DIPARTIMENTO DI MEDICINA VETERINARIA
Master in Sanita Pubblica Veterinaria e Igiene degli Alimenti

Flora microbica utile e
presenze di microrganismi
antibiotico resistenti nella
catena alimentare

Benianimo Cenci Goga e Paola Sechi

UNIVERSITA DEGLI STUDI
DI PERUGIA

Societa Italiana di Medicina Veterinaria Preventiva Marino, 09-10-18




Introduzione

UNIVERSITA DEGLI STUDI
DI PERUGIA

Societa Italiana di Medicina Veterinaria Preventiva Marino, 09-10-18




noreS ANTIMICROBIAL

;.\:,f','.-f- RESISTANCE

WHAT IS ANTIMICROBIAL RESISTANCE (AMR)?

Antirscroblab? Antimucoblal reshtance? Why ks resistance growing!

et of growing resistance?

A European
One Health
Action Plan
against
Antimicrobial
Resistance
(AMR)
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CAUSE:

> |nadeguato uso nel trattamento delle infezioni
umane in ambiente ospedaliero e in comunita

> |mpiego negli animali da reddito di antibiotici
somministrati come auxinici o chemioterapici

> Comparsa di resistenze in batteri non patogeni
per gli animali ma patogeni per ’'uomo

> Batteri resistenti non patogeni veicolo di geni
codificanti per AR

> Stipiti batterici resistenti a piu classi di
antibiotici
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1. CASO STUDIO

Studio caso-controllo
sull’epidemiologia di stipiti
antibiotico resistenti di Escherichia
coli e Enterococcus spp. in pecore
e ungulati selvatici nel Parco
Nazionale dei Monti Sibillini.

A CASE-CONTROL STUDY OF THE EPIDEMIOLOGY OF ANTIBIOTIC RESISTANT ESCHERICHIA
COLI AND ENTEROCOCCUS SPP. IN SHEEP AND WILD UNGULATES AT THE PARCO NAZIONALE DEI
MONTI SIBILLINI, ITALY

Soncini G'. Sechi P *, Pisapo I°, Moaticelli C’. Nicchiarelli I°, Cenci Goga B Dipartimenso di Scienze ¢ Tecnologie
Vererinarie per la Sicurezza Alimemtare, Facoltd di Medicina Vererinaria, Milano; :I)f;.-rufi:m'nlu di Scienze
Bioparologiche, Sezione di Ispezione degli Alimenii di Origine Animale. Per ugia; “Scuola di Specializzazione in Ispezione
degli Alimenti di Origine Animale, Perugia -~
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Farmaco Resistenza

Vil trasferimento di geni che codificano per

’antibiotico resistenza
TRASFORMAZIONE
- TRASDUZIONE
. CONIUGAZIONE

V'la mutazione di geni resistenti in varianti piu resistenti

v la pressione ambientale
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Obiettivo

| obiettivo del studio ¢ stato quello di effettuare uno studio caso-controllo
sullepidemiologia di stipiti antibiotico-resistenti di Escherichia coli e
Enterococcus spp. in pecore e ungulati selvatici nel Parco Nazionale del
Monti Sibillini, un ambiente naturale in cui gli ungulati selvatici non sono
sottoposti a trattamenti antibiotici

UNIVERSITA DEGLI STUDI
DI PERUGIA
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Materiali & Metodi

Superficie: 70000 ha

Ovini: 35000 capi
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Ovini:

Bovini:

Cervo e
capriolo

? ovino

4 ? acqua
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* |solamento di Enterobatteriacee e Escherichia coli: secondo UNI
EN ISO 21528-1, UNI EN I1SO 9308-1, UNI EN I1SO 16649

» Isolamento di Enterococcus spp.: secondo ISO 7899

* Replica plating

* Antibiogramma

E. coli AMP CIP K TE CN NA N AMC
Enterococcusspp. AMP CIP K TE CN E AMC F VA
= r\GIN “JIULCIII wlriaill ICCIL.LIUII’ |.JCI CUILTICTTHTTIIAI T 1 TOIJLCI 14T

fenotipiche
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] Risultati

UNIVERSITA DEGLI STUDI
DI PERUGIA

Societa Italiana di Medicina Veterinaria Preventiva Marino, 09-10-18




| Positivita agli antibiotici di screening

Escherichia coli

n. campioni saggiati/n. campioni con crescita AMP TE K
55/38 12 12 15
Feci di cervo
69,09% 31,58% 31,58% 39,47%
n. campioni saggiati/n. campioni con crescita AMP TE K

22/19 12

8 13

Feci di pecorz
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| Positivita agli antibiotici di screening

Enterococcus spp.

n. campioni saggiati/n. campioni con crescita AMP TE K

55/29
Feci di cervo

n. campioni saggiati/n. campioni con crescita AMP TE K

22/8
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Antibiogramma
Percentuale degli stipiti resistenti (numero stipiti/positivi)
Escherichia coli

39/12 39/0 39/3 39/5 39/1 39/0 39/11 39/12

Feci di cervo

30,77% 0 7,69% 12,82% 2,56% 0 28,21% 30,77%

AP K TE N NA N e Feci di pecora

20/9  28/1  28/9  28/10  17/4 28/0 28/18  28/7
45%  3,57% 32,14% 35,71% 23,53% O  64,29% 25%

Enterococcus spp.

19/0  19/3  19/19  19/1  19/14  19/1 19/0 19/3 Eeci di cervo
0  15,79% 100% 5,26% 73,68% 5,26% O - 15,79%
7/0 8/2 8/8 8/2 6/5 8/2 8/0 0 8/0 Feci di pecora

0 25% 100% 25% 83,33% 25% 0 - 0
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Antibiogramma
Percentuale degli stipiti resistenti (numero stipiti/positivi)
Escherichia coli

5/4 5/0 5/2 5/4 5/4 5/3 5/3 5/1 )

80% 0 40% 80% 80% 60% 60% 20%
Acqua di
Enterococcus spp. ~ abbeverata
5/4 5/0 5/2 5/4 5/4 5/3 5/3 5/1
80% 0 40% 80% 80% 60% 60% 20% —
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Discussione e conclusioni

UNIVERSITA DEGLI STUDI
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Differenza tra E.coli resistenti alla tetraciclina e
alla Kanamicina isolati da feci di pecora e di cervo
e statisticamente significativa a livello di
probabilita del 5%

Enterococcus spp.: 4 resistenti alla ciprofloxacina,
4 alla tetraciclina e 22 alla gentamicina

Desta preoccupazione anche il riscontro di 11
stipiti di Enterococcus resistenti alla tetraciclina
ed all’evidenziazione dei geni blaTEM ed ermB.
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» pressione selettiva anche in ambienti naturali?

* Propagazione degqli stipiti selezionati dalle attivita
delluomo alla popolazione selvatica?

Nel nostro studio il livello di resistenza dei cervi( 10,4%)
sebbene basso appare esagerato € non spiegabile in
assenza di Pressione Selettiva o di trasferimento dei geni
dall'ambiente della pastorizia a quello dei selvatici

Possiamo ipotizzare nel nostro caso che le mosche
possano fungere da serbatoio di batteri, oppure la
transumanza(si verifica perd solo per meno di un mese
I'anno!!!) o uccelli e altri mammiferi selvatici che vengono
piu facilmente a contatto con le aree pascolate dalle

pecore.

Societa Italiana di Medicina Veterinaria Preventiva Marino, 09-10-18




Questa ricerca rappresenta il tentativo di
studiare la diffusione dell’antibiotico
resistenza in ambienti naturali e la
popolazione dei cervi dei Monti Sibillini puo
servire come allerta di pressione selettiva da
antibiotici nell’ambiente, sia ad opera degli
allevamenti limitrofi sia ad opera
dell’ambiente urbano.
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i1. Caso studio

Ricerca dei geni dell'antibiotico
resistenza in api (Apis mellifera
ligustica) allevate in Umbria
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USO DEGLI ANTIBIOTICI IN
APICOLTURA

Ad oggi, in Italia e nel territorio dell’Unione Europea, non
risulta registrato nessun medicinale contenente antibiotico da
utilizzare in apicoltura e l’impiego di antibiotici e vietato.

Difficolta di conoscere con esattezza i tempi di sospensione
rischio di residui nel miele

«La possibilita di utilizzare antimicrobici in apicoltura
prospetta un quadro rovinoso. Le api, infatti, potrebbero
diventare vettori di antibiotico resistenza [...]»-comunicato
stampa del 13/05/2016 della FNOVI
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IMPORTANZA ECOLOGICA DELLE API

L'ape e considerata un ottimo indicatore biologico
dello stato di inquinamento del territorio in cui vive
grazie a delle caratteristiche peculiari. Essa e
considerata come ottimo indicatore biologico della
contaminazione ambientale grazie a delle sue
particolari caratteristiche:

- e facile da allevare ed ubiquitaria
- ha un tasso di riproduzione molto elevato

- esplora il territorio in cui vive alla ricerca di
nettare, polline ed acqua intercettando, attraverso il
corpo ricoperto di peluria, le particelle in
sospensione nell’atmosfera
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- collettore e disseminatore di geni di resistenza
agli antibiotici

L'uso di antibiotici a scopo terapeutico nell'uomo
e negli animali nel tempo puo essere associato
alla presenza di residui antimicrobici
nell'ambiente e, in alcuni casi, accumulati dalle
api da miele
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Obiettivo

Questo studio mira a valutare la presenza di
alcuni geni responsabili dell'antibiotico resistenza
in gruppi di api da miele con la ricerca diretta di
alcuni dei geni responsabili della resistenza nei
confronti degli aminoglicosidi, beta-lattamici,
tetracicline e sulfamidici su 36 campioni di api,
attraverso metodica PCR e sue varianti.
@

UNIVERSITA DEGLI STUDI
DI PERUGIA
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CASISTICA E CAMPIONAMENTO

,\.j’\i_m\  La indagini sono state
A e svolte su 36 campioni
A 8 di api (Apis mellifera
oy G ) ligustica) prelevati in
J
o 14 SPVTE . e e
SR i (Y 35 diversi siti
2 .
& 1 ’ dell’Umbria, due
5 "3},5 campioni provengono
/ ”- 37} dallo stesso sito ma
N G sono stati prelevati in
'\-g 26,2 24»_} t . d. .
i z%; empi diversi.
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Materiali e metodi

» Estrazione del DNA da campioni
formati da 10 gruppi di api, per un
totale di 360 api.

* identificazione e amplificazione dei
geni della resistenza agli antibiotici
nei campioni di Apis mellifera con
diverse coppie di primer
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Materiali e metodi
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Risultati

SAMPLE APMH BLAZ TETM SuUL-a SUL-2
I - - - - = -
2 - - - * +
3 - - - - -
— . . ‘ '
oo s - - - - +
me——— 6 - ® - ¢ ¢
7 - - - + +
‘ - - - » -
9 - - - - -
me———— = 30 - o o r )
112 - - — — —
12 - - - - +
a3 * - - - -
14 - - - - -
as . - - - +
16 - - - - -
az - - - - -
18 - - - - -
19 - _ - - -
20 - - - - -
212 - - - - +
22 - - - + -
23 _ _ - - -
24 - - - +
25 - _ - - +
26 - +
27 - - - = +
8 ¢+
29 - - - - +
30 - -
31 - * - - +
32 - - ¢
L= —— _’_’ - - - - -
3«4 * -
35 - - - - —
36 - - -
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Risultati

* Dei campioni testati, quattro erano
positivi per il gene tet (M) (8,33%),
due erano positivi per il gene aac (6
)-af (2 %) (5,56%), otto per il gene
blaZ ( 16,67%), dieci per sull
(27,78%) e otto campioni hanno
mostrato piu resistenze ai farmaci.
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Risultati

CAMPIONI| ~ APH BLAZ TET™ SUL-1 SUL-2 CAMPIONI| ~ APH BLAZ TET™M SUL-1 SUL-2
1 - + . - + 19
1 - - - + + 20
3 . . - . - P - - - - +
4 + + + + + n - - - +
5 - - + + + B
6 + - + + u - - - - +
1 + - + + I - - - - t
] + - 26 - - - - +
9 bij . - - - +
10 - + + + . 28 . . . B +
|| - - . - . ] . - . . 1
1 . - . . + 30 - - . +
13 + - - - - | - + - - +
14 - - - - . k) - - - - +
15 - - - - + 3 - + 3 + +
16 - - . - - /] . ¥
Y - - . . . 3
18 - - . - . 36
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Discussione e conclusioni

* | risultati delle indagini contribuiscono a
fornire informazioni sulla presenza dei geni
che codificano per ’antibiotico resistenza
nelle api della regione Umbria.

* Numerosi campioni risultano positivi, alcuni
dei quali multiresistenti.

* Il riscontro di positivita lascia supporre o un
abuso diretto di farmaci, oppure la presenza
nell’ambiente di germi che possiedono tali
geni (e quindi un indice indiretto della
presenza di antibiotici nell’ambiente).
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Discussione e conclusioni

Questo studio contribuisce al monitoraggio della
presenza di geni di resistenza agli antibiotici negli
insetti che non sono direttamente trattati con
antibiotici ma che possono essere esposti attraverso
'lambiente.

E’ nota la persistenza di alcuni antibiotici, come le
tetracicline, nell’ambiente e nelle arnie e, sebbene
l’impiego non sia consentito, i nostri risultati lanciano
un campanello di allarme.

L'ape del miele rappresenta infatti un bioindicatore
ambientale e una sentinella della presenza di geni di
resistenza agli antibiotici nell'ecosistema, suggerendo
un uso prudente dei composti antimicrobici.
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