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1Antibiotics

/" Pharmaceutical industry

Accidental and intentional
release of antibiotics from
production plants

Nature Reviews | Microbiology

 AMR spreads through resistant bacteria and resistance genes

« AMR can be seen as a complex ecological issue



':‘,

OBIETTIVI del progetto

In questo contesto, il progetto si propone di raccogliere dati utili
a verificare I'eventuale presenza di geni di antibiotico
resistenza negli allevamenti, con il fine di valutare I'eventuale
condivisione di geni di antibioticoresitenza tra il comparto
zootecnico e la popolazione umana.

Valutare in 75 allevamenti suini, da riproduzione e da ingrasso,
ciclo aperto e ciclo chiuso, del territorio regionale

» |a presenza di geni “di resistenza”

 |a presenza di batteri con resistenze di interesse
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OBIETTIVO del progetto

Particolare attenzione sara rivolta alla ricerca di geni di
resistenza nei confronti di antibiotici definiti d'importanza critica
In ambito clinico:

1) geni “mcr” veicolanti resistenza a colistina

2) cefalosporinasi

3) carbapemenasi
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% Metodi - campionamento -

« 100 gr di feci fresche (cioe appena emesse dagli animali e
non ancora fermentate in vasche di raccolta o altri processi
alterativi) prelevate dai pavimenti in cui soggiornano gli
animali

« campione fecale dovra essere ragionevolmente
rappresentativo dell'allevamento o del settore considerato

« campione finale ricavato da almeno 10 prelievi elementar,
esequiti in diversi punti dell’allevamento, uniformemente
distribuiti

e conservati a temperatura di refrigerazione (5°+/-3°C) per
max 5gg
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% Metodi — laboratorio -

Materiale di partenza: feci fresche

1g di campione fecale +
9ml di acqua peptonata

U

Incubazione staticaa 37°C per 20h | E=) Estrazione DNA totale

7 J

Semina su Mac Conkey + antibiotico Conta E. coli totali PCR gene-specifiche

Y ¥

Incubazione a 44°C per 20h

Antibiotici: cefotaxime 1 mg/L, meropenem 0,125 mg/L, colistina 1 mg/L
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Metodi — geni di AMR (PCR) ol
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« Estrazione DNA totale da feci in acqua peptonata (300 uL)

mediante DNA Mini Stool Kit (Qiagen)
- PCR del DNA estratto dei seguenti target:

o geni mcr (1-5):
protocollo DTU: Eurosurv. 2018;23(6):pii=17-06672

o geni che codificano per cefalosporinasi:
a) Extended Spectrum B-lactamase (ESBL): CTX-M,
TEM, SHV (Monstein et al 2007)

b) AmpC (Pérez-Pérez e Hanson, 2002)

o geni che codificano per carbapenemasi
KPC, NDM, VIM, OXA-48, IMP, SPM, BIC, AIM, DIM,
GIM, SIM (Poirel et al, 2011 modificato per PCR singole)
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% F-lattamasi V4

Extended Spectrum glactamase (ESBL)

« sono forme mutate di B-lattamasi

 Inattivano cefalosporine di 3 e 4° generazione e monobactani
(aztreonam)

* non idrolizzano i carbapenemi e sono inibite da ACIDO
CLAVULANICO, TAZOBACTAM, SULBACTAM, classici inibitori delle
B-lattamasi

AmpC

« Spettro meno esteso rispetto ad ESBL ma insensibile agli inibitori delle
b-lattamasi
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Risultati microbiologici e

10° = TOT E. coli

10° B E. coliCTXres.
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presenza di E. coli resistenti a Cefotaxime: 43 su 65 campioni
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Resistenza a Colistina Cefalosporinasi Carbapenemasi

Percentuale Campioni Positivi (%)
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AMR abundance (FPKM)

Pooled pig faeces Pooled poultry faeces
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Country

Pig

Drug
I Aminoglycoside
Lactam

Macrolide

I Other

B Phenicol

B Quinolone

- Sulfonamide
I Tetracycline
B Trimethoprim

Poultry
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