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Contexte

AMR in 2050
10 million

Tetanus
60,000

Road traffic
accidents

1.2 million

Cancer
8.2 million

700,000
(low estimate)

\ Cholera
"

Sl 100,000—
' 120,000

‘ \ \ “'\
Measles /\ N

130,000

Diarrhoeal
disease / Diabetes
1.4 million 1.5 million

O’Neill, J., 2016. Tackling Drug-resistant Infections Globally: Final Report And Recommendations, The
Review On Antimicrobial Resistance. 2



Contexte

Bactéries pathogenes
Transmission de genes de

résistance ?

Woolhouse, M. E., & Ward, M. J. (2013). Sources of antimicrobial resistance. Science,
341(6153), 1460-1461.




Concentration antibiotique LMR
Medecine dans l'aliment
humaine - ﬁ ‘

Vetermalre
A -
Antibiotique Prescrlptlon nimaux de AMM JemPs, _ AIiment
rente cascade d’attente
Conditions

Autorisés uniquement en thérapeutique

Facteur de croissdnge: Directive (UE) 96 CE; 2003/74/CE et 2008/97/CE

- Interdit dep™
Decontamination
= Interds

epuis European lation CE 853/2004




Interface forte entre le
consommateur et
I'environnement
Poisson / filet = sentinelle ?
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Contexte

Woolhouse, M. E., & Ward, M. J. (2013). Sources of antimicrobial resistance. Science,
341(6153), 1460-1461.




Résultats de I'analyse bibliographique

« Pas de recommandations par rapport a
I’échantillonnage (quand, combien, frequence, ...)

« Pas de methodes de reférence pour processer les
échantillons (matrice, extarction ADN, extraction
bactérie,...)



VISGEEES Fxtraction ADN bactérien a partir du filet frais

Rainbow trout filets
(skin + flesh)

v

Cutting of samples

<

Contamination + negative control

€

Rinsing —

<

Plate count «— Suspension

<

Centrifugation

<

Cellular pellet

<

DNA extraction

<

DNA dosage «—  Total DNA

v

qPCR

Rainbow trout filets
(skin + flesh)

v

Cutting of samples

v

Contamination + negative control

[ Stomaching

v

Homogenate ——> Plate count

v

Filtration

v

Cellular pellet —> Flate count

v

DNA extraction

v

Total DNA ——> ODNA dosage

v

gPCR




Résultats Ringage vs stomachage
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Conception du jeu d’amorces

AYAYATATATATA

370 genes

Validation de la liste
(bibliographie)

Affinité avec la cible

Tm (47°C to 61 °C)

Dimerisation

Formation de boucles

The Resistome of Farmed Fish Feces
Contributes to the Enrichment of
Looftet al, 2012;  Antibiotic Resistance Genes in

Zhuetal, 2013, gadiments below Baltic Sea Fish
Muziasari et al.,

2014; Farms

Muziasari et al., 2016

Tamminen et al., Windi |. Muziasari™*, Leena K. Pitkdnen', Henning Serum?, Robert D. Stedtfeld®,
2011 James M. Tiedje? and Marko Virta™

AmplifX logiciel
(PCR
simulation)

g

+mcr-1,2,3,4&5

- MGEs

Choix de la température d’hybridation
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Méthodes . o
Nombre d’amorces par famille d’antibiotiques

Resistance conférée Genes

Beta lactam a4

Macrolide (MLSB) 38

Tetracycline 35

Aminoglycoside 27 ‘ >
Vancomycin 25 248 genes
Phenicols 4 Smartchip Realtime PCR System
Colistin 5

Sulfonamide 3

Trimethoprim 3

Multidrug/ Efflux 33

Antiseptics 7

Other 14 11




Contamination des filets / smartchip qPCR

Enterococcus faecalis : vanA

Enterococcus faecium : vanB

Staphylococcus aureus : mecA
| Escherichia coli : mcr-1

10%
CFU/ml
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Contamination des filets / smartchip qPCR

108 107 106 10° 104
CFU/ml CFU/ml CFU/ml CFU/ml CFU/ml

mcr-1 20,4 23,3 23,09
mecA 20,42 23,31 23,2

vanA 21,92 25,68 24,34
vanB-01 19,86 23,64 24,02
Gamme Cq: 19 7 28

Seuil de détection: le Cq et la charge initiale sont devenus non
proportionnels a partir de 1075 bactéries résistantes par ml d'inoculum

(3,3.10"3 UFC/g).

Seuil de détection = charge bactérienne moyenne d'un filet frais
(Austin, 2006) — ici un Cq de 27
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Discussions - Conclusion

Méthode rincage v

Puce smartchip gPpCR v

Prélévements v

Analyses en cours:
- résidus antibiotiques
- flore
- genes de résistance



Merci de votre attention



