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Abstract

The emergence and the increase of antibiotic resistant microorganisms is a growing threat to
global public health. The environment is an important reservoir of antibiotic resistant genes (ARGS)
and of resistant bacteria (ARBs) and it is currently considered to play a relevant role in their
dissemination. The environmental monitoring that characterizes the occurrence and source of
ARGs and ARBs is therefore particularly important to address the challenge of antimicrobial
resistance for health risk assessment and mitigation strategies.

During 2019, we investigated the diffusion of antibiotic resistance determinants and of antibiotic
resistant bacteria in water samples collected from the Lake of Lugano and some tributary rivers,
namely Vedeggio, Cassarate and Magliasina. Five antibiotics resistance genes, that confers
resistance to the major classes of antibiotics used in clinical and veterinary medicine (B-lactams,
macrolides, tetracycline, quinolones and sulphonamides), the intl gene, considered a proxy of
bacterial resistance, and the 16S rDNA gene were quantified by qPCR. Each sample was also
analysed for isolating and identifying multi-resistant bacteria.

Results highlight that intl and almost all the resistant genes investigated could be quantified in
nearly every sample. Their presence was particularly relevant in the river Vedeggio, sampled
downstream of the outlet of the wastewater treatment plant of Bioggio. This river was also the most
contaminated by resistant bacteria.

The comparison between the 2019 and the 2016 campaigns of samplings indicates a substantial
data stability for the river Magliasina, an improvement of the water quality referred to ARGs and
ARBs in the river Cassarate and a negative trend in the river Vedeggio. The wastewater treatment
plant influencing the river Cassarate was put out of order in 2017, whereas the harmful impact of
the outlet of the Bioggio installation on the river Vedeggio was confirmed. The load of resistance
determinants in the Lake of Lugano water remained rather stable. The influence of the river inputs
on the water body is mitigated by the dilution effect and could probably be detected only over a
longer time.

Our results as those of others worldwide confirm the role played by the wastewater plants as
source of ARGs and ARBs contaminating the water environment. Although these implants already
reduce substantially the load of bacteria that can be transmitted through the water cycle, they can
also act as proper environment to the development of resistances and the release of antibiotic
residues, ARGs and ARBs. The removal of the discharge of these installations leads to a clear
decrease in the release of the resistance determinants, suggesting that a positive environmental
response can take place in short times. The wastewater treatment plants can therefore represent a
suitable ring of the resistance spread chain to act on to implement reduction and containment.
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1. Introduzione generale

Nicola Solca
Sezione per la protezione dell’aria, dell'acqua e del suolo — UGRAS, Bellinzona

L'insorgenza di batteri resistenti & tra i problemi sanitari globali piu rilevanti dei nostri tempi. Per
ridurre l'incremento delle resistenze, la Svizzera ha lanciato nel 2015 una strategia nazionale
contro le resistenze agli antibiotici (StAR), che vuole affrontare il problema attraverso un approccio
integrato “one health”, tenendo debito conto di misure e ripercussioni in ambito umano, animale,
agricolo e ambientale.

I meccanismi, grazie ai quali i batteri possono sviluppare resistenze agli antibiotici, sono molteplici
e includono anche fenomeni presenti in natura. | batteri che acquisiscono queste informazioni
genetiche sono potenzialmente in grado di trasferirle ai propri discendenti oppure ad altri batteri,
inclusi quelli patogeni per l'uomo o per gli animali. Nei luoghi di maggiore impiego o
concentrazione di antibiotici, i residui nel’ambiente possono stimolare I'apparizione di fenomeni di
resistenza.

Per il comparto ambientale, la StAR prevede al momento la necessita di acquisire nuove
conoscenze attraverso diversi programmi di approfondimento scientifico e un numero ancora
limitato di misure d'intervento, la principale delle quali riguarda I'ammodernamento d'importanti
impianti di depurazione delle acque reflue (IDA). Nonostante gli IDA riducano gia oggi
sostanzialmente il carico di batteri che pud venire trasmesso attraverso il ciclo delle acque, essi
possono anche fungere, nel percorso attraverso il ciclo delle acque, da ambiente propizio allo
sviluppo di resistenze e al rilascio di residui di antibiotici. | risultati delle campagne CIPAIS degli
scorsi anni, cosi come quelli presentati in questo rapporto e altre evidenze scientifiche,
confermano il ruolo degli IDA.

Un aspetto molto interessante della ricerca qui presentata, vista la dismissione a partire dal 2017
dell'lDA di Cadro sul fiume Cassarate, € il confronto tra i dati del 2016 e quelli del 2019. | risultati
mostrano come la rimozione dello scarico di questo impianto abbia portato a una chiara
diminuzione delle resistenze nelle acque del Cassarate, suggerendo quindi che una risposta
ambientale positiva puo avvenire, proprio agendo sugli impianti di depurazione delle acque reflue e
come previsto dalla StAR, in tempi ristretti.

E interessante anche notare come gli organi federali preposti alla valutazione del rischio e alla
determinazione di standard di qualita ambientali (SQA) per i microinquinanti organici nell’'ambiente
— in particolare il Centro svizzero d'ecotossicologia applicata — stiano promuovendo degli
approfondimenti sul rischio legato ai residui di antibiotici nel’ambiente, considerando accanto agli
effetti ecotossicologici piu tradizionali anche i possibili risvolti nellinduzione allo sviluppo di
resistenze. Primi risultati mostrano come per la maggior parte degli antibiotici gli SQA siano
sufficientemente protettivi anche per 'ambito della resistenza batterica, ma con rilevanti eccezioni.
Quindi, accanto a ulteriori approfondimenti tutt'ora in corso, sara verosimilmente necessario
considerare attentamente anche il tema della resistenza batterica nella procedura di calcolo degli
SQA e, diriflesso, anche negli standard di qualita di trattamento e gestione delle acque reflue.

In conclusione, la ricerca descritta in questo rapporto si inserisce nella strategia StAR per meglio
comprendere lo sviluppo e la diffusione di popolamenti di batteri resistenti nellambiente. | risultati
si integrano inoltre nel quadro complessivo delle conoscenze raccolte sul Ceresio dalla CIPAIS
negli ultimi 8 anni, in relazione alla pressione antropica esercitata dai microinquinanti,
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rispettivamente dalle attivita umane che ne sono all'origine. Le campagne 2016 e 2019
confermano il ruolo delle acque quale veicolo di diffusione ambientale di geni di resistenza e gli
IDA come opportuno anello della catena per implementare, in questo ambito, interventi di riduzione
e contenimento. Per una buona riuscita della strategia federale, non sara tuttavia possibile
prescindere da una decisiva riduzione del consumo di antibiotici alla fonte: nonostante diversi
progressi, molti miglioramenti in questo ambito devono ancora essere realizzati. Per un
monitoraggio piu regolare in ambito CIPAIS sul Ceresio, le misurazioni sulla presenza di genici di
resistenza e batteri resistenti verranno in futuro condotte all'interno della Sezione 1, che tratta da
diversi anni questo tema per il lago Maggiore.



Ricerca e monitoraggio di determinanti genici di re sistenza agli antibiotici nelle
acque del Lago Ceresio e di alcuni fiumi immissari

Antonella Demarta e Federica Mauri
Scuola universitaria professionale della svizzera italiana — DACD, LMA, Bellinzona

2. 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 difficiimente quantificabili, possono sul lungo termine promuovere
direttamente o indirettamente l'insorgenza di antibiotico-resistenza nei batteri. L’acqua puo percio
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 (Rodriguez-Mozaz et al. 2015; OMS 2018).

L'incremento dell’antibiotico resistenza puo 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 nell’ambiente e
delle strategie attuabili per la sua riduzione. Il monitoraggio ambientale & percio fondamentale per
il controllo della diffusione dell'antibiotico resistenza. 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.

Dalla campagna di monitoraggio CIPAIS del 2016 (CIPAIS 2017), € emerso che i geni di
resistenza agli antibiotici (geni ABR) comunemente utilizzati in clinica e veterinaria sono presenti
nei batteri del Lago di Lugano e specialmente dei fiumi immissari influenzati da impianti di
depurazione (IDA). In base a questi risultati e vista I'importanza del monitoraggio ambientale per
qguanto riguarda le strategie di limitazione dell’antibiotico resistenza, nel 2019 é stato deciso di
eseguire nuovamente le indagini sulle acque del Lago di Lugano e degli immissari. Rispetto alla
Campagna CIPAIS del 2016, sono stati effettuati alcuni cambiamenti e miglioramenti che verranno
indicati e motivati di seguito.
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3. Materiali e metodi

3.1. Punti di campionamento e prelievi

Il monitoraggio delle acque € iniziato nel mese di gennaio del 2019. | prelievi sul Lago di Lugano
sono stati effettuati a cadenza stagionale (marzo, giugno, settembre e novembre) mentre quelli dei
fiumi a cadenza mensile (gennaio-dicembre). La Figura 1 mostra tutti i punti di campionamento
considerati per le indagini del 2019 e le relative modifiche rispetto alla campagna del 2016
(CIPAIS 2017). 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. Il prelievo delle acque pelagiche a
Gandria e Ponte Tresa é stato effettuato mediante un campionatore integrale (Zullig AG,
Rheineck) in grado di raccogliere I'acqua in continuo da 20 metri di profondita fino in superficie
(campione integrato). | prelievi vicino alla costa sono stati eseguiti a Lugano alla profondita di 40
metri nei pressi dell’'attuale stazione di captazione dell’acqua potabile, mentre a Riva San Vitale
alla profondita di 33 metri nel punto in cui & prevista la costruzione di un nuovo impianto di
captazione per I'approvvigionamento di acqua potabile. Per la raccolta di questi due campioni e
stato utilizzato un campionatore con chiusura a distanza (modello PWS, della ditta Hydrobios, Kiel,
D). Nel 2019 e stato aggiunto il prelievo pelagico (integrato 0-20 metri) al largo di Figino. Questo
punto & monitorato anche per i parametri limnologici ed & localizzato in una zona del Lago da cui

viene captata acqua per I'impianto di potabilizzazione di Casoro (Barbengo).

| tre fiumi scelti presentano tre diversi scenari: il flume Vedeggio € situato a valle dell'impianto di
depurazione (IDA) di Bioggio, il fiume Cassarate € anch’esso collocato a valle di un impianto di
depurazione che pero e stato dismesso nel gennaio del 2017 (le acque reflue precedentemente
trattate in questo impianto confluiscono ora all'IDA 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. Il fiume Laveggio non € piu stato campionato in quanto i risultati
ottenuti nel 2016 erano simili a quelli del flume Vedeggio.

Figura 1:
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3.2. Analisi molecolari per l'identificazione e la quantificazione dei geni di resistenza

Poiché durante il monitoraggio del 2016 i geni blagxa, sullll e tetB non sono mai stati rilevati e il
gene tetM e risultato solo a volte presente ma mai quantificabile, € stato deciso di non indagare
ulteriormente questi geni nel 2019. Anche i geni vanA (resistenza alla vancomicina) e mcr-1
(resistenza alla colistina), inizialmente proposti, non sono stati considerati nei campionamenti del
2019 in quanto sembrerebbe che siano presenti soprattutto nelle acque di scarico prima del
trattamento negli impianti di depurazione e solo in quantith minime nelle acque depurate
(Hembach et al. 2017; Jager et al. 2018; Pazda et al. 2019). Per contro, e stata introdotta la ricerca
del gene ermB che conferisce la resistenza ai macrolidi, antibiotici ampiamente utilizzati in clinica.
Per quanto riguarda i geni di resistenza ai B-lattamici € stato deciso di indagare il gene blactxwm,
isolato in campioni clinici gia da circa 15 anni e piu recentemente anche dall'ambiente soprattutto
in ceppi di Escherichia coli (M.-F. Lartigue et al. 2007; R Cantén 2009; Zarfel et al. 2017). 1l gene
era risultato negativo nello screening qualitativo del 2016, ma delle analisi svolte tramite PCR
guantitativa nel 2017 e 2018 dal nostro laboratorio hanno mostrato la sua presenza nei campioni
del fiume Vedeggio e in batteri resistenti isolati dallambiente acquatico. Per questo motivo, nel
2019 il gene blactx.v € stato quantificato (QPCR) nei campioni del fiume Vedeggio e ricercato nei
batteri multi-resistenti tramite PCR qualitativa.

La Tabella 1 riassume i geni indagati durante il 2019 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 e stato quantificato anche il gene intl che codifica per l'integrasi degli
integroni di classe |, potenziali marcatori molecolari dellimpatto 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 1: Classi degli antibiotici e relativi gen i che conferiscono resistenza analizzati nello stud io.
Per ogni gene é indicato anche il meccanismo che in  duce resistenza all’antibiotico e la
localizzazione.

Classe antibiotico Gene indagato Meccanismo di resistenza e localizzazione Localizzazione

B-lattamici blactx-m Cadifica per enzimi detti B-lattamasi che inattivano Plasmidio
I'antibiotico.
Fluorochinoloni gnrS Codifica per una forma mutata della proteina bersaglio Plasmidio
che non viene riconosciuta dall'antibiotico.
Sulfamidici sulll Codifica per una forma alternativa della proteina Plasmidio
bersaglio che non viene riconosciuta dall'antibiotico.
Tetracicline tetA Codifica per una pompa a efflusso che elimina Plasmidio
I'antibiotico dalla cellula.

Macrolidi ermB Codifica per una metilasi che modifica la proteina Cromosoma o

bersaglio rendendola irriconoscibile dall’antibiotico. plasmidio

I metodi utilizzati per le analisi molecolari, conformi a quelli implementati dal Water Research
Institute di Verbania, sono sostanzialmente gli stessi impiegati nel 2016 (CIPAIS 2017). In
particolare, & stato comunque deciso di effettuare su tutti i campioni di acqua I'analisi quantitativa
tramite qPCR tralasciando l'analisi qualitativa (PCR) utilizzata nel 2016 che é stata riservata
all'analisi delle colture batteriche multi-resistenti. Data la maggiore sensibilita riscontrata con la
gPCR e per poter garantire il confronto e I'armonizzazione dei dati del 2019 con quelli del 2016
(soprattutto per il Lago), & stato deciso di eseguire retroattivamente I'analisi quantitativa (QPCR)

sui campioni del 2016 risultati negativi allo screening qualitativo per i geni di resistenza. Queste
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analisi, benché non programmate inizialmente, rientrano nel preventivo di spesa definito in
sostituzione alla ricerca dei geni mcr-1 e vanA.

Il DNA dei controlli positivi di ogni gene (standard) e stato purificato e quantificato per creare la
curva di calibrazione (Di Cesare et al. 2013). Il limite di quantificazione (LOQ: Ilimit of
quantification), che corrisponde alla concentrazione minima degli standard che lo strumento € in
grado di quantificare, & stato determinato come descritto da Czekalski et al. (Czekalski, Gascén
Diez, and Burgmann 2014). Nella Tabella 2 sono riportati i valori di LOQ (copie/ml) per i geni
considerati in questo studio.

Tabella 2: Limite di quantificazione dei geni pres i in considerazione in questo studio; i valori sono
espressi in copie/ml.

Standard 16S rDNA sulll gnrS blactxm ermB tetA intl
LOQ 5.E+01 2.E+01 6.E+00 5.E+01 4.E+01 3.E+02 2.E+01
(copie / ml)

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
SYBRTM 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.

3.3 Indagini batteriologiche

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 &
espressa in unita formanti colonie per ml di acqua filtrata (UFC/ml).

Per determinare la presenza di batteri multi-resistenti nei campioni d’acqua e 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 pg/ml; NOR: CEF (norfloxacina: cepfodoxime) 4:8 pg/ml; CLR: TE
(claritromicina: tetraciclina) 4:8 pg/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, e 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 1), compreso il gene
per lintegrasi. Lo scopo e stato di cercare di individuare quali batteri possono fungere da

serbatoi/vettori di geni di resistenza.
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4. Risultati del monitoraggio del 2019

4.1 ldentificazione e quantificazione di determinanti genici di resistenza agli antibiotici

Presenza/assenza di determinati genici di resistenza

| risultati del monitoraggio del 2019 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 gqnrS, ermB e tetA
erano talvolta assenti o presenti ma sotto il limite di quantificazione. Nel lago i geni sulll, tetA e intl
sono stati i pit frequenti, presenti in tutti i punti di campionamento.

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 1E+06 copie/ml) rispetto al Cassarate
(media annuale 16S rDNA 2E+05 copie/ml) e al Magliasina (media annuale 16S rDNA 1E+05
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 e pari a 3E+04 copie/ml
(Cassarate 3E+03 copie/ml; Magliasina 6E+02 copie/ml). In ordine decrescente i geni di resistenza
piu abbondanti tra quelli ricercati nei tre fiumi sono: sulll (media annuale complessiva 2E+04
copie/ml), ermB (media annuale complessiva 2E+04 copie/ml), intl (media annuale complessiva
1E+04 copie/ml), gnrS (media annuale complessiva 3E+03 copie/ml) e tetA (media annuale
complessiva 1E+03 copie/ml). Il gene blactx.m, Che conferisce resistenza alle cefalosporine anche
di 3° e 4° generazione e che é stato indagato nel 2019 solo nel fiume Vedeggio, € molto meno
abbondante (media annuale 7E+01 copie/ml) rispetto agli altri geni di resistenza.

Abbondanza assoluta Fiumi

1.00E+07 1.00E+07
T 1.00E:06 1.00E+06 E
T T
F 100405 T —® 100E+05 B
(5] (¥}
& 1.00E+04 T 1.00E+04 <zf-
= T T T a
‘£ 1.00E+03 T T 1.00E+03 &
1] T =]
1] T -

1.00E+02 1.00E+02

1.00E+01 1.00E+01

1.00E+00 1.00E+00

Vedeggio Cassarate Magliasina
sull ll qnrS tetA EEEermB mEEintl mEEctx-M —e—16S

Figura 2: Medie annuali dell'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 l'errore standard dei replicati della qPCR.
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Nei campionamenti del Lago di Lugano (Figura 3) non si osservano variazioni importanti
nell'abbondanza assoluta dei geni di resistenza, fatta eccezione per il punto di Figino dove le
medie annuali della quantita di determinanti genici di resistenza (2E+03 copie/ml) e della
popolazione batterica totale (3E+06 copie del gene 16S rDNA/mI) sono dieci volte maggiori a
quanto misurato negli altri punti. In tutti i campionamenti il gene per l'integrone di classe uno (intl) &
quello piu abbondante (media annuale 3E+03 copie/ml), seguito da tetA (5E+02 copie/ml), ermB
(4E+02 copie/ml), sulll (2E+02 copie/ml) e infine gnrS (3E+01 copie/ml).

Abbondanza assoluta Lago
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Figura 3: Grafico delle medie annuali dell’'abbondanza assoluta dei geni di resistenza (geni ABR), del gene
intl e del gene 16S rDNA nel Lago di Lugano. La quantita € espressa in copie del gene per ml di
acqua campionata su scala logaritmica. Le barre rappresentano l'errore standard dei replicati
della qPCR.

Abbondanza relativa dei geni di resistenza e del gene intl

L’abbondanza relativa & espressa dalla quantita assoluta di copie di un gene rispetto al numero
totale di microorganismi presenti nel campione che & dato dalla quantita assoluta del gene 16S
rDNA. La Tabella 3 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 3.4% della popolazione batterica totale espressa
come numero di copie di 16S rDNA mentre nei fiumi Cassarate e Magliasina in meno dell'1% della
popolazione batterica totale. sulll & presente mediamente nel 9.7% dei batteri dei campionamenti
del Vedeggio. In febbraio, agosto, settembre e ottobre la percentuale di batteri contenenti questo
gene é stata compresa tra 1% e 10%, in luglio e novembre & stata di 14.4% e di 10 %,
rispettivamente, mentre ha raggiunto il massimo di abbondanza relativa del 65% nel mese di
dicembre. Nel Cassarate e nella Magliasina sulll ha sempre potuto essere quantificato e risulta
mediamente presente in circa 1 cellula batterica ogni 1'000.

Nei campioni d’acqua di fiume I'abbondanza relativa del gene tetA é risultata mediamente sempre
inferiore a 2 copie del gene ogni 1'000 copie del gene 16S rDNA. L'abbondanza relativa media di
gnrS nel Vedeggio é risultata essere di circa 4 copie ogni 1000 copie di 16S rDNA. Nel Cassarate
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e nella Magliasina, questo valore € leggermente superiore anche se in alcuni campioni il gene era
presente ma non quantificabile. Il gene ermB ¢é stato rilevato in circa 3 copie ogni 100 copie di 16S
rDNA in media nei fiumi Vedeggio e Cassarate. In questo ultimo fiume € stato raggiunto una
quantita relativa di copie pari a circa il 14% nei mesi di novembre e dicembre, mentre nel Vedeggio
'abbondanza relativa massima di 20.6 copie di ermB ogni 100 copie di 16S rDNA é stata misurata
nel mese di agosto. Per contro, la quantita relativa di questo gene nel fiume Magliasina ha
raggiunto mediamente le 2 copie ogni 1000 di 16S rDNA. Inoltre, ermB & spesso risultato non
guantificabile. 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 0.04
copie/1000 copie di 16S rDNA, molto inferiori agli altri geni analizzati nel corso dell’anno.

Tabella3: Abbondanza relativa dei determinanti ge nici di resistenza nei fiumi espressa in
percentuale del numero di copie del gene  16S rDNA. | dati del campionamento del fiume
Cassarate di agosto sono stati scartati poiché le f  orti piogge hanno falsato i risultati.

Vedeggio sulll tetA gnrS ermB intl
Gennaio 9.06
Febbraio
Marzo
Aprile
Maggio
Giugno
Luglio
Agosto
Settembre
Ottobre
Novembre
Dicembre

blactx-m

Cassarate sulll tetA gnrS ermB intl
Gennaio
Febbraio
Marzo
Aprile
Maggio
Giugno
Luglio
Agosto
Settembre
Ottobre
Novembre
Dicembre
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Magliasina sulll tetA gnrS ermB intl

Gennaio 0.01 0.24 0.00 0.00 0.40
Febbraio 0.04 006 | 000 @ 002 0.33
Marzo 0.18 0.15 0.44 0.27 0.34
Aprile 0.12 0.18 0.58 0.87 0.77
Maggio 0.04 0.31 1.43 0.04 0.17
Giugno 0.03 0.45 111 0.01 0.19
Luglio 0.24 043 | 000 @ 002 0.23
Agosto 0.12 0.12 1.14 0.01 0.75
Settembre 0.29 0.07 0.32 0.02 0.54
Ottobre 0.31 0.09 0.27 0.39 0.94
Novembre 0.13 0.03 0.70 0.08
Dicembre 0.28 0.09 0.28 0.10

- >50% 10-50% 1-10% <1% - non quantificabile assente dato scartato

Nel Lago di Lugano l'abbondanza relativa media annuale dei geni di resistenza indagati nei
campionamenti del Lago oscilla tra circa lo 0.3 % (Figino) e lo 0.05 % (Gandria). intl, tetA, ermB e
sulll si riconfermano i geni piu abbondanti mentre gnrS é spesso al di sotto del limite di
guantificazione (Tabella 4). Il gene intl & stato presente in tutti i campioni ed ha raggiunto
I'abbondanza relativa maggiore nei campioni di Riva San Vitale (circa una copia del gene ogni 100
copie di 16S rDNA sulla media annuale). Anche il gene sulll ha potuto essere rilevato e
quantificato in tutti i campioni analizzati raggiungendo la quantita relativa massima di 0.12
copie/100 copie di 16S rDNA come media annuale a Ponte Tresa. Al contrario, in 3 campioni il
gene gnrS non e stato rilevato e in 12 & stato rilevato ma non e stato possibile quantificarlo
(Tabella 4). Globalmente, questo gene € stato il meno presente nei campioni analizzati
raggiungendo al massimo la quantita di 7 copie/1000 copie di 16S rDNA (campionamento
primaverile a Ponte Tresa). Solo nel campione primaverile prelevato a Ponte Tresa il gene tetA ha
superato la quantita relativa di una copia/100 copie di 16S rDNA. Il gene e pero sempre stato
rilevato ed in poche occasioni la quantita e risultata sotto al limite di quantificazione. Nei campioni
prelevati a Lugano I'abbondanza relativa media di questo gene é stata di 0.15%. Il gene ermB é
stato quantificato in 6 campioni su 20 analizzati. Il gene non ha mai superato I'abbondanza relativa
media annua di 3 copie su 1000 copie di 16S rDNA.

Tabella 4: Abbondanza relativa dei determinanti ge  nici di resistenza nel Lago Lugano espressa in
percentuale del numero di copie del gene 16SrDNA. |  dati del campionamento di Figino
in giugno sono stati scartati per problemi nell’est razione del DNA.

Lugano Gandria
sulll gnrS tetA ermB intl sulll gnrS tetA ermB intl
Primavera = 0.01 0.20 0.01 0.19 0.01 0.001 0.17 0.01 0.51
Estate 0.04 0.12 0.004 0.02 - 0.06
Autunno | 0.05  0.002 0.05 001 | 0 o001
Inverno 0.09 0.12 0.02 0.04 0.08 0.05



Primavera
Estate
Autunno
Inverno

Primavera
Estate
Autunno
Inverno

I 50

4.2 Indagini batteriologiche

Ponte Tresa
sulll gnrS
0.12 0.07

0.37 -

Riva San Vitale

sulll
0.01
0.01
0.05
0.02

gnrS

10-50%

Conte batteriche totali

tetA ermB intl sulll
1o2 ORI
0.06 - 0.55
0.05 0.30 0.03
0.06 0.09 0.01
tetA ermB intl
1.47
0.18 0.38
0.12 0.25
0.19 2.76

1-10%

17

Figino

<1% - non quantificabile

gnrS

oo o0 o0

0.01

tetA

0.04

assente

intl

0.07
1.92

dato scartato

Il numero totale di batteri nei tre fiumi immissari (Tabella 5) fluttua dalle 72 UFC/ml (Magliasina in
gennaio) alle 5960 UFC/mI (Vedeggio in luglio), Si nota un aumento del numero di colonie nei mesi
piu caldi, da maggio a ottobre. Anche con questa analisi sono evidenti le differenze tra i tre fiumi
immissari: il Vedeggio presenta un numero di batteri superiore (media annuale 1572 UFC/ml)
rispetto a Cassarate e Magliasina (media annuale circa 520 UFC/ml).

Tabella 5:

Conte totali mensili dei batteri presen

espresse in unita formanti colonie per ml (UFC/ml).

Vedeggio Cassarate Magliasina
Gennaio 590 867 \ 72
Febbraio 593 86 84
Marzo 860 126 | 155
Aprile 443 313 353
Maggio 1030 560 \ 777
Giugno 2460 693 873
Luglio 5960 857 \ 1053
Agosto 2467 - 1003
Settembre 1073 633 - 650
Ottobre 1057 403 450
Novembre = = \ -
Dicembre 753 683 340
Media annuale 1572 522 \ 528

| dati relativi al campionamento di agosto del fiume Cassarate e quelli di novembre per
tutti e tre i fiumi sono stati omessi perché influenzati fortemente dalle abbondanti piogge.

ti nei campionamenti dei tre fiumi immissari,



18

Nel Lago di Lugano (Tabella 6) il numero totale di batteri varia da 11 UFC/ml (Gandria in giugno) a
275 UFC/ml (Ponte Tresa in inverno). In questi campioni e piu difficile osservare un chiaro
andamento stagionale. Le conte totali dei batteri del Lago di Lugano sono inferiori rispetto ai fiumi
probabilmente a causa dell’effetto di diluizione degli apporti dei fiumi e di un numero inferiore di
batteri coltivabili. 1l numero medio di batteri coltivabili e particolarmente contenuto nei
campionamenti effettuati a Gandria (il campionamento é effettuato in mezzo al lago nel punto di
maggiore profondita) e nei due campionamenti effettuati in profondita (Lugano e Riva San Vitale),
ambienti poco esposti ad influenze antropiche dirette. A Figino e Ponte Tresa é stato contato in
media il maggior numero di colonie: entrambi i siti di campionamento sono localizzati in punti dove
si misura un carico importante di nutrienti (CIPAIS 2019).

Tabella 6: Conte totali mensili dei batteri presen ti nei campionamenti del Lago di Lugano,
espresse in unita formanti colonie per ml (UFC/ml).

Lugano Gandria Ponte Figino Riva San
Tresa Vitale
Primavera 45 72 132 136 88
Estate 57 11 173 300 64
Autunno 111 94 92 122 113
Inverno 60 125 275 93 51
Media annuale 68 75 168 163 79

Isolamento e identificazione di batteri resistenti agli antibiotici

Il numero totale di batteri multi-resistenti € stato determinato sommando le colonie cresciute sui
vari terreni contenenti le combinazioni di antibiotici (vedi Materiali e Metodi, punto 2.1). In linea con
le conte batteriche totali, il maggior numero di batteri resistenti &€ stato rilevato nel Vedeggio, per
guanto riguarda i fiumi (Figura 4), e nei punti di campionamento del Lago a Ponte Tresa e Figino
(Figura 5). L'andamento stagionale si sovrappone a quanto osservato per le cariche batteriche
totali.

Batteri resistenti totali Fiumi

80
60
20

Vedeggio Cassarate Magliasina

UFC/ml

gen feb mar apr HEmag Mgiu MElug Wago Hset Hott Enov MEdic

Figura 4. 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 agosto dei fiumi Cassarate e
Magliasina e quelli di novembre per tutti e tre i fiumi sono stati omessi perché influenzati
fortemente dalle abbondanti piogge.
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Batteri resistenti totali Lago
160

140
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UFC/ml
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Figura 5: Conte totali mensili dei batteri multi-resistenti presenti nel Lago, espresse in unita formanti
colonie per ml (UFC/ml).

Dall'identificazione delle colonie dei batteri multi-resistenti € emerso che nei fiumi quelli piu
frequenti appartengono ai generi Acinetobacter e Stenotrophomonas e alla famiglia delle
Flavobacteriaceae. | primi due generi risultano tra i piu frequenti anche nei campionamenti dal
Lago dove le Flavobacteriaceae sono per0 poco rappresentate e dove invece risultano piu
frequentemente i batteri appartenenti al genere Brevundimonas (Tabella 7).

Tabella 7: Distribuzione delle colonie di batteri multi-resistenti totali e degli isolati identificat i nei
campionamenti di fiumi e Lago.

Vedeggio Cassarate Magliasina Lugano Gandria  Figino Ponte Riva San
Tresa Vitale
Numero totale di
colonie di batteri multi- 352 251 136 80 41 59 85 68
resistenti
Stenotrophomonas sp 55 73 43 35 8 33 2 42
Acinetobacter sp 100 79 47 22 10 13 40 6
Flavobacteriaceae 109 37 20 1 12 2 5
Aeromonas sp 40 6 1 3 4 1 20 6
Brevundimonas sp 4 12 3 17 6 10 12 14
Enterobacteriaceae 32 30 22 2 0 0 3 0
ambientali
Escherichia coli 9 3 0 0 0
Klebsiella pneumoniae 2 1 0 0 1 0 0
Citrobacter freundii 1 10 0 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. Le Tabelle 8 e 9 in allegato riassumono la distribuzione dei determinanti
di resistenza evidenziati nei pool batterici suddivisi secondo i campionamenti.
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Nelle colture di Acinetobacter isolate da Vedeggio e Cassarate e stato possibile evidenziare la
presenza del gene sulll che conferisce resistenza ai sulfamidici mentre in quelle dal Magliasina era
presente anche tetA. Ambedue i geni sono frequentemente riscontrati nei ceppi ambientali di
Acinetobacter. Nei ceppi isolati dai campioni del Lago non & stato possibile individuare nessuno
dei geni di resistenza indagati. Anche gli Stenotrophomonas sono molto diffusi nellambiente e
come il genere precedente presentano vari meccanismi che conferiscono resistenza intrinseca o
acquisita agli antibiotici quali pompe a efflusso, enzimi inattivanti e alterazioni della membrana
esterna. Nelle colture analizzate non é pero stato possibile trovare nessuno dei geni di resistenza
indagati.

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
ceppi provenienti da Vedeggio e Ponte Tresa sono stati trovati rispettivamente i geni gnrS e tetA e
gnrS, tetA e ermB. Il gene gnrS é stato identificato anche in Aeromonas isolati a Riva San Vitale
mentre il gene intl era presente in ceppi isolati da Vedeggio, Gandria, Ponte Tresa e Riva San
Vitale.

Anche se il numero di E. coli multi-resistenti identificati nei campioni analizzati € stato in generale
molto contenuto, in quelli isolati dal Vedeggio sono stati identificati tutti i geni di resistenza ricercati
compreso il gene intl confermando ulteriormente I'impatto dell’impianto di depurazione delle acque
Su questo corso d’acqua.

Il gene di resistenza blacrtxy, il 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 oltre
che negli E. coli del Vedeggio anche nei due ceppi di Enterobacter cloacae multi-resistenti isolati
dal Cassarate (dati non mostrati) e nelle due colture identificate come Enterobatteriacee ambientali
dei campionamenti del Lago a Lugano. Il gene ermB é stato trovato in sia in E. coli che in
Aeromonas sp.
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5. Confronto dei risultati delle analisi quantitati ve 2016 e 2019

Nel corso del 2019 sono state eseguite le analisi quantitative tramite gPCR degli estratti di DNA
dei campioni raccolti durante la campagna di monitoraggio del 2016 risultati negativi allo screening
qualitativo per permettere un raffronto tra le due campagne di campionamenti. Da queste analisi &
stato escluso il gene intl per il quale nel 2016 non era stata prevista la quantificazione. Di seguito
sono riportati i risultati aggiornati della campagna 2016 messi a confronto con i dati ottenuti
durante il 2019.

5.1 Identificazione e guantificazione di determinanti genici di resistenza agli antibiotici

Abbondanza assoluta dei geni di resistenza

Il confronto dei risultati dell’'abbondanza assoluta nel 2016 e 2019 dei geni di resistenza e del gene
16S rDNA (Figura 6), evidenzia una riduzione di circa un fattore 10 della quantita assoluta della
popolazione batterica totale (da circa 1E+06 a 1E+05 copie/ml) nei fiumi Cassarate e Magliasina e
una pressoché stabilita (da 3E+06 a 1E+06 copie/ml) nel Vedeggio. Anche I'abbondanza assoluta
media dei geni di resistenza in Cassarate e Magliasina diminuisce (Cassarate da 9E+03 a 4E+03
copie/ml; Magliasina da 5E+03 a 6E+02 copie/ml) mentre si assiste ad un aumento di questo
valore nel fiume Vedeggio (da 5E+03 a 2E+04 copie/ml).

Confronto dell’abbondanza assoluta Fiumi
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Figura 6. Confronto tra le medie annuali del 2016 e del 2019 dellabbondanza assoluta dei geni di
resistenza 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 I'errore standard dei replicati
della qPCR.

Nei campionamenti del Lago di Lugano (Figura 7) non si osservano variazioni significative
nell'abbondanza assoluta dei geni di resistenza tra i due anni, fatta eccezione per il punto di Riva
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San Vitale dove questo valore € aumentato da 3E+01 a 1E+02 copie/ml. Per quanto riguarda la
guantita assoluta della popolazione batterica totale la tendenza non & chiaramente delineata e si
nota un andamento altalenante (Figura 7): in aumento a Gandria (da 1E+05 a 1E+06 copie/ml) e
Riva San Vitale (da 1E+04 a 3E+05 copie/ml) e in diminuzione a Lugano (da 3E+06 a 4E+05
copie/ml) e Ponte Tresa (da 4E+06 a 5E+05 copie/ml).

Confronto dell’abbondanza assoluta Lago
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Figura 7: Confronto tra le medie annuali del 2016 e del 2019 dellabbondanza assoluta dei geni di
resistenza e del gene 16S rDNA nel Lago. La quantita € espressa in copie del gene per ml di
acqua campionata su scala logaritmica. Le barre rappresentano l'errore standard dei replicati
della qPCR.

Abbondanza relativa dei geni di resistenza

La normalizzazione dei dati rispetto al numero di copie del gene 16S rDNA permette di paragonare
in modo piu efficace I'andamento delle resistenze tra il 2016 e il 2019, mettendo in evidenza le
differenze per ogni singolo gene analizzato. La Tabella 10 mostra I'assenza di un andamento
stagionale nella distribuzione delle resistenze. Il gene sulll e stato il piu diffuso nei due anni presi in
considerazione, seguito dai geni ermB e gnrS. Il Vedeggio € stato il flume con la piu alta quantita
relativa di geni di resistenza e nel quale si &€ osservato 'aumento medio del 2.1% delle resistenze
considerate (Tabella 11) dovuto in particolare al’aumento dei geni sulll (6.7%) ed ermB (3.3%) non
controbilanciato da una diminuzione poco significativa dei geni gnrS (-0.8%) e tetA (-1%). | dati dei
due anni confermano che il Vedeggio subisce il forte impatto antropico dovuto all'IDA di Bioggio.
Le Tabelle 10 e 11 evidenziano anche il netto miglioramento delle condizioni del fiume Cassarate
in seguito alla chiusura dellimpianto di depurazione: la quantita relativa media dei geni di
resistenza e diminuita del 12.4% in particolare grazie alla diminuzione dei geni sulll (-23.8%) e tetA
(-25.5%). La Magliasina resta il fiume meno carico in geni di resistenza e mostra una leggera
riduzione delle resistenze pari al 3.1% (Tabella 11). Come per il Cassarate, ma in misura molto
minore, i geni con la variazione maggiore nei due anni sono sulll (-8% nel 2019) e tetA (-4.9% nel
2019).
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Tabella 10: Confronto dellabbondanza relativa dei determinanti genici di resistenza nel 2016 e nel
2019 nei fiumi espressa in percentuale del numero d i copie del gene 16S rDNA. | dati
del campionamento del fiume Magliasina di aprile 20 16 sono stati scartati per problemi
all'estrazione del DNA, mentre quelli di agosto 201 9 del Cassarate sono stati scartati
perché le forti piogge hanno falsato i risultati.

Vedeggio 2016 2019

sulll agnrS tetA ermB ctx-M sulll qgnrS tetA ermB  ctx-M
Gennaio 1.71
Febbraio
Marzo
Aprile
Maggio
Giugno
Luglio
Agosto
Settembre
Ottobre
Novembre
Dicembre

Cassarate 2016 2019
sulll qnrS tetA ermB sulll agnrS tetA ermB
3.71 3.25

Gennaio
Febbraio
Marzo
Aprile
Maggio
Giugno
Luglio
Agosto
Settembre
Ottobre
Novembre
Dicembre

Magliasina 2016 2019
sulll qnrS tetA ermB sulll agnrS tetA ermB
Gennaio -
Febbraio
Marzo
Aprile
Maggio
Giugno
Luglio
Agosto
Settembre
Ottobre
Novembre 2.86
Dicembre 3.89 -

- >50% - 10-50% 1-10% -< 1% - non quantificabile assente dato scartato



Tabella 11.

Differenza percentuale tra il 2019 e i
resistenza nei fiumi. Il gene
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rilevanti anche quando presente.

differenza % ABR 2019-2016

| 2016 delle abbondanze relative medie dei geni di
blactx.m € stato escluso perché in quantita sempre poco

‘ sulll qnrS ‘ tetA ermB ‘ media
Vedeggio 6.7 -0.8 -1.0 33 2.1
Cassarate  -23.8 1.8 255 16 124
Magliasina -8.0 04 -4.9 0.1 -3.1

Nel Lago non si evidenziano grosse differenze in termini di abbondanza relativa dei geni di
resistenza tra il 2016 e il 2019. Si nota perd un aumento globale in termini di presenza/assenza di
geni di resistenza in particolare per quanto riguarda i geni gnrS e tetA (Tabella 12). Il cambiamento
piu visibile é stato rilevato nei campionamenti di Riva San Vitale dove si nota una diminuzione
media della quantita relativa di geni di resistenza di ca. 1% rispetto al 2016 dovuta soprattutto alla
diminuzione del 3.5% del gene ermB (Tabella 12). In questo punto di campionamento le quantita
assolute e relative dei geni di resistenza presentano evoluzioni opposte imputabili presumibilmente
ai valori molto contenuti rilevati: il numero medio di copie di geni di resistenza, in entrambi gli anni,
era molto inferiore rispetto alla popolazione totale, variando rispettivamente da 8 a 0.3 copie di
geni di resistenza ogni 1000 cellule batteriche (quantificate dall'abbondanza assoluta del gene 16S
rDNA) nel 2016 e nel 2019 mentre la quantita assoluta di batteri con almeno un gene di resistenza

e passata negli stessi anni da 30 a 100 batteri per ml.

Confronto dell’abbondanza relativa dei

2019 nel Lago di Lugano espressa in percentuale del

Tabella 12.
16SrDNA.

Lugano 2016

sulll gnrS
Primavera 0.002 -
Estate 0.03 -
Autunno 0.001 -
Inverno 0.002 -
Gandria 2016

sulll gnrS
Primavera - -
Estate 0.05 -
Autunno - -
Inverno 0.36 -
Ponte Tresa 2016

sulll gnrS
Primavera 0.002 -
Estate 0.001 -
Autunno - -
Inverno 0.001 0.004

2019
tetA ermB sulll gnrS
0.02 - 0.008
0.01 0.001 0.04
0.01 - 0.05 0.002
oo 009
2019
tetA ermB sulll gnrS
0.99 - 0.006  0.001
- 0.004
0.03
- 0.02
2019
tetA ermB sulll gnrS
000 0 012 007
0.03 - 0.009
0.007 - -
0.01 - 0.37 -

tetA

0.2
0.322
0.091

tetA
0.17
0.02
0.01
0.04

tetA
1.82
0.06
0.05

determinanti genici di resistenza nel 2016 e nel
numero di copie del gene

ermB

0.06

ermB
0.009

0.08

ermB

0.06
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Riva S. Vitale 2016 2019
sulll gnrS tetA ermB sulll anrS tetA ermB
Primavera - - - 2.30
Estate 1.46 - 8.12
Autunno =
Inverno - -

I - 50 10-50% 1-10% [ < 1% I on quantificabile assente

Tabella 13: Differenza percentuale tra 2019 e il 2 016 delle abbondanze relative dei geni di resistenz  a

nel Lago.
differenza % ABR 2019-2016
sulll qnrsS tetA ermB media
Lugano 0.04 0.0005 0.14 0.02 0.05
Gandria -0.13 0.0003 -0.19 0.003 -0.08
Ponte Tresa 0.12 0.03 0.47 0.02 0.16
Riva S. Vitale -0.53 0.00 0.12 -3.57 -0.99
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6. Conclusioni

Il lago Ceresio ed in particolare i tre fiumi immissari indagati possono essere considerati serbatoi
ambientali di geni di resistenza e di batteri resistenti agli antibiotici. | dati ottenuti confermano lo
stretto nesso tra resistenza agli antibiotici e carico inquinante di origine umana nell’lambiente e il
forte impatto degli impianti 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 e del
Cassarate, 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 I'impatto negativo dello
scarico dellimpianto di depurazione delle acque di Bioggio. In questo fiume si puo stimare che due
cellule batteriche ogni 100 possiedono almeno 1 gene di resistenza. Considerando il dato
guantitativo assoluto annuale medio di cellule per millilitro di campione che e di circa 1E+6, il
carico di batteri con almeno un gene di resistenza nel fiume corrisponde a circa 20'000 cellule al
ml.

L’abbondanza relativa del gene intl, che codifica per l'integrasi degli integroni clinici di classe 1,
un indicatore (proxy) di inquinamento di origine antropica (Gillings et al. 2015). Questo gene €&
mediamente presente in poco piu di 3 cellule ogni 100 (30'000 batteri/ml) nel Vedeggio, nello 0.6
% delle cellule del Cassarate (6'000 batteri/ml) e in 4 batteri ogni 1'000 nel Magliasina (4'000
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 e stato dismesso nel gennaio 2017, si e assistito ad una riduzione
della quantita di geni di resistenza in confronto ai risultati precedenti (CIPAIS 2017). Il fiume
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.

| risultati del monitoraggio delle acque del Lago sono comparabili a quelli ottenuti dall’analisi di altri
laghi come il Lago di Ginevra in Svizzera (Czekalski et al. 2015, 2012) e il Lago Maggiore in Italia
(Di Cesare et al. 2015). La minore quantita di geni di resistenza relativamente alla popolazione
batterica totale e la minore presenza di batteri resistenti rispetto ai fiumi potrebbero essere dovute
alla maggiore lontananza dagli scarichi e soprattutto alla maggiore diluizione delle acque
contaminate, cid spiegherebbe anche l'assenza di grandi differenze tra i vari punti di
campionamento per quanto riguarda la distribuzione di geni e batteri resistenti. La presenza di geni
di resistenza agli antibiotici e batteri resistenti nei pressi dell'impianto di captazione dell'acqua
potabile richiede comunque ulteriori indagini per valutare il potenziale rischio del passaggio di
guesti geni alla rete idrica urbana.

Il confronto dei dati sulla diffusione dei determinanti di resistenza agli antibiotici delle due
campagne CIPAIS del 2016 e del 2019 indicano una sostanziale stabilita nella Magliasina, il
miglioramento del Cassarate e una leggera tendenza allaumento nel fiume Vedeggio,
confermando ancora una volta I'impatto sulla qualita delle acque degli impianti di depurazione. I
carico di determinanti di resistenza nei campionamenti a lago € rimasto invece piuttosto stabile,
come certificato dai dati raffrontati delle due campagne. L'influsso degli apporti degli immissari sul
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corpo d'acqua € mitigato dall'effetto di diluizione e probabilmente pud essere rilevato solo su
periodi di tempo piu lunghi.

| geni sul e tet sono probabilmente stati selezionati dall’'uso massiccio che si e 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 di impianti di depurazione (Berglund 2015). Da uno studio pubblicato nel 2011 sul
consumo degli antibiotici a livello ospedaliero € emerso inoltre come nella Svizzera italiana il
consumo di fluorochinoloni sia superiore rispetto al resto della Svizzera (Pluss-Suard et al. 2011;
Filippini, Masiero, and Moschetti 2006), portando ad ipotizzare che la presenza del gene gnr, che
non é stato trovato in altri laghi svizzeri (Czekalski et al. 2015, 2012), sia strettamente legata al
maggiore utilizzo di questi antibiotici. Tra i geni di resistenza indagati sono da sottolineare i dati
relativi al gene blactx.m che nel Vedeggio ha raggiunto concentrazioni relative medie di circa 0.04
copie/1000 copie di 16S rDNA, corrispondente a circa 40 batteri positivi per il gene per ogni ml di
acqua campionata. blacrx., il pit 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
isolati dal Vedeggio ma anche in ceppi di Enterobacter cloacae multi-resistenti isolati dal
Cassarate (dati non mostrati) e in Enterobatteriacee ambientali isolate dai campionamenti del Lago
a Lugano. blacrxy codifica per delle B-lattamasi ad ampio spettro (ESBL) e si € diffuso rapidamente
dai ceppi clinici allambiente (M. F. Lartigue et al. 2007; R Cantdn et al. 2008) grazie al fatto di
essere associato a plasmidi altamente mobilizzabili (Amos et al. 2014; Rafael Cantén and Coque
2006). 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; 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 ['antibiotico-resistenza
orizzontalmente e batteri isolati nel’'ambiente 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 all'uomo per esempio attraverso il ciclo di riutilizzo dell'acqua (Manaia
2017; Aslan et al. 2018; Fahrenfeld et al. 2013).

Stabilire una soglia di rischio d’infezione per 'uomo legato alla quantita di batteri resistenti
nellambiente & probabilmente impossibile: la presenza di batteri resistenti al di sotto della dose
infettiva non puo 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) mentre la presenza
anche sporadica di geni di resistenza potrebbe interferire con un eventuale trattamento. A fini
preventivi per 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.
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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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8. Allegati

Tabella 8: Distribuzione dei determinanti di resis  tenza negli isolati identificati nei campionamenti di fiumi.
FIUMI
Vedeggio Cassarate Magliasina

|b’0ax-m| sulll | qnr$S | tet A ‘ ermB‘ int1 ‘ |b’0ax-m| sulll | qnr$S ‘ tet A ‘ ermB‘ intl | |bIaCTX_M‘ sulll ‘ qnrS ‘ tet A |ermB| int1 |
Stenotrophomonas spp. - - - - - - - - - - - - - - - - R R
Acinetobacter spp. - + - - - - - + - - - - - - - + R +

Flavobacteriaceae - - - - - - - - - - - - - - - - R R
Aeromonas spp. - - + + - + - - - - - - - - - - - R
Brevundimonas spp. - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Enterobatteriacee

. . - - - + - - - - - - - - - - - - - -
ambientali

E. coli + + + + + + - - - - - - - - - - R R
Klebsiella spp. - - + - - - - - - - - - - - - - - R
Citrobacter spp. - - - - - - - + + - - - - - - - - -
Tabella 9: Distribuzione dei determinanti di resis  tenza negli isolati identificati nei campionamenti del Lago.

LAGO
Lugano Gandria Figino Ponte Tresa Riva San Vitale

|blam_ﬂ sulll | qnrS | tet A |ermB| intl | |blam_ﬂ sulll | qnrS | tetA |ermB| intl | |blam_ﬂ sulll | qnrS | tet A |ermB| intl | bla cry.| sulll | qnrS | tet A |ermB| intl | bla ey sulll | qnrS | tet A |ermB| intl |
Stenotrophomonas spp. - - - - - - - - - - - - - - - - - - R - - - B R - - - R R _
Acinetobacter spp. - - - -

Flavobacteriaceae - - - -

Aeromonas spp. - - - - - - - - - - - + - - - - - - - - a o @ + - - + N N +
Brevundimonas spp. - - - -

Enterobatteriacee

ambientali

E. coli - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - + - +

Klebsiella spp. - - - - - - - - - +

Citrobacter spp. - - - -
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Tabella 14. 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, Cassar  ate e Magliasina. NEG: negativo; NI:
non incluso; < LOQ: al di sotto del limite di quant ificazione (vedi valori in Tabella 2).

Vedeggio Cassarate Magliasina
16S sulll qnrS tetA ermB intl ctxm 16S sulll qnrS tetA ermB intl 16S sulll qnrS tetA ermB intl

Gennaio 9E+05 2E+04 4E+03 2E+03 3E+03 8E+04 <LoQ 2E+05 6E+01 4E+02 <L0Q 1E+03 2E+03 8E+04 <L0Q neg <L0Q NEG 3E+02
Febbraio 5E+05 4E+04 3E+03 7E+02 4E+02 6E+04 7E+01 1E+05 2E+02 <lLoQ NEG 2E+02 8E+02 SE+04 2E+01 <LoQ <LoQ <LoQ 2E+02
Marzo 4E+06 2E+03 3E+03 7E+02 2E+03 7E+04 <LoQ 2E+05 2E+02 3E+02 3E+02 5E+02 9E+02 1E+05 2E+02 6E+02 <LoQ 4E+02 5E+02
Aprile 6E+05 4E+03 2E+02 4E+02 1E+03 2E+04 <LoQ 2E+05 4E+02 1E+01 4E+02 1E+04 8E+02 1E+05 <LoQ <LoQ <LoQ 1E+03 1E+03
Maggio 6E+05 6E+03 2E+02 7E+02 2E+03 8E+03 <L0Q 3E+05 1E+02 9E+00 6E+02 8E+02 7E+02 2E+05 7E+01 3E+03 5E+02 7E+01 3E+02
Giugno 1E+06 1E+04 1E+04 1E+04 2E+04 7E+04 5E+01 3E+05 1E+02 9E+00 1E+03 8E+02 1E+03 3E+05 9E+01 4E+03 <LoQ <LoQ 6E+02
Luglio 4E+05 5E+04 1E+02 3E+02 4E+02 3E+03 <LoQ 1E+05 2E+02 6E+01 NEG <LoQ 4E+02 1E+05 3E+02 <Lo0Q 5E+02 <L0Q 2E+02
Agosto 4E+05 2E+04 5E+02 2E+03 9E+04 5E+03 1E+02 NI NI NI NI NI NI 7E+04 9E+01 8E+02 <LoQ <LoQ 5E+02
Settembre 7E+05 3E+04 4E+02 8E+02 1E+03 2E+03 <LoQ 1E+05 2E+02 S5E+01 <LoQ <LoQ 2E+02 1E+05 3E+02 4E+02 <LoQ <LoQ 6E+02
Ottobre 8E+05 S5E+04 6E+03 1E+03 3E+03 1E+04 <LoQ 2E+05 2E+02 6E+02 <LoQ 3E+02 3E+02 1E+05 4E+02 3E+02 <LoQ 8E+02 1E+03
Novembre 2E+06 2E+05 3E+04 4E+03 2E+05 3E+04 6E+01 6E+05 3E+03 9E+03 8E+02 9E+04 3E+03 1E+05 1E+02 8E+02 <LoQ <LoQ 8E+01
Dicembre 7E+05 4E+05 3E+03 4E+02 2E+04 1E+04 <LoQ 8E+04 2E+02 3E+03 <LoQ 1E+04 2E+03 4E+04 1E+02 <LoQ <LoQ 2E+02 4E+01




Tabella 15.

Primavera
Estate
Autunno
Inverno

Primavera
Estate
Autunno
Inverno

Primavera
Estate
Autunno
Inverno

Sono riportati i valori espressi come

copie di DNA per ml di acqua filtrati ottenuti dall

antibiotici, del gene 16SrDNA e del gene
Tresa, Figino e Riva San Vitale. NEG: negativo; NI:
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intl. Le tabelle si riferiscono ai punti di campionamento
non incluso; < LOQ: al di sotto del limite di quan

‘analisi quantitativa dei geni di resistenza agli
del Lago: Lugano, Gandria, Ponte
tificazione (vedi valori in Tabella

2).

Lugano Gandria

16S sulll qnrS tetA ermB intl 16S sulll qnrS tetA ermB intl
3E+05 2E+01 <LoQ 6E+02 5E+01 6E+02 5E+05 3E+01 6E+00 9E+02 5E+01 3E+03
1E+05 6E+01 <L0Q 5E+02 <L0Q 2E+02 1E+06 4E+01 <L0Q 3E+02 NEG 7E+02
4E+05 2E+02 7E+00 3E+02 <LoQ 2E+02 2E+06 <L0Q <LoQ 3E+02 <L0Q 2E+02
7E+05 6E+02 <LoQ <LoQ 5E+02 9E+02 1E+06 2E+02 <L0Q 4E+02 8E+02 5E+02

Pinte Tresa Figino

16S sulll qnrS tetA ermB intl 16S sulll qnrS tetA ermB intl
2E+04 2E+01 1E+01 3E+02 <L0Q <L0Q 9E+06 <L0Q <L0Q <L0Q <LOQ 3E+03
6E+05 5E+01 <LoQ 4E+02 NEG 3E+03 NI NI NI NI NI NI
1E+06 <L0Q NEG 5E+02 <L0Q 3E+03 1E+06 4E+02 NEG 5E+02 <L0Q 1E+03
2E+05 8E+02 NEG <LoQ 1E+02 2E+02 8E+05 5E+01 1E+02 <L0Q 7E+02 2E+04

Riva San Vitale

16S sulll qnrS tetA ermB intl
2E+05 2E+01 <L0Q <L0Q <L0Q 3E+03
2E+05 2E+01 <L0Q 4E+02 <L0Q 8E+02
4E+05 2E+02 <L0Q 5E+02 <L0Q 1E+03
3E+05 5E+01 <L0Q 5E+02 <L0Q 7E+03




