
Fabrizio Agnoletti – IZSVe

Immagine tratta da: https://www.disostruzione-fognature.it/impianti-depurazione-acque/
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Oltre 50.000 morti/anno in Italia causate dall’inquinamento atmosferico



AMR e 
ambiente



https://www.woah.org/en/what-we-do/global-initiatives/one-health/

necessità di chiarire se 
e come l’agricoltura 

contribuisce alla 
problematica AMR 



Bracing for superbugs, UN 2023



https://www.woah.org/en/what-we-do/global-initiatives/one-health/

definire  e 
contestualizzare il 

concetto di ambiente



aria

suolo

acqua 

AMBIENTE

MRSA: contaminazione aria indoor  
negli allevamenti suini; contaminazione 

aerogena dei terreni circostanti i 
capannoni; aria impianti depurazione …

discariche urbane (hot spot AMR); 
contaminazione dei terreni agricoli 
mediante fertirrigazione e utilizzo 

agronomico dei fanghi di depurazione..

contaminazione corpi idrici superficiali 
mediante acque reflue urbane; 

contaminazione acque ad opera 
allevamenti ittici; contaminazione acque 

ad opera del dilavamento dei terreni 
agricoli concimati.. 





CAPITOLO AMBIENTE
OBIETTIVO 1  



CAPITOLO AMBIENTE
OBIETTIVO 2  



ariaaria

suolosuolo

acqua acqua 

AMBIENTE

AZIONI PREVISTE DAL PNCAR 2022-2025 
PER IL MONITORAGGIO AMBIENTALE 

DEGLI ANTIBIOTICI E DELL’AMR 

FOCUS SULL’AMBIENTE ACQUATICO

• Ricerca di AMR e di antibiotici in reflui 
urbani e in acque superficiali

• Monitoraggio scarichi ad elevato contenuto 
ARGs, antibiotici e patogeni mediante accordi 
con i produttori (azione centrale)



ariaaria

suolosuolo

acqua acqua 

AMBIENTE

AZIONI PREVISTE DAL PNCAR 2022-2025 
PER IL MONITORAGGIO AMBIENTALE 

DEGLI ANTIBIOTICI E DELL’AMR

Perché considerare l’acqua?

• Entità dell’immissione in acque 
superficiali di ARGs, MDRO e antibiotici  
• Pervasività dell’acqua 
• Facilità di contatto con la popolazione 
(ad es. pesca, balneazione, acqua per 
uso domestico ...) 
• Sinergie rispetto ad attività di 
monitoraggio già esistenti



Le sinergie del PNCAR 2022-202

• in Acque superficiali

- sfruttando la rete del SNPA già esistente per il monitoraggio degli antibiotici    
inseriti nella Watch List

- integrando la lista di antibiotici inseriti nella WL con altri di interesse per la salute 
umana o animale, con coordinamento della cabina di regia   

 in Reflui urbani

- sfruttando la rete già costruita per il monitoraggio di SARS Cov-2 (progetto SARI) 
- estendendo il monitoraggio a rete fognaria ed impianti di depurazione a servizio degli agglomerati 
urbani più significativi



Progetto SARI: progetto nazionale di sorveglianza di SARS Cov-2 nei reflui urbani coordinato da ISS 



Le esperienze di monitoraggio della pandemia SARS Cov-2 condotte a livello 
internazionale e nazionale (progetto SARI di ISS) hanno sancito                            
l’utilità per la Sanità Pubblica della Wastewater-based Surveillance

(in US creazione del National Wastewater Surveillance System - NWSS)

Wastewater Epidemiology: l’analisi dei reflui urbani può fornire 
indicazioni sullo stato di salute della popolazione di riferimento in 
modo semplice, veloce ed economico 

Wastewater Epidemiology e wastewater-based 
surveillance



WWTPWWTP

Impianto di 
trattamento e 
depurazione 

reflui

punto 
prelievo 
rete 
fognaria

popolazione 
di riferimento

Necessità di conoscere 
l’organizzazione dei sistemi 
fognari

Modellistica idraulica e 
biologica rete fognaria



https://pubs.acs.org/doi/full/10.1021/acs.estlett.2c00350  Wolfe et al., 2022

Wastewater-based
surveillance

non solo SARS-Cov 2 ma anche

• enterovirus
• IAV e IBV
• RSV
• ...
• MDRO
• ARGs



A dx IAV
A sx RSV

Linea tratteggiata: 
concentrazioni virali nei reflui

Istogrammi: casi umani 
settimanali di influenza A e di 
RSV



Alcune premesse e considerazioni sul significato dei 
campionamenti a livello di impianti di depurazione/rete fognaria   
e a livello ambientale

Per quanto riguarda gli impianti di depurazione e la rete fognaria i campionamenti 
possono essere effettuati:

- nei reflui a monte degli impianti
- negli impianti stessi
- nelle acque depurate a valle degli impianti 

Le informazioni raccolte nei diversi ambienti hanno un significato diverso          
e funzionale a diversi ambiti di attività/studio



PRELIEVO DELLE ACQUE REFLUE IN ENTRATA NEGLI IMPIANTI                              
DI TRATTAMENTO

BACINO 
URBANO

WWTP

L’analisi delle acque reflue in entrata nei WWTP fornisce 
indicazioni sullo stato di salute della popolazione di riferimento 
(tanto più dettagliate quanto più numerosi i siti di prelievo)
• circolazione di patogeni multiresistenti (MDRO)
• circolazione di geni di resistenza (ARGs)
• concentrazione di residui di antibiotici
• circolazione di altri patogeni virali
• utilizzo di sostanze vietate, ad es. droghe 
• utilizzo di farmaci attraverso canali non ufficiali

 Necessaria per valutare l’efficacia dei sistemi di depurazione

sorveglianza, 
prevenzione,                             
early warning

Pe: prelievo reflui in entrata nel WWTP 





WWTP

AMBIENTE

L’analisi delle acque in uscita dal WWTP fornisce 
indicazioni sull’efficacia dei sistemi di depurazione 
in uso e sullo sversamento ambientale di 
antibiotici, MDRO e ARGs. 
Sappiamo che l’efficacia dei sistemi di 
depurazione in uso è variabile nei confronti di 
MDRO, antibiotici e ARGs

PRELIEVO DELLE ACQUE REFLUE IN USCITA
DAGLI IMPIANTI DI TRATTAMENTO

Nei WWTP ci sono le condizioni ideali, in termini di concentrazioni 
subinibitorie di antibiotici, di metalli pesanti, di batteri patogeni e 
ambientali, nonché di nutrienti necessari per la crescita  batterica, 
per la selezione di nuove resistenze e per il passaggio di ARGs 
da una specie batterica all’altra tramite HGT

Pu: 
prelievo 
reflui in 
uscita dal  
WWTP 

Valutazione delle 
tecnologie di 
depurazione





WWTP

AMBIENTE

L’analisi delle acque di superficie, o di altri campioni ambientali, 
fornisce indicazioni sulle concentrazioni di antibiotici,
ARGs e MDRO, ed è  funzionale a:
• studi di ecotossicità (ERA)
• valutazione dell’alterazione del microbioma e del resistoma

ambientale
• valutazione del trasferimento al microbioma umano di ARGs

presenti nelle acque superficiali  
• valutazione del rischio di passaggio all’uomo di MDRO

 Limitate evidenze scientifiche sul possibile passaggio 
all’uomo di resistenze presenti in ambiente  e sul danno di 
salute determinato da questo passaggio (MDRO e ARGs)

PRELIEVO A LIVELLO AMBIENTALE                             
(priorità alle acque di superficie) 

Pa: 
prelievo 
acque di 
superficie  

Ricerca





STATO DELL’ARTEMETODO MATRICETARGET PNCAR

molti metodi disponbili ma 
mancano protocolli nazionali 
ufficiali
Disponibile il Tricycle 
protocol di WHO

metodi batteriologici 
(basati su filtrazione e 
utilizzo di terreni 
selettivi cromogeni)

• reflui urbanimicrorganismi 
patogeni 
multiresistenti

molti metodi disponibili (real 
time PCR, digital PCR, NGS, 
targeted NGS) ma mancano 
protocolli nazionali ufficiali 

metodi molecolari• reflui urbani
• acque 

superficiali                

geni di resistenza

alcuni metodi disponibili altri in 
fase di sviluppo

metodi chimici targeted 
o non targeted

• reflui urbani
• acque 

superficiali                

antibiotici di interesse 
per la salute umana

Matrici ambientali previste dal PNCAR 2022-2025: reflui urbani e acque di 
superficie 



Strumenti normativi e di pianificazione di riferimento

• Piano Regionale di Prevenzione 2021-2025 (PP9 e PP10) 
• Sistema Regionale Prevenzione Salute dai rischi ambientali e climatici (SRPS) 
• Piano nazionale di contrasto all’antibiotico-resistenza 2022-2025 (PNCAR 2022-

2025)

Il monitoraggio ambientale degli antibiotici e dell’antibiotico-resistenza  

- Obiettivo 1: Potenziamento e integrazione della rete nazionale di monitoraggio (a partire dalla WL)  
- Obiettivo 2: Integrazione sorveglianza sistematica del SARS Cov-2 

Progetto pilota per la sorveglianza delle resistenze batteriche 
agli antibiotici nelle acque reflue e superficiali delle regioni                                       

Friuli Venezia Giulia ed Emilia Romagna  



Progetto pilota per la sorveglianza delle resistenze batteriche 
agli antibiotici nelle acque reflue e superficiali delle regioni                                       

Friuli Venezia Giulia ed Emilia Romagna

FINALITA’

• mettere a punto le reti collaborative necessarie per la raccolta e l’analisi campioni, sfruttando 
sinergicamente le competenze disponibili a livello regionale

• creare il network regionale necessario per l’analisi/elaborazione delle informazioni raccolte

• in generale, maturare esperienze e conoscenze nel settore del monitoraggio ambientale delle 
resistenze antimicrobiche

• valutare le tecniche di laboratorio proposte nel progetto pilota (batteriologiche e chimiche) per 
evidenziare la loro reale idoneità, anche in termini di costo-beneficio, rispetto agli obiettivi del 
PNCAR     



OUTPUT ATTESI

• monitorare nel tempo le concentrazioni di MDRO nei reflui dei principali distretti 
urbani del Friuli V.G. e dell’Emilia-Romagna (trend temporali ed eventualmente 
spaziali)

• (monitorare nel tempo le concentrazioni di antibiotici di interesse per la salute 
pubblica nelle acque superficiali del Friuli V.G. e dell’Emilia-Romagna)

• raggiungere un adeguato livello di preparedness culturale ed organizzativa 
in vista dell’entrata in vigore della nuova direttiva EU sulle acque reflue 
urbane in un’ottica di collaborazione interdisciplinare

• valutare l’adeguatezza e la convenienza dell’utilizzo di metodi analitici rispetto 
agli obiettivi del PNCAR 2022-2025 

Progetto pilota per la sorveglianza delle resistenze batteriche 
agli antibiotici nelle acque reflue e superficiali delle regioni                                       

Friuli Venezia Giulia ed Emilia Romagna 



1. PRELIEVO 
CAMPIONE

2. ANALISI DI 
LABORATORIO

3. RACCOLTA 
E ANALISI DEL 

DATO

4. PROPOSTA  
INTERVENTO 

DI 
MITIGAZIONE

già disponibile l’organizzazione SARI e WL

Per la parte microbiologica 
disponibili protocolli di 

immediata applicabilità e  
basso costo; possibile shift a 

metodi molecolari, da 
programmare. Per la parte 
chimica alcuni metodi già 

disponibili altri da mettere a 
punto

Necessaria armonizzazione

Da costruire: è la 
parte più difficile!

Collaborazione 
interdisciplinare

DIAMO PRIORITA’ 
ALL’ORGANIZZAZIONE!  



Protocollo da 
adattare alle 
nostre esigenze

Dalla proposta 
di progetto 
pilota FVG_ER 
scaturirà 
probabilmente 
una proposta di 
sorveglianza 
nazionale 



Perchè questa scelta?

- questo protocollo è l’unico internazionalmente riconosciuto attualmente disponibile e 
garantisce la comparabilità dei risultati prodotti in laboratori diversi 

- è immediatamente applicabile in qualunque laboratorio senza necessità di costosi investimenti

- è facilmente adattabile ai budget disponibili, attraverso un aumento o una riduzione dei target 
batterici scelti come indicatori (ma sarà necessario garantire livello minimo in tutte le regioni che 
parteciperanno al progetto)

- la ricerca di determinanti genetici di resistenza in WW con metodi molecolari è ancora in fase di 
sviluppo e non esistono al momento protocolli di indagine ufficiali 

- in Italia Escherichia coli ESBL-produttore rappresenta la principale causa di mortalità fra le infezioni 
associate alle cure (ICA) imputabili a MDRO

- è già attiva in Italia la sorveglianza di Escherichia coli ESBL-produttore in ambito umano e in animali 
per la produzione alimenti

- c’è un crescente allarme internazionale per la diffusione di infezioni umane sostenute da VRE  



 Analisi batteriologiche su campioni di reflui urbani

La sorveglianza sarà basata sulla ricerca di microrganismi multiresistenti agli antibiotici (MDRO) con 
metodi batteriologici, adottando, con alcune modifiche e adattamenti, il Tricycle Protocol di WHO 
(2021) per la ricerca di Escherichia coli ESBL-produttore

Gli MDRO che si propone di indagare in questo progetto sono  
a. Escherichia coli ESBL-produttore (ESBL-Ec)  
b. Escherichia coli resistente ai carbapenemi (CR-Ec) 
c. Enterococcus faecium ed Enterococcus faecalis vancomicina-resistenti (VRE)

 (Analisi chimiche per la ricerca di residui di antibiotici nelle acque superficiali)

Le attività da svolgere 



gli ESKAPE

• ESBL-Escherichia coli 
• CR-Escherichia coli 
• MRSA 
• CR-Klebsiella pneumoniae
• CR-Acinetobacter baumannii
• CR-Pseudomonas aeruginosa
• E. fecium e E. faecalis Van-R

Non sappiamo a priori quali 
e quanti MDRO troveremo, 
quindi sarà necessaria 
FLESSIBILITA’

Quali microrganismi multiresistenti cercare nei reflui urbani?

Cassini A. et al., 2019, The Lancet.   DOI:https://doi.org/10.1016/S1473-3099(18)30605-4



CAMPIONAMENTO REFLUI 
FOGNARI IN INGRESSO

- descrive la produzione antropica 
di microrganismi multiresistenti
(possibili bias legati alla 
proliferazione batterica 
ambientale)

- valutazione correlazione fra 
cariche batteriche e situazione 
epidemiologica ?        

UTILIZZABILE CAMPIONE SARI

CAMPIONAMENTO ACQUE 
DEPURATE IN USCITA 

- descrive lo sversamento di 
microrganismi multiresistenti in 
ambiente

- consente di valutare 
l’abbattimento delle cariche 
batteriche con i sistemi di 
disinfezione adottati nell’impianto

NECESSARIO CAMPIONE AD HOC

Dove prelevare i campioni di acque reflue urbane?

Immagine tratta da: https://www.alfamc.it/trattamento-delle-acque-reflue/



carica MDRO  
nei reflui in 
ingresso

carica MDRO 
nei reflui in 

uscita

 condizionato da:

• microbiota del depuratore
• presenza di nutrienti
• temperatura dei reflui
• residui di metalli pesanti
• residui di antibiotici
• ..

Immagine tratta da: https://www.alfamc.it/trattamento-delle-acque-reflue/



Dai tradizionali depuratori a fanghi attivi all’ipertecnologico 
depuratore di Trieste 



Impianto trattamento 
reflui urbani

Riduzione dell’emissione 
di ANTIBIOTICI, ARGs e 
MDRO? Da perseguire 
ma molto complessa! 

Troppo tardi per intervenire! 

Scenari futuri: ottimizzazione dell’efficacia di depurazione e disinfezione degli 
impianti di trattamento reflui, anche nei confronti di ARGs



Immagine tratta da: https://www.disostruzione-fognature.it/impianti-depurazione-acque/

Trattamenti di depurazione acque reflue

PRIMARIO:  processo fisico di sedimentazione dei solidi sospesi

SECONDARIO: trattamento biologico per la riduzione della materia organica biodegradabile

TERZIARIO: trattamento per la riduzione dell’azoto e/o del fosforo

QUATERNARIO: trattamento per la riduzione di microinquinanti



16/10/2023: Proposta di modifica della Direttiva 91/271/CEE del Parlamento 
europeo e del Consiglio, concernente il trattamento delle acque reflue urbane

Obiettivo: proteggere l’ambiente dalle ripercussioni negative provocate dagli scarichi di acque reflue 
urbane non sufficientemente trattate

 Art. 9: responsabilità estesa del produttore nei confronti dei microinquinanti                       

(chi inquina paga) e obbligo di trattamento specifico per prodotti farmaceutici e della 

cosmesi

 Art 17: sorveglianza sanitaria con finalità preventive e di early warning (SARS Cov-2, Poliovirus, 

IAV e IBV, agenti patogeni emergenti etc..)  e monitoraggio dell’AMR per accrescere le 

conoscenze 



Variabilità delle matrici

• Diversità dei reflui in ingresso fra depuratori 
• Variazioni delle caratteristiche dei reflui legate alla piovosità
• Diversità fra reflui in ingresso e acque depurate in uscita

In generale:

- Elevate cariche di E. coli 106-107

- Cariche di ESBL-E. coli più basse di 1-2 log10

- Cariche di CR-E. coli e VRE ancora più basse 

• Ove sono attese cariche batteriche elevate occorre diluire il campione
• Ove sono attese cariche batteriche basse occorre filtrare il campione tal quale 

Sarà necessario fare delle prove preliminari per stabilire le diluizioni da utilizzare per la ricerca 
di E. coli e ESBL-E. coli, per stabilire se è necessario ricorrere alla filtrazione per poter isolare    
e contare CR-E. coli e VRE e per definire i volumi degli inoculi.



Per velocizzare le prove di laboratorio si possono utilizzare sistemi di filtrazione manuali o 
semiautomatici ... 



... ma i metodi di semina manuali per spatolamento, senza filtrazione, vanno benissimo e 
sono meno costosi (il Tricycle protocol riporta tutti i dettagli tecnici necessari)



 Per l’isolamento di ESBL-Ec, CR-Ec, VRE si usano terreni selettivi differenziali

* Concentrazioni secondo indicazioni EUCAST

CARATTERISTICHE FENOTIPICHEMICRORGANISMOTERRENO

Colonie blu o blu-verdiE. coliTBX agar (con o senza 
CTX*) Colonie bianche o color cremaNon E. coli

Colonie rosaE. coliTBX-MER*

Colonie blu (non oggetto della PDP)K. pneumoniae

Colonie incoloriNon E. coli o K. pneumoniae

Colonie violaEnterococcus faecalisChromid VRE agar

Colonie bluEnterococcus faecium

Colonie incoloriNon Enterococcus



 E’ necessaria la conferma dell’identificazione presuntiva di specie (colonie pigmentate)  
 La disponibilità di MALDI-TOF MS abbatte i costi e i tempi dell’identificazione



METODOFENOTIPO DI RESISTENZA DA CONFERMARE

Secondo algoritmi EUCAST1 ed ECOFF2 come criteri 
interpretativi

Resistenza alle cefalosporine a spettro esteso 
(ESBL-E. coli)

Secondo algoritmi EUCAST1 ed ECOFF2 come criteri 
interpretativi

Resistenza ai carbapenemi (CR-E. coli) 

Secondo algoritmi EUCAST1 ed ECOFF2 come criteri 
interpretativi

Resistenza alla vancomicina di Enterococcus
(E. faecalis o E. faecium) 

1https://www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFs/EUCAST_files/Resistance_mechanisms/EUCAST_detectio
n_of_resistance_mechanisms_170711.pdf
2 https://www.eucast.org/mic_and_zone_distributions_and_ecoffs

E’ necessaria la conferma del fenotipo di resistenza 



Armonizzazione dei protocolli e raccolta dei dati  

• In carico a ISS 
• La piattaforma SARI verrà adattata per raccogliere 

anche i dati di AMR (MDRO e ARGs)



ricerca MDRO in 
reflui urbani  e 

acque superficiali

ricerca 
antibiotici in 
reflui urbani 

e acque 
superficiali

ricerca geni di 
resistenza in 

reflui urbani e 
acque 

superficiali

PNCAR a 
regime

Dashboard 
ISS

(l’analisi delle 
informazioni raccolte 

con metodi 
armonizzati potrà 

suggerire  
rimodulazioni e 

implementazioni del 
piano di 

sorveglianza) 



Selezione 
AMR 

nell’ambiente 
?

Selezione AMR 
negli animali 

Selezione AMR nell’uomo



quantità di p.a. 
venduto/prescritto

FONTE:  ECDC, AIFA ...

diponibilità di metodi 
analitici

FONTE: ARPA, ISPRA ... 

criticità del principio attivo 
dal punto di vista della 

salute umana

FONTE: ECDC, WHO

Persistenza della molecola 
in ambiente acquoso

(velocità di degradazione)

FONTE: ISPRA, ARPA..

Quali molecole 
antibiotiche 
cercare in 
ambiente?

Quali antibiotici cercare? 



• In EU è necessario procedere alla valutazione del rischio ambientale (ERA: Environmental Risk
Assessment) per molecole di natura farmacologica con concentrazioni > 10 ng/L.

• Le Predicted no effect concentrations (PNECs), stabilite con criteri ecotossicologici, non sempre sono  
protettive nei confronti della selezione di AMR

• I test utilizzati per la valutazione del rischio ambientale (inibizione della respirazione della comunità batterica 
di un  fango attivo) non sono in grado di valutare il rischio di selezione di nuove resistenze

• Rischio di selezione di nuove  resistenze esercitato da concentrazioni molto basse (subinibitorie) di 
antibiotici 

• MSC (minimal selective concentration): la più bassa concentrazione di un p.a. in grado di indurre selezione 
di AMR

• MSC: fino a 200 volte < MIC 

• Molti metodi utilizzati per valutare la MSC ma non è stata valutata la resilienza della comunità microbica 
ambientale 



PEC (predicted environmental concentration)        
o MEC (measured environmental concentration)
_______________________________________ =

PNEC (predicted no effect concentration)

RQ (RISK QUOTIENT)

Determinazione del rischio ambientale

Le PNECs (Predicted no effect concentrations), stabilite con criteri 
ecotossicologici, non sono necessariamente protettive anche nei confronti della 
selezione di AMR

 Le Agenzie Regionali per la Protezione Ambientale dovranno 
impegnarsi in attività sperimentali per la determinazione della 
PNECR 



Murray et al., 2021

PNECR

Assessment factor (AF): costruito in base al tipo di 
esposizione (acuta vs cronica) e agli studi scientifici 



2024: avvio ricerca MDRO in acque reflue urbane e acque 
superficiali?

2025: avvio ricerca geni di resistenza in reflui 
urbani e acque superficiali?

> 2025: avvio ricerca residui 
antibiotici?

Necessità di un  cronoprogramma differenziato!



Sistema di 
sorveglianza 

sanitaria 
delle acque 

reflue e 
dell’ambiente

Sistema di 
sorveglianza 

sanitaria 
delle acque 

reflue e 
dell’ambiente

Progetto 
SARI (SARS 

COV-2) 

Progetto 
SARI (SARS 

COV-2) 

PANFLU     
2024-2028          
(IAV e IBV)

PANFLU     
2024-2028          
(IAV e IBV)

Nuova Direttiva 
91/271 CEE 
(sorveglianza 

sanitaria) 

Nuova Direttiva 
91/271 CEE 
(sorveglianza 

sanitaria) 

PNCAR        
2022-2025        
(MDRO e 

ARGs)   

PNCAR        
2022-2025        
(MDRO e 

ARGs)   

Progetti diversi stanno convergendo verso la creazione di un 
sistema di sorveglianza sanitaria basato sulle acque reflue



Per approfondimenti: corso ECM online Antimicrobico-resistenza in ottica One
Health

https://www.izsvenezie.it/corso-ecm-online-antimicrobico-resistenza-one-health/


