
4 5

Intervista a...

di Giorgio Temporelli

Rossella
BRIANCESCO

Gli indicatori microbiologici
nel D.lgs.18/2023

Alcuni microrganismi, o gruppi di microrganismi, 

non patogeni per l’uomo, sono denomina� 

“indicatori” poiché svolgono il ruolo di segnalato-

ri della qualità microbiologica dell’acqua e, in tal 

senso, cos�tuiscono i principali componen� della 

sorveglianza anali�ca svolta sulla matrice idrica. 

Tra i criteri che definiscono gli indicatori micro-

biologici sono da annoverare: i) la co-presenza 

con i microrganismi patogeni; 

ii) la concentrazione relazionabile a quella dei 

patogeni, tale da rifle�ere il livello di contamina-

zione microbiologica dell’acqua 

iii) l’analoga capacità di sopravvivenza e resistenza 

rispe�o ai patogeni; 

iv) l’incapacità di mol�plicarsi nell’ambiente ai fini 

di garan�re che la loro presenza individui e 

rispecchi gli even� di contaminazione. 

La scelta degli indicatori microbiologici �ene conto 

anche di aspe� pra�ci, come la facilità di 

rilevamento anali�co che ne agevola l’impiego 

nella rou�ne di monitoraggio della qualità 

dell’acqua.

Nell’ambito del controllo della qualità delle acque 

des�nate al consumo umano, i parametri indicato-

ri sono u�lizza� per una serie di scopi, quali:

- indicatori di contaminazione fecale nel monito-

raggio di verifica: tali sono Escherichia coli e gli 

enterococchi intes�nali, u�lizza� nelle analisi delle 

acque potabili come spia della possibile presenza 

di enteroba�eri patogeni e, più in generale, di 

agen� patogeni a trasmissione fecale-orale;

- indicatori dell’efficacia di processi di tra�amento 

delle acque quali la filtrazione e la disinfezione 

finalizza� a garan�re la rimozione/ina�vazione 

dei microrganismi patogeni;

- indicatori di integrità e pulizia dei sistemi di 

distribuzione nel monitoraggio opera�vo.

Già a par�re dagli anni 2000, la comunità scien�fi-

ca e l’Organizzazione Mondiale della Sanità 

avevano a�ribuito un rilievo differente ai vari 

parametri indicatori di qualità microbiologica 

dell’acqua des�nata al consumo umano. Tale 

dis�nzione è stata enfa�zzata nella Dire�va (UE) 

2020/2184 e nel D.lgs. 18/2023, che la recepisce, 

fornendo una migliore definizione degli indicatori 

microbiologici. In par�colare è stata introdo�a 

una ne�a dis�nzione tra:

Ÿ gli indicatori primari di contamina-

zione fecale, ossia E. coli ed entero-

cocchi intes�nali - riporta� nella 

parte A dell’Allegato I del D.lgs. 

18/2023 - segnalatori di un poten-

ziale pericolo per la salute e sog-

ge� a frequenze di monitoraggio 

non riducibili in base alla valutazio-

ne del rischio della fornitura idrica;

Ÿ i parametri indicatori - riporta� 

nella parte C dell’Allegato I del 

D.lgs. 18/2023 - u�lizza� per 

valutare l’efficacia dei tra�amen� 

a p p l i c a �  a l l ’a c q u a  n o n c h é 

l’integrità del sistema idrico. 

Ÿ

Ne consegue un differente approccio nella 

ges�one degli eventuali superamen� dei rispe�vi 

valori di parametro, come riportato nell’ar�colo 15 

del D.lgs. 18/2023. La gravità associata alla 

presenza dei parametri indicatori differisce 

rispe�o a quella associata alla presenza di E. coli e 

degli enterococchi che rappresentano parametri 

microbiologici fondamentali. Per ques� ul�mi, il 

superamento del valore di parametro comporta la 

non conformità ai requisi� stabili� dal decreto.

In generale i parametri indicatori sono u�lizza� per valutare la qualità dell’acqua, fissa� per 

finalità di monitoraggio e per l’applicazione di eventuali correzioni. Ques� parametri non 

sono considera� pericolosi per la salute, ma rappresentano degli u�li indizi per rilevare un 

cambiamento nella qualità dell’acqua potabile e rappresentano quindi un importante 

indicatore di prevenzione del rischio potenziale.

Un superamento temporaneo del valore di un parametro indicatore non cos�tuisce 

un’inosservanza, non comporta la perdita dell’idoneità all’uso potabile e non è punibile con 

sanzioni, tale non conformità segnala esclusivamente la necessità di un’indagine 

approfondita per capirne la causa e, conseguentemente, ado�are le idonee misure per 

ripris�nare il valore entro il limite prestabilito.

Esistono però anche altri indicatori microbiologici, fondamentali, il cui superamento del 

valore di parametro comporta la non conformità ai requisi� stabili� dal decreto.

Abbiamo approfondito il ruolo dei parametri indicatori microbiologici previs� dal D.Lgs 

18/2023 intervistando Rossella BRIANCESCO – Primo ricercatore nell’Area funzionale 

Rischio Microbiologico e Virologico, Centro Nazionale per la Sicurezza della Acque (CeNSiA), 

Is�tuto Superiore di Sanità – che ringraziamo per la disponibilità. 

In ambito microbiologico,
che cosa si intende per
parametri indicatori?
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Per la valutazione della qualità microbiologica 
dell’acqua, si tra�a dei seguen� parametri: Ba�eri 
coliformi, Conteggio delle colonie a 22°C e Clostri-
dium perfringens spore comprese.

I Ba�eri coliformi, inclusi nella famiglia delle 
Enterobacteriaceae, comprendono un'ampia 
gamma di ba�eri aerobi e anaerobi facolta�vi, 
Gram-nega�vi, non sporigeni. Essi sono capaci di 
crescere in presenza di concentrazioni rela�va-
mente elevate di sali biliari e di fermentare il 
la�osio grazie alla presenza dell'enzima β-
gala�osidasi, con produzione di acido e gas entro 
24 ore a 35-37 °C. E. coli e i coliformi termotolleran-
� rappresentano un so�oinsieme di questo più 
ampio gruppo, in grado di fermentare il la�osio a 
temperature più elevate. Tradizionalmente, nel 
gruppo dei coliformi totali erano inclusi i ba�eri dei 
generi Escherichia, Citrobacter, Klebsiella ed 
Enterobacter; le evidenze scien�fiche, tu�avia, 
hanno dimostrato una maggiore eterogeneità del 
gruppo, che comprende una gamma più ampia di 
generi, quali Serra�a e Hafnia, e include sia specie 
fecali che ambientali. 

Il parametro Conteggio delle colonie a 22°C rileva 
un ampio spe�ro di microrganismi eterotrofi, tra 
cui ba�eri e funghi, sulla base della loro capacità di 
crescere su terreni di coltura privi di agen� inibitori 
o sele�vi, per un determinato periodo di 
incubazione e a una determinata temperatura di 
crescita. Tu�avia l’analisi consente di rilevare solo 
una parte dei microrganismi realmente presen� 
nell'acqua - ovvero quelli in grado di crescere su un 
substrato di coltura e dare luogo alla formazione di 
colonie visibili- che può includere sia organismi 
sensibili  alla disinfezione che proliferano 
rapidamente nell'acqua tra�ata in assenza di 
disinfe�ante residuo, che organismi sporigeni 
resisten� ai processi di disinfezione. 
I microrganismi eterotrofi includono sia i membri 
della flora microbica naturale presente nell’acqua, 

�picamente non pericolosa, sia organismi 
derivan� da fon� di contaminazione. I ba�eri 
eterotrofi comunemente rileva� nelle acque 
des�nate al consumo umano includono generi che 
possono agire come patogeni opportunis�, quali: 
Acinetobacter,  Pseudomonas,  Klebsiel la, 
Aeromonas, Flavobacterium. Nella popolazione 
generale, tu�avia, non ci sono evidenze di 
un’associazione tra la presenza di ques� organismi 
nell’acqua potabile e il verificarsi di infezioni 
gastrointes�nali a trasmissione idrica. La loro 
concentrazione può variare notevolmente da 
punto a punto della stessa rete, come anche in 
campioni preleva� consecu�vamente nello stesso 
punto.
I processi di tra�amento dell’acqua des�nata al 
consumo umano, in par�colare la disinfezione, 
riducono il numero di microrganismi eterotrofi, 
tu�avia, nessun processo rende l'acqua sterile; in 
condizioni idonee, come in assenza di disinfe�ante 
residuo, a temperature favorevoli, in presenza di 
sostanze nutri�ve e in condizioni di ristagno, i 
microrganismi possono rapidamente mol�plicarsi 
nell'acqua e nel biofilm che si forma all’interno 
delle tubature.

Clostridium perfringens, come la maggior parte dei 
clostridi, è normalmente saprofita e vive negli 
stra� superficiali poveri di ossigeno del suolo e dei 
sedimen�, dove generalmente non si mol�plica, e 
nell’intes�no di alcuni animali, compreso l’uomo. 
C. perfringens è un bacillo sporigeno, non mo�le, 
variabile alla colorazione di Gram, anaerobio 
obbligato con temperature o�mali di crescita 
comprese tra 43 e 47°C. Nelle feci umane si s�ma 

2che sia presente in concentrazioni variabili da 10  a 
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10  unità forman� colonie (UFC)/g; elevate 
concentrazioni di C. perfringens sono riscontrate 
anche nelle feci suine e canine, mentre negli altri 
animali a sangue caldo la presenza del ba�erio è 
minima o addiri�ura assente. Si s�ma che nei reflui 
le concentrazioni di questo ba�erio si aggirino 

5intorno a 10  UFC/100 mL. Nelle acque des�nate al 
consumo umano la presenza di C. perfringens è 
r a r a m e n t e  s e g n a l a t a .  I  s u o i  l i v e l l i  d i 
concentrazione sono molto eterogenei, variando 
da <1 UFC/100 mL in acque non contaminate, a 
valori superiori a 3000 UFC/100 mL in acque 
contaminate da effluen� fognari. Questa specie 
ba�erica può essere responsabile di gravi 
tossinfezioni alimentari, di se�cemie e della 
gangrena gassosa, in quanto capace di produrre 
poten� tossine proteiche, molte delle quali 
extracellulari. 

Quali sono i parametri
indicatori riporta�
nell’allegato I parte C
del D.lgs. 18/2023?

Tu�avia, il rischio legato al consumo dire�o di 
acqua potabile contaminata è contenuto, poiché è 
poco probabile che, in assenza di even� clima�ci 
straordinari, si riscontrino nelle acque potabili 
concentrazioni sufficientemente elevate da 
raggiungere la dose infe�ante.

I ba�eri coliformi, pur essendo presen� nel 
materiale fecale di origine umana con una densità 

9media di 10  UFC/g, sono ubiquitari, sopravvivono 
e crescono nell'acqua, non risultando perciò di 
esclusiva origine fecale. Per queste ragioni, e per la 
l o ro  r i d o � a  c a p a c i t à  d i  s o p rav v i v e n za 
nell’ambiente rispe�o ad alcuni patogeni, non 
sono considera� u�li come indicatori della 
presenza di agen� patogeni fecali. Il parametro 
non ha quindi una rilevanza sanitaria dire�a, ma 
rappresenta uno strumento opera�vo u�le per il 
monitoraggio e la ges�one della qualità dell’acqua 
se u�lizzato per:

Ÿ valutare l’efficacia dei tra�amen� (i 
ba�eri coliformi dovrebbero essere 
assen� immediatamente dopo la 
disinfezione);

Ÿ  verificare la pulizia e l'integrità dei 
sistemi di distribuzione;

Ÿ  verificare la biostabilità dell’acqua;
Ÿ  rilevare la presenza di ricrescita 

microbica e di biofilm nei sistemi 
idrici interni degli edifici.

Il Conteggio delle colonie a 22°C ha uno scarso 
valore come indicatore della presenza di patogeni, 
sopra�u�o in considerazione dell’esiguo volume 
di acqua analizzato (1 mL). Pur non avendo 
r i levanza sanitar ia,  può essere u�le nel 
monitoraggio opera�vo come indicatore di 
efficacia del tra�amento e della disinfezione, per 
valutare la pulizia e l'integrità dei sistemi di 
distribuzione e la presenza di biofilm. 
Dopo la disinfezione, ci si a�ende, in generale, che 

le conte degli organismi eterotrofi siano basse; 
l’u�lità della misura del parametro, tu�avia, più 
che alla s�ma dell’effe�va concentrazione di 
microrganismi presen�, è da riferirsi alla possibilità 
di cogliere eventuali variazioni anomale dei 
conteggi in par�colari pun�. Dato che ogni �po di 
acqua è cara�erizzato da un proprio microbiota, il 
r i l eva m e nto  d i  i n c re m e n�  r i s p e�o  a l l e 
concentrazioni storicamente rilevate, può 
segnalare, oltre che le naturali variazioni 
stagionali, fenomeni di ricrescita ba�erica, 
stagnazione dell’acqua, distacco di biofilm dalle 
superfici interne delle tubazioni ed eventuale 
compromissione di integrità della rete idrica. In 
conformità con quanto disposto dalla Dir. (UE) 
2020/2184 e, conseguentemente, dal D.lgs. 
18/2023, a questo indicatore non è stato pertanto 
assegnato un valore parametrico specifico; le sue 
concentrazioni devono risultare “senza variazioni 
anomale” rispe�o a quelle previste e storicamente 
osservate in un’acqua so�oposta periodicamente 
ad analisi.
Ad oggi, non esistono linee guida ufficiali che 
fissano criteri  di  valutazione a supporto 
dell’interpretazione delle risultanze anali�che 
o�enute; ciò rende flessibile il conce�o di 
“variazione anomala” e può portare a discrepanze 
nelle valutazioni e nelle azioni da ado�are per 
affrontare tali variazioni. Nella valutazione del 
parametro, ai fini della formulazione del giudizio di 
qualità delle acque, è bene, tu�avia, so�olineare 
c h e  va  s e m p re  co n s i d e rato  l ’eve nt u a l e 
concomitante riscontro di ba�eri indicatori di 
contaminazione fecale.

Il parametro C. perfringens spore comprese, in 
base a quanto disposto dalla Dir. (UE) 2020/2184 e, 
conseguentemente, dal D.lgs. 18/2023, deve 
essere ricercato solo se indicato come appropriato 
dalla valutazione del rischio. Da diversi decenni, C. 
perfringens è stato ado�ato come indicatore di 
qualità delle acque per la capacità - in quanto 
specie di origine fecale, dotata di spore altamente 
resisten� al calore, alla disinfezione e a condizioni 
ambientali avverse - di segnalare even� di 
contaminazione fecale pregressa o intermi�ente. 
Nelle acque so�oposte a processi di tra�amento, il 
parametro è potenzialmente rilevabile soltanto 
nella forma sporale poichè peculiarmente 
resistente ai processi di sanificazione. Pertanto, i 
ba�eri derivan� dalla germinazione delle spore, 
possono rappresentare una valida misura 
dell’efficacia dei processi di rimozione lungo 
l’intero sistema di potabilizzazione.

Quale è significato
dei parametri indicatori
riporta� nella parte C
dell’allegato I del
D.lgs. 18/2023?
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La presenza di basse concentrazioni di spore di 
Clostridium perfrigens nelle acque des�nate al 
consumo umano difficilmente rappresenta un 
rischio significa�vo per sogge� sani in relazione al 
loro consumo. Tu�avia, se l’acqua contaminata da 
spore di C. perfringens fosse impiegata nel se�ore 
alimentare, e i prodo� non fossero co� in modo 
appropriato, potrebbero verificarsi alterazioni 
delle cara�eris�che igienico-sanitarie con rischi 
per la salute.
Anche se non esiste un consenso scien�fico 
assoluto, numerosi studi riguardan� acque 
superficiali e reflue, hanno correlato la presenza di 
C. perfringens a quella delle cis�/oocis� dei 
protozoi patogeni Giardia e Cryptosporidium, con 
cui condividono cara�eris�che di persistenza 
nell’ambiente e resistenza e ai tra�amen�. Per 
quanto riguarda le acque potabili, invece, non è 
s t a t a  d i m o s t r a t a  a l c u n a  c o r r e l a z i o n e , 
probabilmente anche a causa della differenza nei 
volumi d'acqua u�lizza� per la ricerca dei 
parametri: 100 mL per C. perfringens e 300- 1000 L 
per Giardia e Cryptosporidium. Tu�avia, Il 
parametro può essere considerato importante 
nella valutazione dell’efficienza dei tra�amen� di 
rimozione fisica, mediante filtrazione, dei due 
protozoi patogeni dato che le spore hanno 
dimensioni inferiori delle cis�/oocis�.

La Dir. (UE) 2020/2184 e, di conseguenza, il D.lgs. 
18/2023, hanno fissato per i Ba�eri coliformi un 
valore di parametro pari a 0 ba�eri/100 mL per le 
acque di rete e a 0/250 mL per le acque confeziona-
te in bo�glia. Anche per il parametro C. 
perfringens spore comprese, il valore previsto è 
pari a 0/100 mL, mentre, per il conteggio delle 
colonie a 22°C, l’indicazione fornita è “senza 
variazioni anomale”, come già menzionato.
Il superamento dei valori di parametro previs� per 
gl i  indicatori  microbiologici  al la parte C 

dell’Allegato I del D.lgs.18 non necessariamente dà 
luogo a non conformità, a condizione che sia 
garan�to che tali superamen� non siano associa� a 
rischi o a danni dire� per la salute umana. Ciò è 
stabilito nell’Art.15, comma 1. le�era d) del D.lgs. 
18/2023 che testualmente riporta: “nel caso di 
superamento dei valori di parametro stabili� 
nell’Allegato I, Parte C, l’autorità sanitaria esamina 
se tale inosservanza cos�tuisca un rischio per la 
salute umana e - limitatamente ai casi in cui sia 
necessario per tutelare la salute umana - ado�a 
provvedimen� congrui a ripris�nare la qualità delle 
acque”. L’accertamento da parte dell’autorità 
sanitaria della non sussistenza di rischi sanitari fa sì 
che il superamento si configuri in “inosservanza”, 
non compor� perdita di idoneità all’uso, non sia 
sanzionabile, ma obblighi comunque il gestore ad 
eseguire un’indagine approfondita per capirne le 
cause e ado�are misure idonee di ripris�no del 
valore prestabilito.

Cosa fare
in caso di
superamento
dei valori di
parametro?

.Diversamente, il superamento del valore di 
parametro previsto per i parametri microbiologici 
fondamentali riporta� nella parte A dell’Allegato I 
del D.lgs. 18/2023, ossia E. coli ed enterococchi, 
rappresenta sempre un potenziale rischio per la 
salute umana e si configura sempre come una 
non conformità. 

Per il parametro conteggio delle colonie a 22°C, in 
assenza di un valore soglia, il conce�o di 
superamento dei valori di parametro non è 
applicabile e, pertanto, nessun valore può 
configurarsi come inosservanza o non conformità. 
Tu�avia, in presenza di valori considera� anomali, 
è necessario che il gestore valu� se gli incremen� 
osserva� possano essere associa� a condizioni di 
rischio per la salute e, se necessario, ado� 
provvedimen� corre�vi.
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