee contaminate da microrganismi patogeni possono essere causa di affezioni di
tipo epidemico nella popolazione (Volterra L., 2000). Nonostante 1I’importanza della conoscenza
della diffusione di malattie di origine idrica usualmente descritte come epidemie, nel nostro
territorio e in Europa (eccetto che per la Gran Bretagna) i dati al riguardo sono scarsi poiché non
vi € un organizzato sistema di sorveglianza per la rilevazione di malattie di origine idrica nella
popolazione e le indagini (incluse le analisi delle acque) per accertarne le cause. Purtroppo anche
in paesi industrializzati mancano le risorse sia di personale che economiche che supportino
questo tipo di indagini. Non sono previsti neanche impieghi di risorse per I’educazione e la
sensibilizzazione della popolazione in tema di potenziale diffusione di malattie 1’utilizzo
dell’acqua da bere. Dati di questo tipo sono disponibili relativamente a paesi come UK e USA.
Negli Stati Uniti dal 1971, il CDC (Centers for Disease Control and Prevention), I’EPA
(Environmental Protection Agency) e il CSTE (Council of State Territorials Epidemiologists)
collaborano per I’organizzazione e il funzionamento di un sistema di sorveglianza per la

rilevazione di epidemie di origine idrica e 1’accertamento delle cause. Le cause degli episodi
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epidemici sono risultate ascrivibili a 3 diverse classi : AGI (Acute Gastrointestinal Illness of
unknown etiology: affezioni gastrointestinali acute di etiologia sconosciuta), infezioni, e
sostanze chimiche tossiche. Gli episodi epidemici sono imputabili per percentuali variabili dal
25% al 68% a cause sconosciute (AGI), per il 25%-60% ad infezioni dovute a microrganismi
patogeni e per il 7%- 15% a sostanze chimiche tossiche. Le affezioni per le quali non & stato
riconosciuto I’agente etiologico (AGI) sembrano, imputabili per una buona percentuale, per il
complesso dei sintomi mostrati dalle persone implicate nelle epidemie, a contaminanti di origine
virale (MMWR 2000, MMWR, 2002). Episodi di intossicazioni da sostanze chimiche risultano
indotti da presenza elevata di nitriti e di nitrati nelle acque, evidenziati dopo episodi di
metaemoglobinemia in bambini da presenze elevate di rame e di piombo, rilasciati dalle
condutture o da vasche di stoccaggio dell’acqua (Cinnerella S. et al., 2005) ma anche da
presenza di elevate quantita di fluoruri. Anche le attivita zootecniche, infatti, costituiscono fonti
di inquinamento delle acque sotterranee perché ne influenzano, ovviamente, le caratteristiche
chimiche, ma anche quelle microbiologiche (Mallin MA. et al., 2000; Edwards DR et al., 1992).
Da un punto di vista batteriologico diversi sono gli organismi coinvolti, come Escherichia coli,
che se trovano condizioni ambientali idonee, possono sopravvivere anche per mesi (Davies CM
et al., 1995).

I microrganismi patogeni coinvolti sono, in larga misura, batteri, come Escherichia coli
0157:H7, Campylobacter jejuni, e Shigella, ma anche virus enterici, come Norwalk virus, e
protozoi come Cryptosporidium parvum e Giardia spp.

Tra i patogeni emergenti Escherichia coli O157:H7 ¢ una specie tossigena che causa pericolose
gastroenteriti emorragiche che, nel 15% dei casi, evolvono in sindromi uremiche emolitiche,
anche fatali. E stata isolata per la prima volta nel 1982, nell’ambito di una epidemia di diarrea
emorragica causata dal consumo di carne di manzo poco cotta. La sopravvivenza di questo stipite
di E. coli sembra essere molto prolungata in acqua a bassa temperatura (5 °C) (Swerdlow DL. et

al, 1992). In ogni caso i Gram negativi sono quelli presenti in maggiori quantita. Uno studio
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realizzato nel 1985 ha evidenziato una flora batterica composta per 2/3 da Gram negativi
(Balkwill DL., 1985, Chapelle FH, 2001). Tra i batteri presenti negli acquiferi Pseudomonas spp
¢ il genere predominante, annoverando specie molto versatili in quanto a sostanze organiche da
utilizzare come nutrimento. Hanno un metabolismo di tipo respiratorio non riescono ad operare
fermentazione in condizioni di anaerobiosi, pur tuttavia possono usare vie alternative per il
meccanismo respiratorio in carenza di ossigeno, ad esempio, utilizzando il nitrato come accettore
di elettroni (Chastre J., et al., 2000).

Il suo riscontro nelle acque potabili & generalmente indice del deterioramento della qualita
microbiologica, cio dovuto alla presenza di nutrienti o ad un trattamento di potabilizzazione
insufficiente. Infatti, P. aeruginosa per la capacita di produrre muco (composti alginati) &
piuttosto resistente ai trattamenti chimici con cloro e derivati (Grobe S et al, 2001).

P. aeruginosa ¢ considerato un importante patogeno opportunista ed ¢ uno dei principali agenti
di infezioni nosocomiali (10-20%); puo provocare infezioni delle vie urinarie, delle ustioni e
delle ferite, ulcere corneali e cheratiti, setticemie, gastroenteriti nei neonati, ascessi,
broncopolmoniti e meningiti. Negli anni recenti, a causa dell’utilizzo diffuso di antibiotici e di
altri agenti battericidi, ai quale tale microrganismo €& notoriamente resistente ¢ diventato un

importante agente di infezioni animali ed umane, in particolare per individui immunodepressi

(Carraro E. et al, 2004).

11.4.  Lascelta degli indicatori

La presenza di patogeni ¢ solitamente accompagnata dalla presenza degli indicatori classici di
contaminazione come coliformi totali, coliformi fecali, Escherichia coli ed enterococchi
(Karapinar M. 1991). Diversi studi mostrano come questi indicatori sono considerati efficienti

nell’evidenziare la presenza di patogeni (Baghel VS et al. 2005, Schaffter N., 2002).
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Una volta raggiunto il corpo idrico, la concentrazioni di patogeni ¢ soggetta a variazioni:
generalmente diminuisce con intensita variabile in funzione della specie considerata e delle
caratteristiche dell’ambiente acquatico (Hussain M et al., 2007).

I parametri microbiologici indagati sono stati scelti, in parte, considerando i batteri patogeni
(Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus) che pill spesso sono ritrovati nelle acque
(Shirvastava R., 2004) e la cui presenza rende la risorsa inutilizzabile per un uso diretto (D.Igs.
31/2001) e in parte valutando la presenza e la quantita di altri microrganismi non sempre
patogeni, ma che in determinate condizioni possono diventarlo (Aeromonas spp) (Ko WC.,
2005). Numerosi studi epidemiologici sono stati condotti su disturbi gastrointestinali presentati
dal bagnanti in acque marine e dolci, che stabiliscono un’associazione con la presenza dei batteri
considerati indicatori di inquinamento fecale. In particolare alcuni soggetti risultano essere i piu
colpiti: bambini, donne in gravidanza, anziani e soggetti immunocompromessi (Nwachuku N. et
al., 2004). Gli altri parametri indagati, considerati indicatori di contaminazione, possono fornire
utili indicazioni sulla presenza o assenza di patogeni. La probabilita di trovare patogeni in
assenza di indicatori & molto bassa, e gli indicatori come Escherichia coli, ed enterococchi sono
risultati adeguati nel segnalare la presenza dei patogeni nel 90% dei casi (Schaffter N., 2002).
Tutti i batteri patogeni e patogeni opportunisti sono batteri eterotrofi molti dei quali crescono su
terreni di coltura agarizzati solitamente utilizzati per la determinazione della conta batterica
totale. Con il termine batteri eterotrofi (HPC o CBT) si indicano i batteri capaci di utilizzare la
materia organica e sono presenti in diverse fonti. Sono noti anche con altri termini come “conta
totale”, “conta batterica totale”, “flora autoctona”, ecc. Tutti questi termini descrivono una
popolazione di batteri in grado di crescere in condizioni di tempo e temperature definite (Allen
MJ., 2004). Temperature di 35-37 °C e brevi tempi di incubazione (24-48 h) favoriscono la
crescita di batteri che derivano dall’uomo o da animali; temperature piu basse (20-25 °C) e tempi
pit lunghi di incubazione (5-7 giorni) favoriscono la crescita dei batteri naturalmente presenti

nelle acque (Reasoner DR., 1990). Tra i patogeni che possono far parte degli HPC vi sono
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Aeromonas spp, Pseudomonas spp, Klebsiella spp, e per questo diversi autori suggeriscono di
considerare I’HPC un parametro da ricercare nell’acqua destinata al consumo umano, al fine di
salvaguardare la salute dell’'uomo (Ashbolt NJ. et al., 2001). Sebbene studi epidemiologici
(Hellard ME et al., 2001, Calderon RL et al., 1991) abbiano dimostrato la non associazione tra
HPC elevate e stati patologici, la determinazione di questo valore pud mettere in evidenza
cambiamenti di qualita microbiologica nelle fasi di stoccaggio e distribuzione (Allen MJ., 2004),
cosi come previsto dalla definizione dell’attuale normativa sulle acque destinate al consumo
umano che prevede come indicazione la dicitura “senza variazioni anomale”(D.lgs. 31/2001).

Anche quando gli inquinanti inorganici non indicano uno stato di contaminazione tale da
rappresentare un danno alla salute umana, la presenza di indicatori microbiologici di
contaminazione fa si che la risorsa venga considerata inadatta ad uso diretto (Krapac IG., 2002).
Appare dunque evidente come sia necessario, per determinare la qualitad di un acquifero valutare

i parametri chimici, ma soprattutto i parametri microbiologici.

1.15.  Isistemi di potabilizzazione delle acque

Il piu diffuso sistema di disinfezione ¢ quello che prevede 1’'uso di composti del cloro che,
disciolti in acqua, rapidamente inattivano i coliformi fecali ed Escherichia coli; poiché, pero, essi
hanno un effetto tardivo su diversi altri patogeni, possono indurre un falso senso di sicurezza
(Payment P.,1991) di cui bisogna tener conto. Non a caso, infatti, ¢ stato possibile isolare da
campioni di acqua clorata batteri quali Pseudomonas aeruginosa e Aeromonas hydrophila
(Fernandez M.C., 2000), mettendo cosi in evidenza una particolare resistenza alla clorazione dei
due microrganismi stessi. Questa caratteristica ¢ probabilmente legata alla produzione di uno
strato protettivo che impedisce il contatto della cellula batterica con il cloro. E stato osservato
che le colonie cloro resistenti di Pseudomonas aeruginosa presentano mucose per una

iperproduzione di alginati extracellulari, il che suggerisce un ruolo attivo di questo strato
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protettivo nella protezione dall’azione del cloro (Dussart L., 2003; Grobe S., 2001). Anche se la
clorazione ¢ da tempo il metodo pit comunemente utilizzato per la disinfezione dell’acqua
potabile, in molti casi il potere germicida del cloro non si ¢ rivelato sufficiente (Shrivastava R.,
2004). La stabilita del cloro libero nell’acqua dipende, infatti da diversi fattori: la sua
concentrazione, la presenza di fenomeni di catalisi, il pH della soluzione, la temperatura, la
presenza di materiale organico e la radiazione ultravioletta (Block SS., 1991).

Uno dei sistemi alternativi alla clorazione, conosciuto da molto tempo ¢ costituito dalla
filtrazione su substrati quali carbone, sassi porosi, materiali ceramici. Questo metodo ¢ risultato
efficace nell’eliminare i batteri patogeni dall’acqua (Baker M.N.,1981)

Sono diversi gli studi condotti per cercare delle tecnologie alternative di disinfezione dell’acqua
destinata al consumo umano, in quanto la clorazione e 1’0ozonizzazione non sono efficienti per
I’inattivazione di alcuni patogeni. E stato, infatti, dimostrato che batteri produttori di spore come
Clostridium perfrigens sono molto poco sensibili al cloro residuo presente nell’acqua (Araujo
M., 2004; Payment P.,1993).

Numerosi sono i casi di cryptosporidiosi associati al consumo di acqua potabile (Finch G.R.,
2001). E ben nota la resistenza alla clorazione di alcuni protozoi e di diversi virus enterici cosi
come la notevole sopravvivenza delle oocisti di Cryptosporidium parvum nell’ambiente
(Hambidge A, 2001).

Inoltre ’'uso di questi disinfettanti comporta la produzione di prodotti inquinanti secondari.: il
cloro, per esempio, in presenza di materiale organico da luogo alla formazione di composti quali
i trialometani che hanno azione mutagena (WHO, 2004).

Differenti sistemi di trattamento dell’acqua potabile basati sulla radiazione solare sono stati
messi a punto a partire dagli anni ‘90 (Cooper AT et al, 1998a; Cooper AT et al, 1998b;
Goswami DY, 1997). In particolare 1’uso della radiazione solare per disinfettare 1’acqua potabile
¢ stato studiato utilizzando dei sistemi discontinui dove I’acqua & immagazzinata in piccoli

contenitori trasparenti esposti alla luce solare: purtroppo, pero, il volume di acqua disinfettata
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con questo metodo in ogni contenitore ¢ limitato (Conroy RM et al.,, 1996). Il processo
fotocatalitico puo essere aiutato introducendo additivi chimici come il blu di metilene (Cooper
AT et al, 1999) o il biossido di titanio in sospensione o fissato su substrati (Salih FM, 2002;
Block SS et al., 1997; Cooper AT et al., 1997). La fotocatalisi, infatti, ¢, ad oggi, un possibile
metodo alternativo per trattare 1’acqua potabile. Diversi studi hanno indicato che la fotocatalisi &
efficiente nel rimuovere inquinanti organici, inorganici e 1 microrganismi (Vidal A., 2000; Vidal
A., 1999; Blake DM., 1999)

Come si ¢ visto, ci sono diversi patogeni enterici, che hanno un comportamento differente
rispetto a Escherichia coli, soprattutto per quanto riguarda la resistenza alla disinfezione e la
sopravvivenza nell’ambiente (Ashbolt NJ., 2004), anche se alcuni studi hanno dimostrato
I’efficacia di sistemi combinati a raggi U.V.A. ed ossido di titanio che consentono di abbattere la

carica batterica di Escherichia coli e di altri patogeni quali Pseudomonas aeruginosa di almeno 6

logaritmi (Kiithn KP., 2003).

1.2.  L'inquadramento geografico

Il lavoro ¢ stato eseguito concentrando le azioni nell’ambito di un’area — pilota che ¢ stata
individuata nel paese di Candida, un piccolo comune nella provincia di Avellino, sull’ Appennino
campano, a 623 m sul livello del mare, ricco in sorgenti.

Questo comune, che si estende su una superficie di 5,43 kmq dove risiedono circa 1000 abitanti,
fa parte del massiccio carbonatico del Terminio-Tuoro, ubicato ad est di Avellino; questa
struttura geologica ¢ formata dai rilievi compresi tra I’alta valle del fiume Sabato ad ovest e ’alta
valle del fiume Calore ad est, che costituisce la parte piu settentrionale dei monti Picentini.

Il massiccio montuoso dell’area di riferimento ¢ costituito da litotipi mesozoici calcareo-

dolomitici, altamente permeabili per fatturazione e carsismo. Ai suoi margini, nonché al suo
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interno, affiorano depositi terrigeni terziari (argille Varicolori, Flysch di Castelvetere.) La
copertura dei suddetti litotipi ¢ costituita da depositi detritici, alluvionali e piroclastici recenti.
L’assetto strutturale del massiccio € il prodotto della sovrapposizione di diversi sistemi di faglie
succedutesi nel tempo (Civita M., 1969). Tra queste, le pitt importanti dal punti di vista
idrogeologico sono le faglie dirette del Sabato e del Calore che delimitano rispettivamente ad
Ovest ed ad est il massiccio carbonatico, € la linea tettonica, con andamento est-Ovest, sita
lungo il margine meridionale della Piana del Dragone (Civita M., 1969). Successivamente la fase
tettonica Plio-Quaternaria, a carattere essenzialmente distensivo e con faglie ad orientamento
tirrenico ed appenninico ha poi modificato ’assetto strutturale precedente, dislocando i vari
blocchi, riprendendo antiche linee di faglia e costituendo in tal modo un vero e proprio reticolo
di deflusso sotterraneo (Coppola L. et Al., 1990). Tale fratturazione delle rocce ha condizionato
I’idrodinamica sotterranea, direttamente, formando il suddetto reticolo, ma anche indirettamente
favorendo lo sviluppo di un fenomeno carsico a grande scala, che ha permesso 'infiltrazione
delle acque di precipitazione, incrementando quindi le risorse idriche dell’acquifero, e
originando numerosi sorgenti di alta quota.

La circolazione idrica sotterranea avviene esclusivamente nel complesso calcareo, la cui alta
permeabilita & dovuta all’intensa fratturazione delle rocce e al carsismo (Celico P., 1982). La
presenza di impermeabili intercalari ha creato le condizioni per I’instaurarsi di falde sospese;
queste, insieme al fenomeno carsico sopraccitato, hanno dato luogo alle numerose sorgenti di
alta quota. All’interno dell’unita idrogeologica sono, infatti, individuabili quattro sub-unita, che
trovano recapito in altrettanti gruppi di sorgenti.

Le sorgenti, oggetto di studio in questo lavoro, fanno parte del gruppi che ha origine lungo il
margine settentrionale del monte Tuoro, le cui portate, sebbene a carattere perenne, non sono di
rilevante entita. La genesi ¢ sempre da porre in relazione ai complessi contatti tettonici tra calcari

mesozoici e i Flysch terziari. Le maggiori emergenze si rinvengono al contatto tra i calcari e le
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argille e tra i calcari e le arenarie, in corrispondenza dei maggiori sistemi di fratture, che fungono
chiaramente da dreni preferenziali (Aquino S. et Al., 2001).

Quasi tutte le sorgenti, dotate di abbeveratoi, sono utilizzati per usi locali.

Figura 1: inquadramento geografico: Candida (Av)
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1.3.  Prodotti vegetali: aspetti sanitari e normativi

La frequenza di documentati focolai epidemici a causa di consumo di frutti e vegetali consumati
crudi ¢ aumentata negli ultimi anni (Hamilton AJ., et al., 2006). Cio dovuto, probabilmente, ai
cambiamenti nelle abitudini alimentari, all’introduzione di nuovi metodi di produzione dei
prodotti alimentari, e la recrudescenza di patogeni emergenti non sempre associati con il
consumo di cibi crudi (Beuchat LR. et al., 1997, Hedberg CW. et al., 1994) Molti batteri,
responsabili di patologie gastrointestinali, come Salmonella spp, Escherichia coli O157:H7,
Shigella spp sono stati associati ad alimenti consumati crudi, come lattuga, carote, melone,
pomidoro (Delaquis P. et al., 2007, Burnett SL. et al., 2001).

Nonostante le premesse, poco ancora si conosce circa il comportamento della microflora che
generalmente colonizza frutta e vegetali (Beuchat LR, 2002). Medesime considerazioni sono
possibili per il comportamento dei patogeni. Gli ecosistemi microbici dipendono da diversi
fattori, quali pratiche agronomiche, aree geografiche di produzione, condizioni metereologiche
prima del raccolto, nondimeno dal rimaneggiamento, dal packaging, e dalle altre pratiche di
distribuzione (Ragaert P. et al., 2007, Brackett RE., 1999, Lund BM., 1992). Infatti qualunque
azione meccanica a carico di foglie, radici e frutti provoca il rilascio di fluidi nutrienti e
antimicrobici, come acidi organici, che possono aumentare o ritardare la crescita della microflora
o dei patogeni. In ogni caso la perdita di fluidi biologici determina colonizzazione e sviluppo di
biofilm, che si ripercuote nel deterioramento del vegetale e nella crescita di patogeni (Burnett
SL. et al.,, 2001). Tra gli ortaggi di superficie, i vegetali in foglia, dato I’elevato rapporto
superficie/volume e la bassa resistenza che offrono i tessuti epiteliali, sono alimenti quelli piu
facilmente contaminabili.

La particolarita di questi prodotti sta nel fatto che in molti casi sono freschi e che, senza subire

particolari trattamenti tecnologici, si devono conservare mantenendo la turgidita, il colore e le
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caratteristiche in genere del prodotto appena colto garantendo inoltre la sicurezza da un punto di
vista igienico-sanitario. In particolare, prodotti come 1’insalata possono essere mescolati con altri
alimenti e dare origine a pericolose contaminazioni crociate (Froder H. et al., 2007).

L’insalata, avendo un pH superiore a 5.1, & un ortaggio facilmente contaminabile, mentre gli
ortaggi con un valore di pH compreso tra 4.5 e 5.1, come i pomidori, sono pilu difficilmente
attaccabili. I rischi associati alla diffusione dei microrganismi dal suolo all’interno di questi
vegetali sono bassi sia perché i tuberi hanno un tessuto epiteliale resistente che funge da barriera,
sia perché sono sempre pelati e quindi ¢ rimossa la parte contaminata (Barry-Ryan C. et al.,
2000).

Per quanto concerne gli aspetti normativi in Italia non esistono limiti precisi per i prodotti
vegetali. Per questo motivo ci si ¢ riferiti all’O.M. dell’11/10/1978, al Regolamento 2073/2005
della Commissione Europea del 15 novembre 2005 “sui criteri microbiologici applicabili ai
prodotti alimentari” e alla delibera n° 1120 del 06/07/2005 della Regione Umbria,
aggiornamento della D.G.R. n° 5310 del 07/07/94, 1’unica che impone limiti precisi. Ci si &
riferiti anche alle indicazioni del Decreto ministeriale della Repubblica Francese del 22/03/1993

sul prodotto “Verdure lavate (da consumarsi crude)”, che stabilisce alcuni valori guida.

1.4. Prodotti vegetali di IV gamma

Gli ortaggi e la frutta di IV gamma o minimally processed, sono una categoria di alimenti
vegetali freschi ad alto contenuto di servizio in quanto vengono sottoposte a minime lavorazioni
atte a renderle pronti al consumo. Le lavorazioni minime in genere consistono in lavaggi, tagli e
confezionamento in vaschette o bags di materiale plastico a permeabilita selettiva per i gas
(generalmente polietilene) a cui si accompagna la conservazione in atmosfera modificata. In tal
modo il prodotto ortofrutticolo raggiunge una shelf-life (vita da scaffale) di gran lunga maggiore

rispetto al medesimo prodotto commercializzato fresco.
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Il termine IV gamma ¢ stato coniato in Francia alcuni anni fa, facendo riferimento all’evoluzione
storica dell’impiego degli ortaggi, indicando:

I GAMMA ¢gli ortaggi nella loro presentazione tradizionale ( es. il cespo di insalata intera
comunemente confezionato in cassette);

II GAMMA le conserve vegetali ( es. la passata di pomodoro);

III GAMMA gli ortaggi congelati (es. minestroni);

IV GAMMA ¢gli ortaggi e frutta, freschi trasformati e pronti per 1’uso, senza alcun tipo di
additivo (es. insalate tagliate vendute in buste o vaschetta);

V GAMMA ¢gli ortaggi precotti, grigliati o scottati a vapore senza l’aggiunta di
conservanti o condimenti.
Negli anni *70, negli Stati Uniti gli ortaggi di IV Gamma venivano gia commercializzati, mentre
nei mercati europei tali prodotti si sono imposti solo negli ultimi anni, soprattutto in Belgio,
Germania, Paesi Bassi, e Francia.
Attualmente i minimally processed stanno riscotendo un particolare successo nelle aree piu
interessate al cambiamento dello stile di vita, contrassegnato da ritmicita, riduzione della pausa
pranzo, ecc) che ha coinvolto anche il modello del consumo alimentare. Tali mutamenti si sono
tradotti in una richiesta di cibi di elevata praticita d‘impiego, fra cui compaiono, appunto, i
prodotti di IV gamma (Rapp. ISMEA, 2005, Della Casa R., 2003). Gli ortaggi e la frutta per
essere commercializzati in vaschette, necessitano di un insieme di lavorazioni che provvedono a
garantire il carattere di freschezza del prodotto, in abbinamento alla ridotta o assente
preparazione per il consumo fresco. La gradevolezza puo essere limitata dal subentrare di
alterazioni indesiderabili che sono maggiormente rappresentate dai fenomeni ossidativi e dal
rammollimento, riconducibili alla natura stessa del vegetale e dal venir meno della
compartimentazione cellulare che viene sollecitata dal taglio, operazione indispensabile e che

caratterizza questa categoria di prodotti (Toivonen PMA et al., 2002, Watada A. et al., 1996).
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Da un punto di vista microbiologico molte sono le specie batteriche ritrovate e isolate nei
prodotti di IV gamma. Dopo il processamento i valori della conta batterica totale oscillano tra
10> e 10° UFC/g (Ragaert P. et al, 2007). Le specie dominanti appartengono alle
Pseudomonadacee (particolarmente P. fluorescens) e alle Enterobacteriacee (Lund BM, 1992;
Nguyen C et al., 1994; Vankerschaver K et al., 1996; Bennik MHIJ et al., 1998). I minimally
processed possono essere contaminate anche da agenti patogeni umani, presenti prima, durante
o dopo la raccolta. Le fonti possibili di contaminazione sono i semi, il terreno, l'acqua di
irrigazione, gli animali, tutte le fasi di processo e soprattutto il packaging (Brackett RE, 1999,
Francis GA et al. 1999, Seymour 1J et al. 1999, Everis L, 2004, and Sivapalasingam S. et al.

2004).

1.5.  La PCR nella microbiologia ambientale e alimentare

Il principio di base della reazione a catena della polimerasi (PCR) diventa reale nel 1985 con la
pubblicazione del primo esperimento di amplificazione del DNA.
Una delle applicazioni piu interessanti della PCR ¢ la possibilita di ottenere dei “molecolar
fingerprinting”, un’impronta digitale molecolare di un (micro)organismo, che permette di
distinguerlo da “individui” strettamente correlati dal punto di vita genetico (tipizzazione)
(Fotherigill JL. et al, 2007).
Il passaggio evolutivo della scelta ¢ da attribuire a tre motivi fondamentali:

a) per identificare (dare un nome) e/o tipizzare un microrganismo ignoto;

b) per evidenziare la presenzadi un batterio in un determinato ambiente naturale;

c) per studiare una popolazione batterica naturale, allo scopo di studiarne il polimorfismo

genetico, oppure per identificare batteri con particolari proprieta metaboliche.

Le procedure standard di identificazione batterica richiedono 1’isolamento di colture pure,

seguito da test che analizzano alcune caratteristiche fenotipiche, quali caratteristiche
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morfologiche e/o biochimiche (Ricciardi R. et al., 2007). Se alcune di queste metodologie si
sono rivelate efficaci per 1’identificazione di alcuni batteri, resta il fatto che questi kit sono
progettati, di solito, per identificare un numero relativamente ristretto di microrganismi. Per
questo motivo negli ultimi anni sono state introdotte molte tecniche biomolecolari che in parte
hanno soppiantato le “vecchie”’metodologie” (Shannon KE et al, 2007, Tripathy S et al, 2007). In
particolare il sequenziamento del tratto ribosiamale 16S dell’RNA, costituito dall’alternarsi di
regioni costanti e regioni variabili, fa si che il trattamento con enzimi di restrizione provochi la
formazione di un profilo molto spesso caratteristico di una specie, e in certi casi, di singoli ceppi.
Nel nostro lavori ci siamo avvalsi di queste procedure allo scopo di isolare i batteri ritrovati nelle
singole matrici indagate, e di caratterizzarli per definirli e distinguerli dal punto di vista

molecolare, in modo da poterli rintracciare lungo la filiera acqua-alimenti-uomo.
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CAPITOLO 2

2.1.  Scopo del lavoro

La parte sperimentale del presente lavoro & stato condotto seguendo le indicazioni del progetto di
dottorato di ricerca in Ambiente, Prevenzione e Medicina pubblica indirizzo Igiene Ambientale.
Il lavoro ¢ stato eseguito concentrando le azioni nell’ambito dell’area — pilota che & stata
individuata nel paese di Candida, un piccolo paese nella provincia di Avellino, sull’ Appennino
campano, ricco in sorgenti. Molte di esse hanno un particolare destino comune: vengono
utilizzate dai contadini locali per irrigare i campi che si trovano nelle vicinanze. La scelta del sito
puo essere addotta per le pratiche agresti presenti, per le dimensioni ridotte della popolazione che
permette la rintracciabilita e il possibile biomonitoraggio della filiera “acqua-alimenti-uomo”. Si
¢, quindi, ritenuto che le analisi conclusive, avendo carattere generale, potessero essere
ragionevolmente estrapolate ad aree aventi caratteristiche similari.

Cosi come presente in letteratura un’acqua che risulti contaminata da batteri, quali coliformi
totali, coliformi fecali e streptococchi fecali, pud comunque essere destinata all’irrigazione
(Mara DD. et al. 2007, Hamilton AJ. et al., 2006, Carr RM., et al. 2004). La possibilita di irrigare
i campi con acqua contaminata dipende ovviamente dalla consistenza della contaminazione, cioe
dalla “qualita” di queste acque. In questo lavoro, tenuto conto dell’assenza di norme nazionali
ufficiali di riferimento, ci si € riferiti, per quanto attiene ai limiti per i parametri microbiologici,
alle indicazioni dettate dalla classificazione di Giardini et al. 1993.

Il programma di ricerca ha perseguito 1’obiettivo di biomonitorare la qualitd delle acque
superficiali, in cui non sempre si rispettano le norme igieniche, il tipo di inquinamento,
I’eventuale contaminazione dei vegetali irrigati con tali acque e le complesse interazioni tra il
consumo di alimenti coltivati in tali ambiti ed il metabolismo umano, con ricadute sul sistema

immunitario, per individuare i principali fattori di rischio per la salute.
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La scelta degli ortaggi a foglia larga ¢ stata dettata dall’elevato rapporto superficie/volume, dalla
bassa resistenza che offrono i tessuti epiteliali, e dalla loro facile e rapida contaminazione. Oltre
a cio si ¢ considerato il fatto che queste categorie di prodotti possono essere consumati crudi,
come |’insalata, che in molti casi viene mescolata con altri alimenti e dare origine a pericolose
contaminazioni di tipo crociato.

Si ¢ cercato, quindi, di comprendere se esiste veicolazione di batteri, che, introdotti nella filiera
attraverso 1’utilizzo di acque contaminate, e assunti tramite gli alimenti irrigati con dette acque,

possano determinare patologie a carico dell’uomo.

2.2. Organizzazione del lavoro

N

L’attivita sperimentale si ¢ sviluppata in quest’area — pilota, in cui sono state individuate e
tipicizzate idonee stazioni di misura in corrispondenza delle quali sono stati effettuati, nel corso
dell’intero progetto, accertamenti di natura batteriologica e biomolecolare (APHA, AWWA,
WEF, 1995). A tal fine sono stati individuati 3 siti di campionamento di acque superficiali su cui
si sono eseguite, con cadenza quindicinale, le analisi batteriologiche per la determinazione della
qualita dell’acqua. Successivamente sono state prese in considerazione, con cadenza mensile,
tipologie di alimenti quali verdure, acquistate presso gli stessi contadini che utilizzano I’acqua a
scopo irriguo. L’esame batteriologico relativo alle matrici alimentari ha seguito le linee relative
ai parametri microbiologici previsti dalla delibera della Direzione Generale Sanita della Regione
Lombardia e le metodiche utilizzate sono quelle indicate dall’Istituto Superiore della Sanita (De
Medicis D. et al., 1996). Nell’ultima parte del progetto sono state condotte indagini cliniche su
un numero significativo di pazienti (coprocultura, urinocoltura e tamponi faringei) ricercando i
medesimi batteri isolati nelle matrici acqua e alimenti. Infine con la collaborazione della sezione
di Microbiologia del Dipartimento di Biologia Strutturale e Funzionale, tutti i batteri isolati e

presenti in almeno due matrici sono stati poi sequenziati attraverso metodiche PCR.
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In questo modo ¢ stato possibile identificare i ceppi uguali, valutando in questo modo se esiste,

una veicolazione dei batteri dalle sorgenti, agli alimenti e quindi all’uomo.
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2.3. lIdentificazione dei siti di campionamento

Delle sorgenti presenti nel comune di Candida ne sono state monitorate tre, in quanto
accomunate da un destino comune: tutte e tre sono utilizzate da contadini locali per irrigare dei
campi che si trovano nelle vicinanze. Di seguito sono riportate delle foto che inquadrano
rispettivamente la sorgente n°l (lavatoio comunale) denominata S1, la sorgente n° 2 (acqua

d’alice) denominata S2 ed infine la sorgente n°3 (peschiera) denominata S3.

Sorgente 1. lavatoio comunale (1)
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acqua d'alice (52)

Sorgente 2
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Sorgente 3: peschiera (53)
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2.4. Materiali e metodi

241, Acqua

Il prelievo dei campioni ¢ stato effettuato seguendo le indicazioni della norma UNI-EN-ISO
5667-3:1998 che prevede I'utilizzo di recipienti sterili che seguono le usuali norme di asepsi. Il
quantitativo di acqua prelevato ¢ standard, cioe due litri. All’atto del prelievo, la bottiglia sterile
utilizzata per le analisi microbiologiche ¢ stata aperta avendo cura di non toccare la parte interna
del tappo, che va a contatto con il campione prelevato, né I’interno del collo della bottiglia; si ¢
quindi proceduto all’immediata chiusura della stessa subito dopo il prelievo. Le bottiglie non
sono state sciacquate all’atto del prelievo in quanto cid espone le stesse a contaminazione.
Nell’effettuare i prelievi, si ¢ avuta cura di non riempire completamente la bottiglia, ma di
lasciare uno spazio d’aria tra la superficie libera dell’acqua ed il tappo, al fine di consentire
un’efficace agitazione del campione in laboratorio, al momento dell’analisi.

Tutti i campioni prelevati sono stato etichettati in modo chiaro con tutte le indicazioni necessarie
alla sua identificazione, quali la data e ’ora del campionamento, il tipo di acqua e sono state
altresi trasmesse, con il campione, tutte le indicazioni concernenti le eventuali determinazioni
effettuate in loco e qualunque altra informazione che poteva risultare utile nell’interpretazione
dei risultati di laboratorio. A parte ogni esigenza di natura giuridica, che pud prevedere precise
modalita di identificazione del campione, ¢ comunque stato necessario che il campione venisse
contrassegnato sia con il codice numerico sia con I’identificazione in chiaro del punto di
campionamento. Tali indicazioni sono state riportate su un’etichetta riportata sulla bottiglia.
Sono state evitate indicazioni riportate sul tappo o sull’eventuale involucro di carta in quanto

frequente causa di scambio di campioni durante la procedura di laboratorio.
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Tutti i campioni d’acqua sono stati esaminati nel minor tempo possibile. Il trasporto & avvenuto

in modo da tenere i campioni al riparo dalla luce ed ad una temperatura tra i 4°C e i 10°C. Tra il

momento del prelievo e 1’esecuzione delle analisi non sono mai trascorse piu di 24 ore.

L'esame microbiologico delle acque si ¢ basato essenzialmente sulla possibilita di coltivare su

idonei terreni, ed in idonee condizioni colturali, i microrganismi contenuti nell'acqua in esame,

utilizzando particolari metodologie finalizzate all'individuazione differenziale di specie o di

gruppi microbici che si ritengono significativi ai fini del giudizio igienico e/o di qualita

dell'acqua, cosi come previsto dagli allegati tecnici del D.Lgs. 31/2001.

Le analisi batteriologiche ha previsto la ricerca dei seguenti batteri:

Tabella 2: matrice acqua: batteri investigati

Parametri indagati

Tecnica d’indagine

Unita di misura

Filtrazione su membrana secondo

Escherichia coli 150 9308-1.2002 UFC/100 ml
Enterococchi Fl’]’crazio[r)sczjs ; BH;;T;Zélgzsecondo UFC/100 ml
Pseudomonas aeruginosa Fi]tkaz&?\?ﬁ fs_:tri\ln}zn;ggj;égezcondo UFC/100 ml
Coliformi a37°Ce d4°C | iltram;i;;;g;rjzgg;eco”do UFC/100 ml
Conta psicrofila a 22°C Inclusione Z;C;;i%g;\”_EN—lso UFC/ml
Conta mesofila a 37°C Inclusione i;c;);)é(())(l)/;\JLEN—ISO UFC/ml
Stafilococchi patogeni Fi]tkazmrﬁj{\sﬁ 122?;@;; secondo UFC/100 ml
Aeromonas spp Filtrazione su membrana su Agar CAB UFC/100 ml
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2.4.2.  Alimenti

Anche per i campioni alimentari si ¢ seguito un protocollo di campionamento che ha previsto,
alla stregua dei campioni di acqua, un prelievo asettico, per prevenire una contaminazione
esterna. Tutti i campioni prelevati sono stati etichettati in modo chiaro con tutte le indicazioni
necessarie alla sua identificazione, quali la data, I’ora del campionamento e la tipologia; sono
state trasmesse, con il campione, tutte le indicazioni concernenti le eventuali determinazioni
effettuate in loco e qualunque altra informazione che poteva risultare utile nell’interpretazione
dei risultati di laboratorio.

L’esame batteriologico relativo alle matrici alimentari ha seguito le linee relative ai parametri
microbiologici previsti dalla delibera della Direzione Generale Sanita della Regione Lombardia e
le metodiche utilizzate sono quelle indicate dall’Istituto Superiore della Sanita (De Medicis D. et
al., 1996).

Le verdure sono state acquistate presso gli stessi contadini che utilizzano 1’acqua a scopo irriguo
e sono state identificate con le sigle V1, V2 e V3.

Una volta giunti in laboratorio si ¢ proceduto al peso in un contenitore sterile (busta sterile per

Stomacher o vaso per mixer) di una massa m del campione di almeno 10 g. A tale quantita si ¢
addizionato a temperatura appropriata, il diluente in misura pari (in ml) a 9 * m. Lo Stomacher &

stato utilizzato per uno o due minuti. Per ogni parametro si ¢ proceduto come segue:
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Tabella 3: matrice alimenti: batteri investigati

Parametri indagati

Tecnica d’indagine

Unita di misura

CAB

Escherichia coli Numerazione mediante MPN MPN/g
Pseudomonas aeruginosa Inclusione con p(;l;—llg)late tecnique con UFClg
Coliformi a 30°C Numerazione mediante MPN MPN/g
Coliformi fecali a 44°C Numerazione mediante MPN MPN/g
Salmonella spp 4 fasi distinte secondo ISTISAN UFC/25 g
Conta mesofila a 30°C Inclusione con pour-plate tecnique con UFClg
PCA

Stafilococchi patogeni Conteggio su terreno solido con BP UFC/g
Aeromonas spp Inclusione con pour-plate tecnique con UFC/g

2.4.3.

Indagini cliniche

Le indagini cliniche sono state condotte su campioni di coprocultura, urinocoltura e tamponi

faringei isolati da 25 pazienti anonimi, di eta compresa tra i 50 e gli 80 anni, sia di sesso

maschile che femminile, prelevati da un laboratorio privato del Comune di Candida (AV). Per

ognuno di essi sono stati ricercati gli stessi batteri isolati dalle matrici acqua ed alimenti,

attraverso test di ossidasi, catalasi, coagulasi e prove biochimiche (API 20 E, API 20NE, Bio

Merieux).
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2.4.4. PCR

La tecnica della reazione a catena della DNA polimerasi fu inventata da Kary Mullis alla meta
degli anni 80 e, analogamente alla sequenziamento del DNA, ha rivoluzionato la genetica
molecolare. La tecnica della reazione a catena della polimerasi, si avvale della Tag DNA
polimerasi e di inneschi di oligonucleotidi complementari ai due estremi 3’ del segmento duplex
che deve essere amplificato.
L’obiettivo che la tecnica della PCR si prefigge ¢ quello di copiare la sequenza di ciascun
filamento nel tratto compreso tra le due regioni a cui si associano per anneling gli inneschi
oligonucleotidici. Quindi, dopo aver fatto associare 1 primer al DNA denaturato che contiene il
segmento da amplificare, si procede con I’estensione degli inneschi mediante la DNA polimerasi
e quattro dideossinucleotidi trifosfato (ANTP). I DNA duplici che risultano da questo processo
sono poi denaturati e riassociati con gli inneschi e la reazione con la DNA polimerasi viene
ripetuta. Questo ciclo di reazioni (denaturazione-anneling e sintesi) pud essere ripetuto fino a 30
volte. Ad ogni ciclo la quantita del segmento di DNA duplice raddoppia, poiché sia le molecole
di DNA sintetizzate ex novo sia quelle gia esistenti si associano agli inneschi e vengono copiate.
Tutti i ceppi isolati dalle tre matrici (acqua, alimenti ed uomo) sono stati isolati con le tecniche
convenzionali, in modo da ottenere ceppi puri.
Per effettuare questa procedura, ¢ stata inizialmente creata una miscela composta da:

O una colonia pura immersa in Buffer PCR,

o due oligonucleotidi specifici, nel nostro caso, per il 16S RNA.

o Taq polimerasi.

o dNTP

o MgCl,

o H,O fino a 50 ml.
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La miscela, cosi composta, ¢ stata incubata a 95°C per 5 minuti. Dopo di ci0 sono stati effettuati
trenta cicli, ognuno dei quali costituito da tre fasi.

La prima fase ha avuto inizio riscaldando la miscela fino a raggiungere una temperatura che
provocava la denaturazione del DNA (95°C x 30”).

Nella seconda fase ¢ stato effettuato un abbassamento rapido della temperatura, fino ad un livello
tale da permettere I’anneling degli inneschi (55°C x 30”").

Nella terza fase la temperatura ¢ stata regolata in modo da far avvenire la sintesi del DNA.

Il secondo ciclo e quelli successivi hanno tutti inizio con il riscaldamento fino a raggiungere la
temperatura di denaturazione.

L’utilizzo della Taq polimerasi comporta un forte vantaggio, infatti, non solo ¢ resistente al
calore, ma presenta un’attivita maggiore a temperature comprese tra 70°C e 75°C.

Per sequenziare il DNA, ¢ stato usato come stampo una catena singola e i nuovi filamenti sono
stati estesi a partire dal gruppo 3’-ossidrilico sul primer, utilizzando come substrati
deossiribonucleosidi trifosfato (Tripathy S. e al., 2007, Schmalenberger, A. et al, 2001, Sanger
F., 1981, Gilbert W., 1982).

Il processo ¢ stato effettuato in quattro distinte reazioni di copiatura, ciascuna delle quali ha
determinato la produzione di una collezione di filamenti che terminavano rispettivamente sui
residui A, G, C, o T. Le interruzioni sono state provocate dall’incorporazione di un residuo
dideossinucleotidico che, mancante di un gruppo 3’-ossidrilico, ha bloccato 1’ulteriore estensione
della catena.

Sono cosi stati allestiti quattro tubi. Contenenti rispettivamente ddA, ddG, ddC, ddT.

I prodotti delle quattro reazioni sono stati sottoposti ad elettroforesi su gel di poliacrilammide in
condizioni denaturanti. In questo modo ¢ stata ottenuta una buona risoluzione di singole catene
polinucleotidiche che differivano per un solo residuo nucleotidico. L’isotopo radioattivo, *°S, ha
permesso di visualizzare le catene mediante autoradiografie su pellicole sensibili ai raggi X.

Tutte e quattro le collezioni, che costituivano ’insieme derivato da un singolo frammento di
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DNA, sono state sottoposte ad elettroforesi simultanea in corsie parallele su uno stesso gel. In

fase di lettura, analizzando corsia per corsia, € stata ricavata ’intera sequenza.
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CAPITOLO 3

31. Risultati e discussione dei risultati

La campagna di monitoraggio delle acque sorgive relative ai punti definiti S1, S2 e S3 ¢ stata
condotta con una cadenza che ha permesso di effettuare, per ogni stazione, un totale di 24
determinazioni, 6 per ogni stagione.

Tutti i dati sono stati trattati statisticamente considerando la funzione confidenza con un valore di
alfa 0,05 che restituisce una significativita del 95%.

Di seguito sono riportati i valori medi ottenuti da tutte le rilevanze analitiche, senza distinzione

stagionale, in quanto non intervengono differenze significative.

311 Matrice acqua - Sorgente S1 (lavatoio comunale)

Dall’analisi dei dati € possibile trarre alcune indicazioni:

tutti i parametri microbiologici forniscono valori che superano abbondantemente i limiti imposti
dal D.Lgs. 31/2001 per I'utilizzo a scopo diretto, sia per quanto concerne i soli parametri
indicatori (allegato I parte A ), che per quelli di routine (allegato II tabella A).

Ma per quanto concerne I’uso a scopo irriguo e per quanto attiene ai parametri e ai limiti dettati
dalla classificazione di Giardini et al. (1993), i valori ricadono nella classe 1.

I dati medi ottenuti, con 1 relativi limiti di confidenza al 95%, sono mostrati in tabella 4.
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Tabella 4: sorgente S1

) Limiti di Classificazione di Giardini et al., 1993

Parametro UM VL= confidenza A B Classe | Classe I Classe 111
CBT 37 °C UFC/ml 1,7 « 10* | £8,1+10° - - - -
CBT22°C UFC/ml | 2.3 «10* | +7.4 + 10? ow - - -

9 variaz.anomale

Coliformi totali UFC/100ml | 1,2 «10° | £7,1 « 10" 0 <5000 |5000-12000 | > 12000

Coliformi fecali UFC/100ml | 5,5 « 10 | 4.4 ¢ 10" - <1000 | 1000-12000| > 12000
Escherichi coli UFC/100ml | 1,1 +10® | £0,6 « 10" 0 - - -

Enterococchi UFC/100ml | 2.2 o 102 | £4,1 « 10" 0 <1000 1000 -2000 >2000
Pseudomonas aeruginosa | UFC/100ml | 2.0 ¢ 10° | £2,2 ¢ 10' Assenza : : :
Staphylococcus gureus | UFC/100ml | 1,4 « 10> | 0,4 » 10! Assenza . ; .
Aeromonas spp UFC/100ml | 9,0 « 10> | £1,1 « 10" ; - - -
3.1.2.  Matrice acqua - Sorgente 52 (acqua d'alice)

Anche per la seconda sorgente monitorata valgono le stesse indicazioni tratte per la sorgente 1:

tutti i parametri microbiologici forniscono valori che superano i limiti imposti dal D.Lgs.

31/2001 per I’utilizzo a scopo diretto, sia per quanto concerne i soli parametri indicatori (allegato

I parte A ), che per quelli di routine (allegato II tabella A).

Ma per quanto concerne I’uso a scopo irriguo e per quanto attiene ai parametri e ai limiti dettati

dalla classificazione di Giardini et al. (1993), anche questi valori ricadono nella classe 1.

I dati medi ottenuti, con i relativi limiti di confidenza al 95%, sono mostrati in tabella 2.
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Tabella 5: sorgente S2

) Limiti di Classificazione di Giardini et al., 1993

Parametro UM Valeits2 confidenza A B Classe | Classe I Classe 111
CBT 37 °C UFC/ml 1,0 ¢ 10* | £7,9+10° - - - -
CBT 22 °C UFC/ml | 2,1 «10* | £ 6,4 10 e - - -

variaz.anomale

Coliformi totali UFC/100ml | 2,8 «10° | £7,6 « 10" 0 <5000 |5000-12000 | > 12000

Coliformi fecali UFC/100ml | 6,5 ¢ 102 | £6,7 » 10" - <1000 | 1000-12000 | > 12000
Escherichi coli UFC/100ml | 1,0 10° | 1,4« 10" 0 - - -

Enterococchi UFC/100ml | 4.2 10> | £5,3 « 10" 0 <1000 1000 -2000 >2000
Pseudomonas aeruginosa | UFC/100ml | 1,7 «10° | £2,3 « 10' Assenza : : :
Staphylococcus gureys | UFC/100ml | 1,7 10> | 0,5 » 10 Assenza . ; .
Aeromonas spp UFC/100ml | 9,7 10> | £1,2 « 10" ; - - -
3.1.3.  Matrice acqua - Sorgente S3 (peschiera)

Anche per la terza sorgente monitorata valgono le stesse indicazioni tratte per la sorgente 1: tutti

i parametri microbiologici forniscono valori che superano i limiti imposti dal D.Lgs. 31/2001 per

I’utilizzo a scopo diretto, sia per quanto concerne i soli parametri indicatori (allegato I parte A ),

che per quelli di routine (allegato II tabella A).

Ma per quanto concerne I’uso a scopo irriguo e per quanto attiene ai parametri e ai limiti dettati

dalla classificazione di Giardini et al. (1993), anche questi valori ricadono nella classe L.

I dati medi ottenuti, con i relativi limiti di confidenza al 95%, sono mostrati in tabella 2.
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Tabella 6: sorgente S3

e R A e
CBT 37 °C UFC/ml 1,6 « 10* | £7,6 * 10° = = = =
CHI 22T UFC/ml 3,1 10" | £69-10° variasz?r?c?male i i i
Coliformi totali UFC/100ml | 1,9 «10° | £8,8 + 10" 0 <5000 |5000-12000 | > 12000
Coliformi fecali UFC/100ml | 3,2 10> | £6,9 « 10" - <1000 | 1000-12000 | > 12000
Escherichi coli UFC/100ml | 1,0 +10% | £1,3 « 10" 0 - - -
Enterococchi UFC/100ml | 7,6 ¢ 10°> | £8,0 10" 0 <1000 1000 -2000 >2000
Pseudomonas aeruginosa | UFC/100ml | 1,2 ¢ 10% | £1,3 « 10" Assenza ; : ;
Staphylococcus gureus | UFC/100ml | 2,2 102 | 1,4+ 10 Assenza . : .
Aeromonas spp UFC/100ml | 1,5 «10° | £3,9 « 10 _ - - -
31.4.  Matrice acqua - Sinottico

Dal quadro sinottico ¢ possibile mettere in evidenza che la contaminazione ¢ diffusa in tutti e tre

i punti monitorati, con una concentrazione media che non mostra differenze statisticamente

significative.

Tabella 7: sinottico

Parametro UM | Sorgente St clt;lr:?l:cla:lza Sorgente 52 Cé'n“g:;ia Sorgente 53 cﬁl,?lféf;

CBT 37 °C UFC/ml | 1,7 «10* | £81°10* | 1,0 10* | £79+10> | 1,6 « 10* | £7,6 « 10

CBT 22 °C UFC/ml | 2.3 ¢10* | £7,4°10° | 2,1 «10* | £6,4°10> | 3,1 10" | £6,9 « 10
Coliformi totali UFC/100ml | 1,2 «10° | £7,1 10" | 2,8 ¢10° | £7.6+10' | 1,910° | £8,8 ¢ 10’
Coliformi fecali UFC/100ml | 5,5 ¢ 10% | £4,410' | 6,510 | £6,710' | 3,2 10> | £6,9 * 10’
Escherichiz coli UFC/100ml | 1,1 «10*> | £0,6°10" | 1,0+10*> | £1,4+10"' | 1,0+10*> | £1,3 10
Enterococchi UFC/100ml | 2.2 «10° | £4,1+10"' | 4,2+10*> | £53+10' | 7,6 210> | 8,0« 10
P:Zj;/’:g;‘” UFC/100ml | 2.0 «10* [ £2210" | 1,710 | £2310"' | 1,210> | £1,3 10"
Staphylococcus qureus | UFC/100mi | 1,4 «10* | £04 10" | 1,7 10> | £0,5¢10" | 2,210 | £ 1,4+ 10'
Aeromonas spp UFC/100ml | 9,0 «10° | £ 1,1 10" | 9,710 | £12+10" | 1,5<10° | £3,9+10'
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3.1.5.

La campagna di monitoraggio

N

€

Alimenti

continuata effettuando analisi su alimenti (verdure da

consumarsi crude) acquistati presso gli stessi contadini che utilizzano 1’acqua a scopo irriguo. La

N

scelta dei parametri ¢ stata dettata dalla necessita di ottenere un dato relativo alla qualita

igienico —sanitaria dei prodotti (secondo le indicazioni della delibera n® 1120 del 06/07/2005

della Regione Umbria e del Decreto ministeriale della Repubblica Francese del 22/03/1993.)

Nella scelta dei parametri, naturalmente, sono stati inseriti anche i batteri isolati dalle analisi

sulle acque sorgive.

Le analisi sono state condotte con una cadenza che ha permesso di effettuare, per ogni stazione,

un totale di 12 determinazioni, 3 per ogni stagione.

Tutti i dati sono stati trattati statisticamente considerando la funzione confidenza con un valore di

alfa 0,05 che restituisce una significativita del 95%.

Di seguito sono riportati i valori medi ottenuti da tutte le rilevanze analitiche, senza distinzione

stagionale, in quanto non intervengono differenze significative.

Tabella 8: alimenti

Del. 1120 - [ D. Min.
Limiti di Limiti di Limiti di )
Parametro UM V1 : V2 : V3 ] Regione | Francese
confidenza confidenza confidenza Umbria | 22/02793
CBT 30 °C UFC/g [ 2,810° |+£5,110°| 1,3210° [£39910°| 3,4+10° [£6,410°| 1,0 10° | 50 10°
Coliformi a 30 C MPN/g [1,1+10° |+1,0210'| 7.8+10°> |+1,6°10'| 59+10° |+25°10'| 1,1 «10° =
Coliformia 44°C | MPN/g 15 |£0,6¢ 10" 25 +0,4 ¢ 10" 50 +0,7 ¢ 10" = =
Escherichi col MPN/g 4 |+04+10" 5 +03 10" 8 +0,4¢10'| 1,0+ 10 107
53/fl70l76’//3 spp UFC/25 g | Assente - Assente - Assente - Assente Assente
Pseudormonas . . .
: UFC/g 5 +0,110 Assente [ +£0,2 10 Assente | £0,3° 10 - -
Jeruginosa
Staphylococcus
Py UFC/g Assente - Assente - Assente - 10 10° -
qureus
Aeromonas spp UFC/g 10 |£0.2¢10' 25 +0,3 10" 40 £1,2+10' - -
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Dott. Giuseppe Marino

31.6.  Indagini cliniche

Dai 25 campioni derivanti da urinocoltura, coprocoltura e tamponi faringei sono stati isolati

alcuni ceppi batterici appartenenti alle specie Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa

Staphylococcus aureus e Aeromonas pneumophila ritrovati con percentuali di presenza diverse.

Grafico 6: Frequenze dei batteri isolati
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31.7.  PCR

Dalle analisi effettuate attraverso la PCR ¢ stata riscontrata una significativa differenza tra i
ceppi di Escherichia coli e Aeromonas spp isolate nei tre siti di indagine e quelli isolati dalle
analisi cliniche. Per quanto riguarda Pseudomonas aeruginosa lo stesso discorso puo essere
esteso alle sorgenti S2 ed S3 ed i rispettivi prodotti vegetali. Invece i ceppi isolati nelle acque
sorgive e negli alimenti sono risultate uguali per la sorgente S1 e alimenti V1. Le sequenze

ottenute sono riportate di seguito:

Pseudomonas aeruginosa strain BHP7-6 16S
ribosomal

RNA gene, partial sequence

Length = 1453

Score = 920 bits (464), Expect = 0.0
Identities = 464/464 (100 %)

Strand = Plus / Plus

Query: 14 acacatgcaagtcgagcggatgaagggagcttgctcctggattcagcggcggacgggtga 73

CECEEEEEEECEE R E R e TR e
Sbjct: 23 acacatgcaagtcgagcggatgaagggagcttgctcctggattcagcggcggacgggtga 82

Query: 74 gtaatgcctaggaatctgcctggtagtgggggataacgtccggaaacgggegcetaatace 133

CECEEEEEEEREEC R EE P R e e
Sbjct: 83 gtaatgcctaggaatctgcctggtagtgggggataacgtccggaaacgggcegctaatacc 142

Query: 134 gcatacgtcctgagggagaaagtgggggatcttcggacctcacgctatcagatgagecta 193

FECEPEEEEREEC R T e
Sbjct: 143 gcatacgtcctgagggagaaagtgggggatcttcggacctcacgctatcagatgagecta 202

Query: 194 ggtcggattagctagttggtggggtaaaggcectaccaaggcgacgatccgtaactggtet 253

CLELEEEEEC R PR T
Sbjct: 203 ggtcggattagctagttggtggggtaaaggcctaccaaggcgacgatccgtaactggtct 262

Query: 254 gagaggatgatcagtcacactggaactgagacacggtccagactcctacgggaggcagca 313

FECEEEEE R R PP e e
Sbjct: 263 gagaggatgatcagtcacactggaactgagacacggtccagactcctacgggaggcagca 322

Query: 314 gtggggaatattggacaatgggcgaaagcctgatccagccatgccgegtgtgtgaagaag 373
CLEEEEEEEC R R PR e
Sbjct: 323 gtggggaatattggacaatgggcgaaagcctgatccagccatgccgegtgtgtgaagaag 382
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Query: 374 gtcttcggattgtaaagcactttaagttgggaggaagggcagtaagttaataccttgctg 433

CLELEEEEEC R R R LTy
Sbjct: 383 gtcttcggattgtaaagcactttaagttgggaggaagggcagtaagttaataccttgctg 442

Query: 434 ttttgacgttaccaacagaataagcaccggctaacttcgtgcca 477

AR
Sbjct: 443 ttttgacgttaccaacagaataagcaccggctaacttcgtgcca 486

Allineamento con BlastN della sequenza del gene 165 della colonia

isolata dalla sorgente ST su piastre di Pseudomonas agar base.

Pseudomonas aeruginosa strain ATCC 27853 16S
ribosomal RNA gene,

partial sequence

Length = 1466

Score = 852 bits (430), Expect = 0.0

Identities = 437/438 (99%), Gaps = 1/438 (0%)
Strand = Plus / Plus

Query: 9 cttgctcctggtattcagcggcggacgggtgagtaatgecctaggaatctgectggtagtg 68

FECECCEECEEEEC P EEE R R e e e e ey
Sbjct: 55 cttgctcctgg-attcagcggcggacgggtgagtaatgcctaggaatctgectggtagtg 113

Query: 69 ggggataacgtccggaaacgggcgctaataccgcatacgtcctgagggagaaagtggggg 128

CECEEEEEEEE PR PR PR e
Sbjct: 114 ggggataacgtccggaaacgggcgctaataccgcatacgtcctgagggagaaagtggggg 173

Query: 129 atcttcggacctcacgctatcagatgagcctaggtcggattagctagttggtggggtaaa 188

FECEEEEE R R T e ey
Sbjct: 174 atcttcggacctcacgctatcagatgagcctaggtcggattagctagttggtggggtaaa 233

Query: 189 ggcctaccaaggcgacgatccgtaactggtctgagaggatgatcagtcacactggaactg 248

FEEEEEEEEEEE R R T e
Sbjct: 234 ggcctaccaaggcgacgatccgtaactggtctgagaggatgatcagtcacactggaactg 293

Query: 249 agacacggtccagactcctacgggaggcagcagtggggaatattggacaatgggcgaaag 308

FECEEEEEEEEE R R T e
Sbjct: 294 agacacggtccagactcctacgggaggcagcagtggggaatattggacaatgggcgaaag 353

Query: 309 cctgatccagccatgccgegtgtgtgaagaaggtcttcggattgtaaagcactttaagtt 368

CLEEEEEEEEEE R R TR L
Sbjct: 354 cctgatccagccatgccgegtgtgtgaagaaggtcttcggattgtaaagcactttaagtt 413

Query: 369 gggaggaagggcagtaagttaataccttgctgttttgacgttaccaacagaataagcacc 428

FECEEEEE R R R e
Sbjct: 414 gggaggaagggcagtaagttaataccttgctgttttgacgttaccaacagaataagcacc 473
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Query: 429 ggctaacttcgtgccagc 446

R
Sbjct: 474 ggctaacttcgtgccage 491

Allineamento con BlastN della sequenza del gene 165 della colonia

isolata dall’alimento V1 su piastre di Pseudomonas Agar Base.

L’identificazione termina a questo punto, in quanto i ceppi isolati dalle indagini cliniche

mostrano differenze significative, le cui specifiche non vengono evidenziate.
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CAPITOLO 4

4.1. Conclusioni e strategie di prevenzione

Alla luce di quanto emerso da questo lavoro ¢ possibile trarre alcune indicative conclusioni.

In primo luogo & stato possibile definire che la qualita della falda idrica superficiale, oggetto di
questo studio non rispetta le indicazioni imposte dal D.lgs. 31/2001, ma rientra
abbondantemente, per quanto attiene ai limiti microbiologici dettati dalla classificazione di
Giardini et al. (1993), nella I classe di qualita, per I'utilizzo a scopi irrigui. Ciononostante, il
monitoraggio di determinati indicatori di contaminazione ambientale e fecale ha permesso,
attraverso identificazione PCR, di tracciarne il percorso, accertando la veicolazione lungo la
filiera acqua-alimenti, di batteri appartenenti alla specie Pseudomonas aeruginosa. Sebbene non
sia stato possibile isolare gli stessi ceppi dalle indagini cliniche, il rischio di un possibile
contagio per I’'uomo non ¢ trascurabile (Fothergill JL et al., 2007, Scott FW et al., 2004).

Questo aspetto evidenzia che, nonostante sia chiara la necessita di introduzione di limiti
normativi certi e rigidi per la definizione dell’acqua destinata all’irrigazione, ¢ necessario non
minimizzare il rischio per la salute dell’'uomo, soprattutto nella prospettiva di una
concretizzazione del ciclo integrato delle acque. (Mara DD. et al. 2007, Carr RM et al., 2007,
Petterson SR et. al., 2001).

A tale riguardo, va comunque evidenziato che la cosiddetta “Legge Merli” prevedeva, per le
acque depurate, standard (per quelle regioni che li ha imposti - tab. 11 dell’Appendice -) talmente
restrittivi da farli risultare addirittura piu bassi delle concentrazioni normalmente rilevate nei
corpi idrici superficiali, nonché di quelli idonei alla balneazione.

Pertanto, questo limite, va segnalato, poteva essere ottenuto solo ricorrendo a trattamenti
depurativi molto spinti (e molto costosi), rendendo di fatto inapplicabile il ricorso all’uso delle
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acque reflue depurate per I’irrigazione. Stessa situazione per quanto riguarda il riutilizzo dei
reflui in agricoltura negli altri paesi comunitari ed extracomunitari (Stati Uniti, Israele, Tunisia,
Spagna, ecc.) nonostante gli studi condotti (OMS, 1989; EPA, 1992; Nurizzo et al., 1987, ecc.)
dimostrino range di tolleranza piu elevati.
Infine, sebbene i prodotti vegetali rispettino le indicazioni delle normative cogenti, soprattutto
per la continua assenza dei patogeni monitorati, la presenza costante dei batteri indicatori ne
amplifica la potenziale pericolosita, anche in vista del possibile incremento nel consumo dei
cosiddetti prodotti minimally processed o prodotti di IV gamma.
Da questi dati ottenuti, appare, dunque, necessario ed auspicabile, sia il censimento dei siti di
captazione di acque destinate all’irrigazione, per conoscere in che misura e in quale modo viene
utilizzata la risorsa idrica, sia ’aumento dei controlli per la valutazione dell’efficacia dei
processi disinfezione di dette acque.
Gli interventi di prevenzione dovrebbero basarsi sul controllo dei rischi di contaminazione e
sulla presenza di un trattamento adeguato al tipo di risorsa, cio¢ in grado di eliminare o abbattere
i contaminanti microbiologici specifici di quella risorsa.
In altri termini ¢ fondamentale, per garantire la sicurezza, conoscere a fondo le caratteristiche
della risorsa e 1 rischi, sia costanti che accidentali, di inquinamento ai quali questa pud essere
soggetta.
Se sono numerosi, infatti, i sistemi di trattamento delle acque che tendono ad abbattere la carica
microbica potenzialmente dannosa per la salute dell’uomo, ¢ fortemente sentita 1’esigenza di
utilizzare nuovi sistemi che prevedano ’uso di pill tecniche contemporaneamente.
Da queste considerazioni emerge I'importanza di utilizzare un criterio preventivo per il controllo
dei rischi associati all’utilizzo delle acque.
Questo approccio infatti permetterebbe:

« diessere “preventivo piuttosto che reattivo”;

« di imparare dalle esperienze passate;
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« di investire risorse proporzionali al rischio presente

In altri termini € necessario creare un ponte tra le conoscenze derivanti dal monitoraggio
ambientale (Risk Assessment) al fine di attuare le opere di prevenzione e mitigazione (Risk
Management), in modo da introdurre una metodologia logica e sistematica che consenta,
attraverso step successivi, di identificare, valutare, comunicare, eliminare e monitorare i
rischi associati a qualsiasi attivita, che deve poi essere promossa con una “cultura del rischio”
fondata sulla convinzione che gli errori rappresentano, se adeguatamente analizzati, preziose
opportunita di apprendimento e di miglioramento (Hrudey SE et al, 2006, O’Connor DR,

2002).
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Tabella

Tabella 9: Riferimenti legislativi: D. Igs 31/2001parametri microbiologici: verifica e di routine

Appendice

Parametro U.M. Valore limite
Escherichia coli UFC/100 ml 0 R
Enterococchi UFC/100 ml 0 \Y
Batteri coliformi a 37 °C UFC/100 ml 0 R
Pseudomonas auruginosa UFC/250 ml Assenza R
Staphylococcus aureus UFC/250 ml Assenza \Y
Conteggio delle colonie a 22 °C UFC/ml Senza variazioni anomale R

10: Limiti di accettabilita per i parametri microbiologici fondamentali del gruppo

classificazione proposta da Giardini et al., 1993

B della

Parametro U.M. Classe I Classe 11 Classe II1
Coliformi Totali MPN/100 ml 5000-12000 >12000
Coliformi fecali MPN/100 ml 1000-12000 >12000

Streptococchi fecali MPN/100 ml 1000-2000 >2000

Tabella 11: Parametri di qualita delle acque reflue da utilizzare a scopo irriguo emanate dalle Regione Emilia

Romagna, Puglia e Sicilia

Parametro U.M. Emilia Romagna Puglia Sicilia
Coliformi Totali MPN/100 ml - - 3000
Coliformi fecali MPN/100 ml 12 2 1000

Streptococchi fecali MPN/100 ml - - -
Salmonella spp N°/5L - Assenza Assenza
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Tabella 12: Parametri di qualita delle acque reflue da utilizzare a scopo irriguo emanate da alcuni Enti

internazionali, stati americani ed europei

Parametro U.M. Coliformi fecali
OMS (1973) MPN/100 ml 100
OMS (1985) MPN/100 ml 1000
OMS (1987) MPN/100 ml <1000
EPA (1992) MPN/100 ml 1000
Stato della California (1975) MPN/100 ml 2
Stato di Washington MPN/100 ml 2
Stato dell’ Arizona MPN/100 ml 2
Stato dello Utah MPN/100 ml 3
Spagna (Andalusia) 1994 MPN/100 ml <1000
Italia (Legge Merli 319/76) MPN/100 ml 2

Tabella 13: DGR Umbria n° 1120 del 06/07/2005 e Decreto ministeriale della Repubblica Francese del

22/03/1993
D.M. francese
Parametro U.M. DGR Umbria
n c m M
Carica Mesofila Totale UFC/g 1,0 10° 5 2 |50 410°|50 «10°
Coliformi Totali MPN/g 1,110 - - - -
Escherichia coli MPN/g 1,0 ¢ 10 5 2 10 1,0 « 107
Staphylococcus aureus MPN/g 1,0 « 10 - - - -
Salmonella spp N°/25 ¢ Assenza Assenza
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