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Sintesi

Lo scopo di questo lavoro e stato quello di valutare se le attivita antropiche possano influenzare le
popolazioni batteriche naturalmente presenti negli ambienti acquatici in termini di resistenza agli
antibiotici. Per raggiungere il nostro obiettivo abbiamo studiato la presenza di determinanti di
resistenza agli antibiotici in campioni d'acqua raccolti da alcuni fiumi affluenti. Abbiamo analizzato
i campioni d'acqua mediante gPCR per quantificare cinque geni di resistenza agli antibiotici (ARG)
che conferiscono resistenza alle principali classi di antibiotici utilizzati in ambito clinico e veterinario
(B-lattamici, macrolidi, tetracicline, chinoloni e sulfamidici) e abbiamo quantificato il gene int/ che
codifica per l'integrasi. Utilizzando piastre selettive e spettrometria di massa, abbiamo isolato e
identificato i batteri multiresistenti. | campioni d'acqua sono stati raccolti mensilmente da gennaio
2020 a dicembre 2020, da tre fiumi situati nella Svizzera meridionale (Vedeggio, Cassarate e
Magliasina). La conta totale delle cellule in tutti i campioni d'acqua & stata valutata mediante
conteggio su piastra agar. Abbiamo trovato almeno cinque geni quantificabili sulll, gnrS, tetA,
blacrxm, ermB soprattutto nel fiume influenzato dagli impianti di trattamento delle acque reflue. |
batteri multiresistenti trovati nei nostri campioni possono essere suddivisi in batteri ambientali
(Aeromonas spp., Acinetobacter spp. e Stenotrophomonas spp.) e batteri commensali umani
clinicamente rilevanti (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecium, Enterobacter
cloacae e Citrobacter freundii). | nostri risultati indicano che I'ambiente idrico € una grande fonte di
ARG e potrebbe essere considerato il contesto ideale per la trasmissione della resistenza da batteri
ambientali non patogeni o potenzialmente patogeni (serbatoio) a patogeni umani (vettore).




Summary

The aim of this work was to assess if anthropic activities could influence the bacterial populations
naturally present in water environments in terms of antibiotic resistance. To reach our objective we
investigate the presence of antibiotic resistance determinants in water samples collected from some
tributary rivers. We analysed water samples by qPCR to quantify five antibiotics resistance genes
that confers resistance to the major classes of antibiotics used in clinical and veterinary (B-lactams,
macrolides, tetracycline, quinolones and sulphonamides) then we quantified the intl gene that
codify for integrase. Using selective plates and mass spectrometry, we isolated and identified multi-
resistant bacteria. Water samples were collected from January 2020 to December 2020, from three
rivers located in south Switzerland (Vedeggio, Cassarate and Magliasina). Total count of viable cells
in all water samples were evaluated by agar plate count. We found at least five quantifiable genes
sulll, gnrS, tetA, blactxvm, ermB especially in the river influenced by wastewater treatment plants.
Multi-resistant bacteria found in our samples could be divided in, mostly environmental (Aeromonas
spp., Acinetobacter spp. e Stenotrophomonas spp.) and human commensal bacteria clinically
relevant (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecium, Enterobacter cloacae and
Citrobacter freundii). Our results indicate that water environment is a big source of ARGs and could
be considered the ideal setting for the transmission of resistance from environmental non-
pathogenic or potentially pathogenic bacteria (reservoir) to human pathogens (vector).
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Ricerca e monitoraggio di determinanti genici di resistenza agli antibiotici nelle acque
di alcuni fiumi immissari del Lago Lugano

Antonella Demarta e Federica Mauri

Scuola universitaria professionale della svizzera italiana — DACD, IM, Mendrisio

Programma 2020

Il programma di analisi per il 2020 e stato leggermente modificato, in considerazione dei risultati
ottenuti nelle scorse campagne e di alcuni test aggiuntivi eseguiti presso il nostro laboratorio al di
fuori della campagna CIPAIS, rispettando il budget approvato dalla Commissione. Le variazioni al
programma, esposte e motivate di seguito, sono state introdotte per migliorare la qualita delle analisi
e per permettere il confronto dei risultati con le campagne precedenti. Per 'anno 2020 sono stati
previsti i campionamenti dei tre fiumi Vedeggio, Cassarate e Magliasina con cadenza mensile per la
ricerca di determinanti molecolari coinvolti nello sviluppo di antibiotico resistenza: il gene per
l'integrasi intl e i geni sulll, tetA, gnrS, blactx-v, € ermB che conferiscono resistenza, rispettivamente,
a sulfamidici, tetracicline, fluorochinoloni, B-lattamici e macrolidi, antibiotici largamente utilizzati in
medicina umana e veterinaria. Come nel 2019, lo screening qualitativo tramite PCR é stato sostituito
con l'analisi quantitativa di tutti i geni che saranno poi rapportati al gene 16S rDNA, quantificato
come indicatore della popolazione batterica totale. La ricerca dei geni vanA (resistenza alla
vancomicina) e mcr-1 (resistenza alla colistina), presenti soprattutto nelle acque di scarico prima del
trattamento negli impianti di depurazione e solo in quantita minime nelle acque depurate, non € stata
eseguita gia durante la Campagna 2019 ed é stata sostituita dalla ricerca dei geni di resistenza nei
batteri multi-resistenti isolati. Per quanto riguarda i geni di resistenza ai B-lattamici, la ricerca
gualitativa di blatem € blasny € stata sostituita dal 2019 con la ricerca quantitativa (QPCR) del gene
blactx-w nei campioni del Vedeggio e la ricerca qualitativa tramite PCR nei batteri multi-resistenti
isolati sulle piastre selettive. Il cambiamento intercorso deriva dalla migliore correlazione tra la
diffusione del gene blacrx.m, € 'uso clinico di B-lattamici: blarem e blasyv erano i geni che conferiscono
il fenotipo ESBL predominante negli anni ‘80 — 90, ma la loro prevalenza é diminuita in favore dei
geni blactx-m. Inoltre, questo gene presente soprattutto nelle enterobatteriacee di interesse clinico
come E. coli e K. pneumoniae, (Zeynudin et al. 2018) puo essere trasferito anche ad altre specie
batteriche ambientali come P. aeruginosa, S. malthophilia (Maravi¢ et al. 2014) e Aeromonas spp.
(Maravic et al. 2013), che possono fungere da vettori contribuendo alla diffusione della resistenza a
microrganismi patogeni o patogeni opportunisti. Dal programma del 2020, come gia nello scorso
anno, sono state eliminate le analisi di citometria a flusso, per I'impossibilita del laboratorio di
analizzare i campioni su tutto I'arco dell’anno, e quelle di isolamento dei batteri da piastra selettiva

contenente Trimethoprim/Sulfamethoxazolo che si e rivelata non abbastanza selettiva.




1.

Introduzione

1.1. Resistenza agli antibiotici — aspetti generali e ambiente acquatico

La presenza di antibiotici nelle acque & uno dei problemi ambientali emergenti che possono
mettere a rischio la salute delluomo e degli ecosistemi. Infatti, queste sostanze, anche se in
concentrazioni sub-letali e difficilmente quantificabili, possono sul lungo termine promuovere
direttamente o indirettamente l'insorgenza di antibiotico-resistenza nei batteri. L’acqua puo
percido diventare un serbatoio di popolazioni batteriche resistenti agli antibiotici e di geni di
resistenza. E gia stato dimostrato che questi ultimi possono essere trasferiti a batteri patogeni
che in ambiente ospedaliero sono causa di decine di migliaia di decessi I'anno in Europa e USA
con ingenti costi per i sistemi sanitari nazionali (Martins and Rabinowitz 2020; WHO 2020).
L’'incremento dell’antibiotico resistenza pud essere controllato unicamente attraverso un’azione
coordinata che consideri I'educazione ad un utilizzo corretto degli antibiotici e lo sviluppo di
nuove sostanze attive ma anche la conoscenza della diffusione dell’antibiotico resistenza
nellambiente e delle strategie attuabili per la sua riduzione. Il monitoraggio ambientale & percio
fondamentale per il controllo della diffusione dell’antibiotico resistenza (Huijbers, Flach, and
Larsson 2019). Inoltre, la continuita nel tempo di questo tipo di indagine permette di acquisire
un’immagine complessiva della diffusione dell’antibiotico resistenza nell’ecosistema e fornisce
anche dati con evidenti applicazioni pratiche quali, ad esempio, I'impatto delle strategie messe
in atto per la riduzione dei microinquinanti. Il confronto dei dati sulla diffusione dei determinanti
di resistenza agli antibiotici delle campagne 2016, 2019 e 2020 indica il miglioramento del fiume
Cassarate, una tendenza alla diminuzione nel torrente Magliasina e una tendenza al’aumento
nel fiume Vedeggio, confermando l'impatto sulla qualita delle acque degli impianti di

depurazione.




1.2. Punti di campionamento e prelievi

Il monitoraggio delle acque é iniziato nel mese di gennaio del 2020. | prelievi dei fiumi sono stati
effettuati a cadenza mensile (gennaio-dicembre). La Figura 1 mostra tutti i punti di
campionamento considerati per le indagini del 2020. Per ogni campionamento é stato prelevato
1 litro di acqua e i campioni sono stati mantenuti a 4°C ed analizzati entro otto ore dal prelievo.
| tre fiumi scelti presentano tre diversi scenari: il fiume Vedeggio & situato a valle dell'impianto di
depurazione acque (IDA) di Bioggio, il fiume Cassarate & anch’esso collocato a valle di un
impianto di depurazione che pero é stato dismesso nel gennaio del 2017 (le acque reflue
precedentemente trattate in questo impianto confluiscono ora allIDA di Bioggio), infine la
Magliasina non raccoglie le acque di alcun impianto di depurazione e nel suo tratto finale

attraversa una zona periurbana con un impatto antropico medio-alto.
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Figura 1: lllustrazione dell'ubicazione dei punti di campionamento dei tre immissari (stelle)
considerati nel monitoraggio 2020, nella mappa € indicata anche la posizione (cerchi) dei due
impianti di depurazione delle acque (IDA) del medio-Cassarate chiuso dal 2017 e I'[DA di Bioggio

tuttora attivo.




2.

Identificazione e quantificazione di determinanti genici di resistenza agli antibiotici

2.1. Presenzal/assenza di determinati genici di resistenza

I risultati del monitoraggio del 2020 mostrano che in tutti i campioni d’acqua raccolti mensilmente
nel fiume Vedeggio erano presenti tutti i geni di resistenza ricercati cosi come il gene per
l'integrasi. Al contrario, nei campioni dei fiumi Magliasina e Cassarate i geni gnrS, ermB e sulll

erano talvolta assenti o presenti ma sotto il limite di quantificazione.

2.2. Abbondanza assoluta dei geni di resistenza e del gene intl

Le abbondanze assolute dei vari geni possono essere considerate un indice del grado di
contaminazione dei diversi campioni (Su et al. 2020). Per quanto riguarda i nostri risultati,
'abbondanza assoluta dei determinanti genici di resistenza e del gene 16S rDNA nei tre fiumi
immissari mette in evidenza delle differenze riconducibili al diverso grado di antropizzazione a
cui sono sottoposti. In dettaglio, come si evince dalla Figura 2, la popolazione batterica totale
piu abbondante nel fiume Vedeggio (media annuale 16S rDNA 2*10° copie/ml) rispetto al
Cassarate (media annuale 16S rDNA 4*10° copie/ml) e al Magliasina (media annuale 16S rDNA
2*10° copie/ml). Anche la quantita di determinanti genici di resistenza & maggiore nel Vedeggio
dove la media annuale complessiva dei geni di resistenza e del gene intl & pari a 2*10* copie/ml
(Cassarate 2*102 copie/ml; Magliasina 5*102 copie/ml). In ordine decrescente i geni di resistenza
pit abbondanti tra quelli ricercati nei tre fiumi sono: intl (media annuale complessiva dei tre fiumi
2*10* copie/ml), sulll (media annuale complessiva dei tre fiumi 1*10* copie/ml), gnrS ed ermB
(medie annuali complessive dei tre fiumi 3*10° copie/ml e 2*102 copie/ml), tetA (media annuale
complessiva dei tre fiumi 9*102 copie/ml). Il gene blacrx.m, che conferisce resistenza alle
cefalosporine anche di 3° e 4° generazione e che e stato indagato nel 2020 solo nel fiume
Vedeggio, & molto meno abbondante (media annuale 3*10! copie/ml) rispetto agli altri geni di

resistenza.
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Figura 2: Medie annuali del’abbondanza assoluta dei geni di resistenza (geni ABR), del gene intl e
del gene 16S rDNA nei fiumi. La quantita € espressa in copie del gene per ml di acqua campionata

su scala logaritmica. Le barre rappresentano 'errore standard dei replicati della gPCR.
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2.3. Abbondanza relativa dei geni di resistenza e del gene intl

L’abbondanza relativa & espressa come rapporto tra la quantita assoluta di copie di un gene rispetto
al numero totale di microorganismi presenti nel campione che é dato dalla quantita assoluta del gene
16S rDNA. La Tabella 1 riassume i valori di abbondanza relativa dei geni indagati espressi in
percentuale per i campionamenti nei fiumi. Nel Vedeggio il gene intl &€ presente in media nel 2.3%
della popolazione batterica totale espressa come numero di copie di 16S rDNA, mentre nei fiumi
Cassarate e Magliasina in meno dell1% della popolazione batterica totale. sulll &€ presente
mediamente nel 3.2 % dei batteri dei campionamenti del Vedeggio. In gennaio, aprile, maggio e
dicembre la percentuale di batteri contenenti questo gene é stata compresa tra 1% e 20%, mentre
nei restanti mesi & risultata inferiore all'1%. Nel Cassarate sulll & presente nella popolazione
batterica al di sotto dell’1% eccetto nel campionamento del mese di dicembre dove raggiunge I'1.5%.
Nei campioni d’acqua dei fiumi Vedeggio e Cassarate 'abbondanza relativa del gene tetA é risultata
mediamente uguale o inferiore a 3 copie del gene ogni 1'000 copie del gene 16S rDNA.
L’abbondanza relativa media di qnrS nel Vedeggio e nel Cassarate é risultata essere di circa 8 copie
ogni 1’000 copie di 16S rDNA. Il gene ermB é stato rilevato in circa 1.5 copie ogni 100 copie di
16SrDNA nel fiume Vedeggio e 5 copie ogni 1'000 copie di 16SrDNA nel Cassarate. Nel Magliasina
i geni sulll, gnrS, tetA ed ermB sono presenti tutti al di sotto dell’1% sul totale della popolazione
batterica. Il gene blactx-m, pur essendo presente in tutti i campioni del fiume Vedeggio anche se non
sempre quantificabile, ha raggiunto concentrazioni relative medie di circa 0.02 copie/1000 copie di

16S rDNA, molto inferiori agli altri geni analizzati nel corso dell’anno.
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Tabella 1: Abbondanza relativa dei determinanti genici di resistenza nei fiumi espressa in percentuale del numero di copie del gene 16S rDNA.

Vedeggio Cassarate Magliasina

sulll qnrS tetA ermB sulll gnrS tetA ermB intl sulll
gennaio 4.0
febbraio
marzo
aprile
maggio
giugno
luglio
agosto
settembre
ottobre
novembre
dicembre

nrS tetA ermB intl

. 1050% 1-10%

-non quantificabile assente
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3.

Indagini batteriologiche

3.1. Conte batteriche totali

Il numero totale di batteri nei tre fiumi immissari (Tabella 2) fluttua dalle 71 UFC/ml (Magliasina
in gennaio) alle 3000 UFC/ml (Vedeggio in settembre). Si nota un aumento del numero di colonie
nei mesi piu caldi, da giugno a ottobre, e in aprile a seguito di un evento di pioggia inteso. Anche
con questa analisi sono evidenti le differenze tra i tre fiumi immissari: il Vedeggio presenta un
numero di batteri superiore (media annuale 1446 UFC/mI) rispetto a Cassarate e Magliasina

(media annuale circa 728 UFC/ml e 621 UFC/ml rispettivamente).

Tabella 2: Conte totali mensili dei batteri presenti nei campionamenti dei tre fiumi immissari,
espresse in unita formanti colonie per ml (UFC/ml).

Vedeggio Cassarate Magliasina
gennaio 1123 83 71
febbraio 1227 777 122
marzo 1030 373 367
aprile 1833 1417 1360
maggio 983 587 480
giugno 1067 507 717
luglio 1050 460 390
agosto 1613 1327 767
settembre 3000 1615 1803
ottobre 1043 1360 1190
novembre 2413 116 98
dicembre 970 121 94

3.2. Isolamento e identificazione di batteri resistenti agli antibiotici

Il numero totale di batteri multi-resistenti & stato determinato sommando le colonie cresciute suli
vari terreni contenenti le combinazioni di antibiotici (vedi Materiali e Metodi). In linea con le conte
batteriche totali, il maggior numero di batteri resistenti & stato rilevato nel Vedeggio, per quanto
riguarda i fiumi (Figura 3). L'andamento stagionale si sovrappone a quanto osservato per le

cariche batteriche totali.
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Figura 3: Conte totali mensili dei batteri multi-resistenti presenti nei tre fiumi immissari, espresse in
unita formanti colonie per ml (UFC/ml). | dati relativi al campionamento di aprile e settembre per tutti
e tre i fiumi sono stati omessi perché influenzati fortemente dalle abbondanti piogge.

Dall'identificazione delle colonie dei batteri multi-resistenti € emerso che quelli piu frequenti
appartengono ai generi Stenotrophomonas, Acinetobacter, Aeromonas e alla famiglia delle
Flavobacteriacee e delle Enterobatteriacee ambientali. Nel fiume Vedeggio sono stati trovati

frequentemente anche Escherichia coli, Enterococcus faecium e Comamonas sp. (Tabella 3).
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Tabella 3: Distribuzione delle colonie di batteri multi-resistenti totali e degli isolati identificati nei
campionamenti dei fiumi.
Vedeggio | Cassarate | Magliasina

NUMERO TOTALE DI COLONIE DI

267 145 92

BATTERI MULTI-RESISTENTI
Stenotrophomonas sp 69 61 32
Acinetobacter sp 32 55 29
Flavobacteriaceae 84 8 9
Aeromonas sp 20 6 5
Escherichia coli 12 0 0
Enterococchi 13 1 0
Citrobacter freundii 4 0 0
Enterobacter cloacae 0 0
Enterobatteriacee ambientali 12 13 16
Klebsiella pneumoniae 1 0 0
Pseudomonas 4 1 1
Comamonas 14 0 0

La ricerca dei geni di resistenza é stata eseguita tramite PCR sull’estratto di DNA ottenuto dal mix
di colonie appartenenti allo stesso genere o famiglia cresciute sui terreni contenenti le varie
combinazioni di antibiotici. La Tabella A2 in allegato riassume la distribuzione dei determinanti di
resistenza evidenziati nei pool batterici suddivisi secondo i campionamenti. Nelle colture di
Acinetobacter isolate da Vedeggio e Cassarate € stato possibile evidenziare la presenza del gene
sulll che conferisce resistenza ai sulfamidici e del gene tetA che conferisce resistenza alla
tetraciclina. Ambedue i geni sono frequentemente riscontrati nei ceppi ambientali di Acinetobacter
(Fresia et al. 2018; Zhang, Zhang, and Fang 2009). Nelle colture di Stenotrophomonas isolate da
Vedeggio e Cassarate € stato possibile trovare il gene gnrS che conferisce resistenza ai
fluorochinoloni. Questo risultato € interessante poiché questo gene €& stato trovato solo
recentemente in ceppi ambientali di Stenotrophomonas (Furlan et al. 2019), benché questo genere
sia molto diffuso nel’ambiente e come gli Acinetobacter presenti vari meccanismi che conferiscono
resistenza intrinseca o acquisita agli antibiotici quali pompe a efflusso, enzimi inattivanti e alterazioni
della membrana esterna. Tra i batteri multi-resistenti che possono essere considerati dei serbatoi di
geni di resistenza, si confermano quelli appartenenti al genere Aeromonas (Carnelli, Mauri, and
Demarta 2017) nei quali sono stati trovati i geni gnrS, tetA e intl negli isolati dal Vedeggio, sulll e
tetA negli Aeromonas del Cassarate e gnrS nella Magliasina. Anche se il numero di E. coli multi-
resistenti identificati nei campioni analizzati e stato in generale molto contenuto, in quelli isolati dal

Vedeggio sono stati identificati quasi tutti i geni di resistenza ricercati compreso il gene intl
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confermando ulteriormente I'impatto dellimpianto di depurazione delle acque su questo corso
d’acqua. Il gene di resistenza blacrx-w, il pit diffuso tra le Enterobacteriaceae cliniche che mostrano
un profilo di resistenza a largo spettro ai beta-lattamici (Ramadan et al. 2019) é stato identificato
oltre che negli E. coli anche in un ceppo di Enterobacter cloacae del Vedeggio. Sempre dal
Vedeggio, seppur un'unica volta, é stata isolata una Klebsiella pneumoniae resistente a sulfamidici
e tetracicline e contente il gene per l'integrasi. Oltre a contribuire alla diffusione delle resistenze in
clinica, Klebsiella pneumoniae ha un ruolo chiave nello scambio di geni di resistenza dall’ambiente

naturale a quello ospedaliero (Wyres and Holt 2018).

4. Confronto dei risultati delle analisi quantitative nei fiumi (2016, 2019 e 2020)

4.1. Quantificazione e tendenza annuale della quantita assoluta e relativa dei determinanti

genici di resistenza

Il confronto dei risultati del’abbondanza negli anni 2016, 2019 e 2020 del gene 16S rDNA (Figura
4), evidenzia una riduzione di circa un fattore 10 della quantita assoluta della popolazione
batterica totale (da circa 1*10® a 2*10° copie/ml) nei fiumi Cassarate e Magliasina e una
pressoché stabilita (da 3*10° a 2*10° copie/ml) nel Vedeggio. Anche I'abbondanza assoluta
media dei geni di resistenza in Cassarate e Magliasina diminuisce (Cassarate 9*10° copie/ml nel
2016, 4*10° copie/ml nel 2019 e 1.4*103 copie/ml nel 2020; Magliasina 5*10° copie/ml nel 2016,
6*10? copie/ml nel 2019 e 4.5*102 copie/ml nel 2020) mentre si assiste ad un aumento di questo

valore nel flume Vedeggio (5*10° copie/ml nel 2016, 2*10* copie/ml nel 2019 e nel 2020).
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Confronto annuale geni di resitenza e 16srDNA
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Figura 4. Confronto tra le medie annuali del 2016, 2019 e 2020 dell’'abbondanza assoluta
dei geni di resistenza e del gene 16S rDNA nei fiumi. La quantita & espressa in copie del
gene per ml di campione d’acqua su scala logaritmica. Le barre rappresentano I'errore
standard dei replicati della gPCR. Le linee mostrano le medie annue del gene 16SrDNA
mentre le barre colorate raffigurano le medie annue della abbondanza assoluta dei geni di

resistenza.

L’andamento annuale (2016-2019-2020) dell’antibiotico resistenza & stato calcolato con il
metodo di Mann-Kendall per il calcolo della significativita statistica della tendenza, usato per
determinare se una serie temporale ha una tendenza verso 'aumento o la diminuzione. Il
metodo non richiede che i dati siano normalmente distribuiti o lineari (Hamed 2008), ma che
non ci sia autocorrelazione. L'ipotesi nulla per questo test &€ che non ci sia una tendenza, e
I'ipotesi alternativa & che ci sia una tendenza al rialzo o al ribasso (Xile and Changhe 2012;
Hipel, Mcleod, and Weller 1989).

Le tabelle 4 e 5 mostrano 'andamento della quantita assoluta e relativa dei geni di resistenza
e del gene intl calcolati sulle medie annuali nei tre fiumi. La significativita & data sia dal valore
tau di Kendall che indica, mediante segno — o +, la tendenza all’aumento o alla diminuzione,
che dal p-value. Dall'analisi statistica si nota una maggiore significativita quando si
analizzano i dati in termini di quantita assoluta dei geni piuttosto che relativa alla popolazione
batterica totale, probabilmente perché il confronto con il totale della popolazione batterica

rappresenta una sorta di normalizzazione.
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Tabella 4: Andamento annuale della quantita assoluta dei determinanti genici di resistenza
nei tre fiumi. p <.05 abbastanza significativo*, p < .01 molto significativo**, p <.001 altamente
significativo***,

Geni ABR: quantita assoluta

Kendall's Tau p-value  Trend

Vedeggio | 0.24* 0.02 positivo
Cassarate -0.35** 0.002 negativo
Magliasina -0.43*** <.001 negativo

Tabella 5: Andamento annuale della quantita dei determinanti genici di resistenza relativa al
totale della popolazione batterica nei tre fiumi p < .05 abbastanza significativo*, p < .01 molto
significativo**, p < .001 altamente significativo***,

Geni ABR: quantita relativa

Kendall's Tau p-value Trend

Vedeggio 0.13 0.14 nessuno
Cassarate -0.21* 0.04 negativo
Magliasina -0.23* 0.03 negativo
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5. Conclusioni

I tre fiumi, Vedeggio, Cassarate e Magliasina, immissari del Lago di Lugano indagati in questo studio,
si confermano serbatoi ambientali di geni di resistenza e di batteri resistenti agli antibiotici. | dati
ottenuti avvalorano lo stretto nesso tra resistenza agli antibiotici e carico inquinante di origine umana
nel’lambiente e il forte impatto dellimpianto di depurazione come fonte significativa di geni di
resistenza e batteri resistenti. Infatti, i dati di presenza/assenza di geni di resistenza nei diversi
campioni analizzati dimostrano la maggiore positivita dei campioni prelevati da acque, come quelle
del Vedeggio, sottoposte ad un maggior impatto antropico. La quantificazione dei determinanti genici
di resistenza e la valutazione delle loro abbondanze assoluta e relativa, permettendo di approfondire
il risultato qualitativo, confermano che il Vedeggio subisce l'impatto negativo dello scarico
dellimpianto di depurazione delle acque di Bioggio. In questo fiume si puo stimare che una cellula
batterica ogni 100 possiede almeno 1 gene di resistenza. Considerando il dato quantitativo assoluto
annuale medio di cellule per millilitro di campione che e di circa 2*1068, il carico di batteri con almeno
un gene di resistenza nel fiume corrisponde a circa 20'000 cellule al ml. In riferimento all’'abbondanza
relativa del gene intl, che codifica per 'integrasi degli integroni clinici di classe 1 e che & un indicatore
(proxy) di inquinamento di origine antropica (Gillings et al. 2015), si osserva che questo gene é
mediamente presente in circa 2.3 cellule ogni 100 (40'000 batteri/ml) nel Vedeggio, nello 0.4% delle
cellule del Cassarate (8'000 batteri/ml) e in 4 batteri ogni 1'000 nel Magliasina (8'000 batteri/ml).
Appare quindi evidente come i risultati del Vedeggio siano pesantemente influenzati dal carico
inquinante di origine antropica causato dall'impianto di depurazione. Per contro, nel Cassarate, dove
il depuratore € stato dismesso nel gennaio 2017, si & assistito ad una riduzione della quantita di geni
di resistenza in confronto ai risultati precedenti. Il flume Magliasina risulta essere quello dove
l'impatto antropico, misurato tramite la resistenza agli antibiotici, € minore. | geni di resistenza rilevati
in questo fiume potrebbero essere presenti naturalmente nei batteri eterotrofi che popolano I'acqua
(Pei et al. 2006) e solo in parte avere origine da altre fonti che possono fungere da serbatoio per la
selezione di geni di resistenza agli antibiotici come ad esempio gli scaricatori di piena o le acque
provenienti dal settore dell’agricoltura e da piccoli allevamenti.

Il confronto dei dati sulla diffusione dei determinanti di resistenza agli antibiotici delle tre campagne
CIPAIS del 2016, del 2019 e del 2020 indica una riduzione delle resistenze nella Magliasina, il
continuo miglioramento del Cassarate in seguito alla chiusura dell'impianto e una leggera tendenza
allaumento nel fiume Vedeggio, confermando ancora una volta I'impatto sulla qualita delle acque
degli impianti di depurazione. L’andamento della resistenza nel corso dei tre anni risulta essere piu
significativo prendendo in considerazione la quantita assoluta dei determinati genici di resistenza.
Questo dato conferma che, per provare a stabilire il rischio di trasmissione della resistenza in
ambiente, non é sufficiente avere solo valori di abbondanza relativa o prevalenza ma é necessario
considerare I'abbondanza assoluta. Infatti le cellule batteriche spesso si presentano in aggregati

dove possono raggiungere dosi clinicamente rilevanti, anche se la loro abbondanza media in una
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data fonte & apparentemente bassa (Manaia 2017). | geni sul e tet, specialmente abbondanti nel
Cassarate e Magliasina, sono probabilmente stati selezionati dall'uso massiccio che si & fatto in
passato di sulfamidici e tetracicline e sembrano oramai diventati parte integrante del genoma delle
popolazioni batteriche ambientali (Czekalski et al. 2012; Berglund 2015). La diffusione dei geni gnr
per la resistenza ai fluorochinoloni e ermB per quella ai macrolidi sembrerebbe invece piu
direttamente correlata all’attivita antropica (Pallares-Vega et al. 2019). Il gene gnrS in particolare é
stato isolato principalmente in presenza di acque di scarico, nei fanghi attivi e in corsi d’acqua situati
nei pressi diimpianti di depurazione (Berglund 2015; Castrignano et al. 2020). Tra i geni di resistenza
indagati sono da sottolineare i dati relativi al gene blactx.u che nel Vedeggio ha raggiunto
concentrazioni relative medie di circa 0.02 copie/1000 copie di 16S rDNA, corrispondente a circa 20
batteri positivi per il gene per ogni ml di acqua campionata. blacrx-m, il gene piu diffuso tra le
Enterobacteriaceae cliniche che mostrano un profilo di resistenza a largo spettro ai beta-lattamici
(Ramadan et al. 2019) e stato identificato negli E. coli e negli Enterobacter cloacae isolati dal
Vedeggio. blactx-v, codifica per delle B-lattamasi ad ampio spettro (ESBL) e si € diffuso rapidamente
dai ceppi clinici allambiente (Lartigue et al. 2007; R Cantén et al. 2008) grazie al fatto di essere
associato a plasmidi altamente mobilizzabili (Amos et al. 2014; Rafael Cantdén, Gonzéalez-Alba, and
Galan 2012). La sua presenza in ceppi ambientali & strettamente collegata all’utilizzo massiccio degli
antibiotici beta-lattamici. Il gene, presente soprattutto nelle enterobatteriacee di interesse clinico
come E. coli e Klebsiella pneumoniae (Wang et al. 2013), puo essere trasferito anche ad altre specie
batteriche della classe delle gammaproteobatteria come Pseudomonas aeruginosa,
Stenotrophomonas malthophilia e Aeromonas spp. (Al Naiemi, Duim, and Bart 2006; Piotrowska et
al. 2017; S.-Y. Lu et al. 2010) che possono fungere da vettori, contribuendo alla diffusione della
resistenza a microrganismi patogeni o patogeni opportunisti (Manaia 2017). | batteri multi-resistenti
isolati dai campioni d’acqua raccolti nel presente studio possono essere suddivisi in batteri
prevalentemente ambientali (Aeromonas spp., Acinetobacter spp. e Stenotrophomonas spp.), in
grado di acquisire e trasferire facilmente I'antibiotico-resistenza orizzontalmente e batteri isolati
nellambiente ma presenti nella normale flora umana e animale con possibile rilevanza clinica
(Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecium, Enterobacter cloacae e Citrobacter
freundii). Anche questi batteri possono facilmente acquisire geni di resistenza e ritornare al’'uomo
per esempio attraverso il ciclo di riutilizzo del’acqua (Manaia 2017; Aslan et al. 2018; Fahrenfeld et
al. 2013; J. Lu et al. 2020). Stabilire una soglia di rischio d’infezione per 'uomo legato alla quantita
di batteri resistenti nel’ambiente & probabilmente impossibile: la presenza di batteri resistenti al di
sotto della dose infettiva non pud essere associata ad un basso fattore di rischio perché i batteri
sono in grado di moltiplicarsi velocemente nel corpo umano (Manaia 2017; Ben et al. 2019;
“Reflection Paper on Antimicrobial Resistance in the Environment: Considerations for Current and
Future Risk Assessment of Veterinary Medicinal Products Reflection Paper on Antimicrobial

Resistance in the Environment: Considerations for Current and Future” 2021). A fini preventivi per
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la salute pubblica si dovrebbe percio applicare il principio di precauzione e tendere al raggiungimento
dei livelli piu bassi possibili delle quantita di geni di resistenza e di batteri resistenti anche
nell’ambiente acquatico. In una visione “One-Health”, solo un monitoraggio continuo a medio-lungo
termine permetterebbe di verificare i cambiamenti dello stato delle acque e di capire meglio il ruolo

dell’'ambiente nella diffusione di geni e di batteri resistenti.
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Allegati

Tabella Al. Sono riportati | valori espressi come copie di DNA per ml di acqua filtrati ottenuti dall’analisi quantitativa dei geni di resistenza agli

antibiotici, del gene 16S rDNA e del gene intl. Le tabelle si riferiscono ai fiumi Vedeggio, Cassarate e Magliasina. NEG: negativo;

< LOQ: al di sotto del limite di quantificazione (vedi valori in Tabella M2).

gennaio
febbraio
marzo
aprile
maggio
giugno
luglio
agosto
settembre
ottobre
novembre
dicembre

Vedeggio
16S
2.27E+06
3.82E+06
6.33E+05
5.44E+05
1.92E+05
1.98E+05
3.11E+06
8.91E+05
3.24E+06
9.39E+05
9.48E+06
3.85E+05

sulll
9.11E+04
2.54E+04
4.87E+03
1.07E+05
3.07E+03
1.03E+03
5.67E+03
4.14E+03
9.06E+03
2.04E+03
8.30E+04
3.76E+04

qnrS
4.09E+03
5.59E+03
4.07E+02
6.11E+03
1.29E+03
3.88E+03
1.98E+03
1.67E+04
2.27E+04
7.44E+02
5.71E+03
1.48E+03

tetA
1.11E+03
8.90E+02
2.67E+02
7.78E+03
2.21E+03
1.73E+02
8.92E+02
2.94E+03
6.42E+03
2.70E+02
1.12E+03
2.26E+02

ermB
1.82E+03
1.29E+03
1.74E+02
9.64E+03
1.10E+03
5.15E+02
2.35E+02
2.91E+03
1.15E+04
2.07E+02
2.65E+03
9.77E+02

intl
1.16E+04
2.83E+04
7.53E+03
2.96E+04
3.91E+03
5.11E+03
1.25E+04
3.09E+04
9.15E+04
1.55E+04
3.49E+05
1.40E+04

ctxm
<LoQ
3.05E+01
<LoQ
<L0Q
9.34E+00
<LoQ
<LoQ
4.76E+01
3.03E+01
<LoQ
4.61E+01
3.45E+01

Cassarate
16S
7.52E+04
2.82E+05
2.73E+05
3.03E+05
7.17E+04
1.11E+05
2.20E+05
4.59E+05
1.19E+06
1.31E+06
5.12E+04
7.13E+04

sulll
5.54E+01
1.16E+01
2.91E+01
3.49E+02
5.91E+01
2.20E+01
1.21E+02
1.03E+03
1.79E+03
1.05E+03
1.40E+01
1.09E+03

qnrS
2.44E+02
neg
2.94E+01
8.56E+02
<LoQ
2.69E+03
3.91E+02
2.23E+04
3.86E+02
5.40E+02
neg
<LoQ

tetA
4.31E+01
2.82E+01
1.86E+02
2.69E+03
3.91E+02
4.26E+01
6.70E+01
4.83E+02
8.72E+02
4.53E+02
3.63E+01
3.74E+01

ermB
5.54E+01
2.81E+01
2.89E+01
5.87E+03
2.30E+02
2.03E+03
2.91E+02
1.84E+03
5.42E+03
5.52E+03
8.25E+01
1.30E+02

intl
1.34E+02
1.96E+02
7.05E+02
2.03E+03
2.91E+02
2.07E+02
9.15E+02
4.46E+03
6.61E+03
2.10E+03
2.14E+02
4.75E+02

Magliasina
16S
4.61E+04
1.68E+05
1.24E+05
2.59E+05
4.33E+04
1.19E+05
7.76E+04
9.36E+04
7.59E+05
2.58E+05
1.87E+04
3.88E+04

sulll

<LoQ

<LoQ
5.89E+01
2.51E+02
2.93E+01
2.98E+01
6.73E+01
5.96E+01
1.61E+03
3.82E+01
1.76E+01
1.97E+02

qnrS
<LoQ
neg
2.01E+01
8.59E+01
<LoQ
1.95E+01
4.43E+01
5.06E+01
1.92E+03
<LoQ
neg
<LoQ

tetA
1.92E+01
2.45E+01
4.99E+01
1.10E+03
1.16E+02
7.12E+01
1.84E+01
4.85E+01
1.11E+03
6.84E+01
1.33E+01
1.47E+01

ermB

2.00E+01
neg

5.22E+01
5.91E+02
5.96E+01
1.23E+01
2.71E+01
3.11E+01
2.56E+03
2.16E+01

<LoQ

<LoQ

intl
5.10E+01
2.24E+02
1.65E+02
1.36E+03
1.12E+02
5.16E+02
6.48E+02
9.08E+02
7.22E+03
1.82E+02
7.22E+01
1.15E+02
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Tabella A2: Distribuzione dei determinanti di resistenza negli isolati identificati nei campionamenti di fiumi.

Vedeggio

Cassarate

Magliasina

blaCtxm

sulll

qnrS

tetA

ermB

intl

blaCtxm

sulll

qnrS

tetA

ermB

intl

blaCtxm

sulll

qnrS

tetA

ermB

intl

Stenotrophomonas sp

Acinetobacter sp

Flavobacteriaceae

Aeromonas sp

Escherichia coli

Enterococci

Citrobacter freundii

Enterobacter cloacae

Enterobatteriaceae ambientali

Klebsiella pneumoniae

Pseudomonas

Comamonas
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Appendice | Approfondimenti metodologici

Capitolo 2. La Tabella M1 riassume i geni indagati durante il 2020 in tutti i campioni. Si tratta di 5
geni che danno resistenza alle classi di antibiotici maggiormente utilizzate in medicina umana e
veterinaria. Oltre ai geni di resistenza é stato quantificato anche il gene intl che codifica per I'integrasi
degli integroni di classe |, potenziali marcatori molecolari del’impatto antropico sulle popolazioni
batteriche ambientali e coinvolti anche nella diffusione delle resistenze (Gillings et al. 2015; Nardelli
et al. 2012; Stalder et al. 2012).

Tabella M1: Classi degli antibiotici e relativi geni che conferiscono resistenza analizzati nello studio.
Per ogni gene é indicato anche il meccanismo che induce resistenza all’antibiotico e la

localizzazione.

Classe Gene . . . . . ) )
. . Meccanismo di resistenza e localizzazione Localizzazione
antibiotico indagato
B-lattamici blacr Codifica per enzimi detti -lattamasi che Plasmidio

inattivano I'antibiotico.

Codifica per una forma mutata della proteina
Fluorochinoloni gnrS bersaglio che non viene riconosciuta Plasmidio
dall'antibiotico.

Cadifica per una forma alternativa della
Sulfamidici sulll proteina bersaglio che non viene riconosciuta Plasmidio
dall'antibiotico.

Codifica per una pompa a efflusso che elimina

l'antibiotico dalla cellula. Plasmidio

Tetracicline tetA
Codifica per una metilasi che modifica la
Macrolidi ermB proteina bersaglio rendendola irriconoscibile
dall'antibiotico.

Cromosoma o
plasmidio

I metodi utilizzati per le analisi molecolari, conformi a quelli implementati dal Water Research
Institute di Verbania, sono sostanzialmente gli stessi impiegati nel 2019 (Solca et. al. 2020). || DNA
dei controlli positivi di ogni gene (standard) é stato purificato e quantificato per creare la curva di
calibrazione (De Cesare et al. 2016). Il limite di quantificazione (LOQ: limit of quantification), che
corrisponde alla concentrazione minima degli standard che lo strumento € in grado di quantificare,
e stato determinato come descritto da Czekalski et al. 2014. Nella Tabella M2 sono riportati i valori

di LOQ (copie/ml) per i geni considerati in questo studio.
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Tabella M2: Limite di quantificazione dei geni presi in considerazione in questo studio; i valori sono
espressi in copie/ml. Sono indicati anche la percentuale di efficienza della gPCR e il valore di R?

ricavati dalla retta standard.

Standard | Efficienza (%) R? (Coi)%?ml)

16SIRNA 80.29 0.99 53
sulll 89.82 0.99 23
qnrs 119.50 0.98 60

blaCTXM 103.40 0.97 52
ermB 98.42 0.99 43
tetA 91.79 0.98 33

Lo strumento per I'analisi quantitativa dei campioni & il termociclatore 7500/7500 Fast Real Time
PCR System (Applied Biosystems) e la quantificazione é effettuata attraverso marcatura con Fast
SYBR™ Green Master Mix (Applied Biosystems). | risultati sono espressi sia come abbondanza
assoluta (copie del gene per ml di acqua filtrati) sia come abbondanza relativa (tramite
normalizzazione al numero di copie del gene 16S rDNA, utilizzato come indicatore del numero totale
di cellule batteriche). | campioni nei quali la presenza di un gene non era quantificabile sono stati

valutati unicamente per presenza/assenza del determinante di resistenza
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Capitolo 3. Per la carica batterica totale (Total Viable Count), o conta dei germi aerobi mesofili, &
stata utilizzata la tecnica delle membrane filtranti che consiste nel filtrare un volume conosciuto di
campione attraverso una membrana di cellulosa di porosita 0,45 um che viene poi posta in una
piastra contenete il terreno PCA (Plate Count Agar). Dopo incubazione in termostato a 30°C per 48
ore vengono contate tutte le colonie batteriche che si sono sviluppate. La quantita di batteri é
espressa in unita formanti colonie per ml di acqua filtrata (UFC/ml). Per determinare la presenza di
batteri multi-resistenti nei campioni d’acqua & stata utilizzata la stessa tecnica ma le membrane sono
state poste su piastre selettive contenenti diverse combinazioni di antibiotici. Di seguito sono
riportate le combinazioni scelte: CIP: CTX (ciprofloxacina: cefotaxime) 2:4 ug/ml; NOR: CEF
(norfloxacina: cepfodoxime) 4:8 ug/ml; CLR: TE (claritromicina: tetraciclina) 4:8 ug/ml. Da ogni
piastra sono state isolate da un minimo di 5 a un massimo di 30 colonie la cui identificazione, a livello
di genere o specie, €& stata effettuata mediante MALDI-TOF MS. Dai batteri multi-resistenti,
raggruppati in base alla famiglia, genere o specie, € stato estratto il DNA per determinare la presenza
di geni di resistenza mediante PCR. | geni ricercati sono stati gli stessi quantificati nei campioni
d’acqua (Tabella M1), compreso il gene per l'integrasi. Lo scopo & stato di cercare di individuare

guali batteri possono fungere da serbatoi/vettori di geni di resistenza.
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