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Résumé

L'antibiorésistance (ABR) est une menace pour la santé humaine, animale et environnementale.
L'lle de La Réunion est un terrain d’étude intéressant, du fait de son climat subtropical propice a la
prolifération bactérienne, de sa densité de population humaine et animale associée a un fort taux
d'errance, et des échanges que I'lle entretient avec des territoires africain et asiatique
particuliérement touchés par ce phénomeéne. L'étude réalisée dans le cadre de ce stage a pour but
de mettre en évidences les caractéristiques phénotypiques et épidémiologiques des résistances
aux Béta-Lactamines de Spectre Etendu (BLSE) et aux Carbapénémases des enterobacteriaceae
chez les chiens et chats de I'lle, en étudiant les populations domestiques confinées, divagantes et
errantes dont l'accés au préléevement est rendu possible par un programme associatif de
stérilisation et la collaboration de 14 cliniques vétérinaires. Les analyses des phénotypes de
résistance, réalisées sur la base de milieux de cultures sélectifs et d’antibiogrammes sont
comparées aux données collectées parallelement chez 'Homme par le CHU de La Réunion. Elles
ont permis d’isoler certains phénotypes d’intérét soumis a des analyses moléculaires permettant
d’identifier et de comparer les génes de résistance impliqués.

Les résultats mettent en évidence une prévalence de portage d’enterobacteriaceae multi
résistantes de 8,6% (IC 95% [5.71 ; 11.51]) chez le chien et de 3,6% (IC 95% [0.76 ; 6.38]) chez le
chat. Les analyses ont permis d’isoler pour la premiere fois chez I'animal a La Réunion, une
souche d'Enterobacter cloacae porteuse du géne blay,., de résistance aux carbapénémes. Les
résultats préliminaires sont cohérents avec un partage de génes de résistance entre le
compartiment humain et animal.

Mots-clefs : Antibiorésistance, One Health, Errance animale, Surveillance, Génotype

Abstract

Antimicrobial resistance (AMR) is a threat for human, animal and environmental health. La
Réunion island is an interesting context to study this phenomenon because of its tropical climate
suitable for bacterial growth, its high human and animal population density associated with high
proportion of stray animals, and the Island’s exchanges with countries with high occurrence of
AMR. The study carried out in frame of this internship aims to increase the knowledge about AMR
of dogs and cats of the Island, studying house or garden-confined, roaming and stray animals.
Sampling of such specific population have been permitted by an associative program of animal
sterilization and control and large collaboration with 14 private veterinary clinics. Phenotypic and
genotypic analysis of resistance determinants, using selective-growth media, antibiograms and
sequencing, are compared with analogous data collected on Human-originating strains obtained in
routine diagnosis in La Réunion public hospital. Results show an estimated 8,6% (IC 95% [5.71 ;
11.51] prevalence of multi-resistant enterobacteriaceae among dogs, and 3,6% (IC 95% [0.76 ;
6.38]) among cats. Analysis performed allowed the first isolation of an Enterobacter cloacae strain
carrying blay.4, in La Réunion Island. Molecular analysis of phenotypically similar strains
originating from human and animal populations is suggestive of possible transmissions occurring
between these two populations.

Key-words : Antimicrobial Resistance, One Health, Animal stray, Surveillance, Genotype
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Une peu de sémantique

Antimicrobien : Terme générique qui rassemble I'ensemble des agents combattant les
micro-organismes :

- Antiviraux

- Antifongiques

- Antiparasitaires

- Antibiotiques

Les termes “antibiotique” et “antimicrobien” sont cependant souvent utilisés de maniére
indifférente, mais le premier, plus spécifique en langue frangaise, remporte la préférence
de l'auteur et sera le terme employé dans ce rapport.



|.  INTRODUCTION

A. Enjeux

1. Une bréve histoire des antibiotiques...

La découverte des antibiotiques est attribuée a Alexander Fleming, en 1928. De maniére fortuite, il
constate que les staphylocoques qu'il cultive sont détruits par une moisissure du genre Penicillium.
A partir de la seconde guerre mondiale, de nombreuses molécules seront découvertes et
synthétisées : la Streptomycine en 1944 permet par exemple de ftraiter la tuberculose, et bien
d’autres suivront rapidement. La médecine vétérinaire commence a utiliser les antibiotiques dés
les années 50 et, rapidement, I'agriculture et I'élevage en détournent 'usage comme facteur de
croissance et agent de traitement des maladies végétales des cultures, induisant des rejets
environnementaux massifs, associés a une trés forte exposition humaine et animale (CIRAD
PRISME, 2021).

Dés le début de l‘'usage des antibiotiques, les bactéries exposées a ces molécules exploitent leurs
stratégies naturelles de défense pour survivre. Les résistances acquises apparaissent alors mais
sont compensées par la synthése de nombreuses nouvelles molécules jusque dans les années 80.
Depuis, la recherche et l'industrie pharmaceutiques ralentissent leurs investissements dans le
secteur, a tel point qu’aujourd’hui, les recherches pour le développement de molécules aux
mécanismes d’action innovants sont trés rares, voire nulles (OMS, 2020) faisant craindre, pour les
estimations les plus pessimistes, un retour massif de situations d'impasses thérapeutiques avec
des infections bactériennes pour lesquelles on ne dispose d’aucun traitement efficace.

2. L’antibiorésistance, une menace aujourd’hui... et demain ?

La résistance bactérienne acquise aux antibiotiques se définit par la capacité d’une bactérie a se
développer en présence d’'une molécule pour laquelle elle est normalement sensible.

Santé-publique France définit I'antibiorésistance comme :

“L’inefficacité du traitement antibiotique sur l'infection bactérienne ciblée” (Santé Publique France,
2022a).

Cette définition décrit la réalité clinique de I'échec du traitement antibiotique face a une infection a
germe résistant. Mais l'antibiorésistance se manifeste et peut s’étudier a plusieurs échelles :
moléculaire, cellulaire, individuelle, collective, nationale, voire mondiale...

A T'échelle mondiale, le phénoméne d’antibiorésistance est aujourd’hui considéré par I'OMS
comme I'une des 10 plus importantes menaces de santé publique (OMS, 2019).

En 2019, 1,27 million de morts (IC95% [0.911;1.71]) sont estimés étre directement attribués a la
résistance aux antibiotiques (Murray CJ et al., 2022). Selon les scenarii les plus pessimistes, ce
chiffre pourrait s’établir autour de 10 millions de morts par an et ainsi devenir la premiére cause de
mortalité d’ici 2050 (Interagency Coordination Group on Antimicrobial Resistance, 2019).

En France, en 2015, Santé-publique France estimait a 125 000 le nombre d’infections par an a
bactéries multi-résistantes, et plus de 5500 décés annuels en lien avec ce phénomene (Santé
Publique France, 2022a). Les études ultérieures montrent des chiffres en constante évolution.

Il s’agit donc d’'une problématique majeure qui nécessite des actions massives, globales, de
I'échelle individuelle a I'échelle mondiale. La recherche biomédicale doit amplifier ses efforts pour
mieux comprendre, surveiller, anticiper cette menace pour en atténuer les conséquences.



B. Etat de I'Art

1. Les bactéries

Une bactérie est un micro-organisme unicellulaire procaryote (sans noyau). Elle contient
'ensemble des fonctions et organites indispensables a sa vie. Son patrimoine génétique est
contenu dans le chromosome qui constitue I'essentiel de son génome dévolu aux fonctions de
base et dans les plasmides, sortes de génome accessoire permettant entre autre I'apport de
capacités de défense face au milieu dans lequel elle évolue.

Plasmide

Ribosome

Paroi
bactérienne

Membrane
plasmique

Membrane
externe

Fig. 1 : Schéma d’'une bactérie. © PRISME - CIRAD
2. Les antibiotiques

Les antibiotiques sont des substances d’origine naturelle, synthétique ou semi-synthétique. Ces
molécules appartiennent a différentes familles et classes, selon leur mécanisme d’action et leur
structure (Annexe 1). Le spectre d’activité d’'un antibiotique représente 'ensemble des bactéries
sur lesquelles 'antibiotique agit. Il est plus ou moins large selon les molécules considérées.
L'antibiotique peut avoir une action bactéricide (tue les bactéries) ou bactériostatique (inhibe leur
développement).

3. Les mécanismes de l'antibiorésistance
a) Résistance naturelle et acquise

Les organismes comme les bactéries ou des moisissures, synthétisent et sécrétent naturellement
ces composés afin de tenir a distance d’autres espéces avec lesquelles elles sont en compétition.
Les bactéries ont donc développé des résistances naturelles a ces molécules, pour ne pas en
subir elles-mémes la toxicité.

Ainsi, un certain nombre d’espéces bactériennes présente naturellement des caractéristiques
d’insensibilité face a certaines molécules, ou familles d’antibiotiques : c’est la résistance naturelle.
Son information génétique est portée par le chromosome et par définition est transmise a la
descendance : on parle de transmission verticale.

Cette manifestation est rendue possible par divers mécanismes et caractéristiques propres aux
bactéries, généralement une (ou plusieurs) des stratégies suivantes :

- Caractéristiques anatomiques et physiologiques de la bactérie (présence ou absence de
paroi, imperméabilité membranaire...)

- Présence de mécanismes de transport et d’efflux

- Sécrétion d’enzymes inhibant I'effet de I'antibiotique

- Modification de la cible cellulaire de I'antibiotique induisant une diminution de I'affinité entre
la molécule et sa cible.
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Les résistances acquises exploitent les mémes mécanismes. La différence réside dans la pression
de sélection exercée par les substances antibiotiques sur ces bactéries, par exemple a 'occasion
d'un traitement chez un sujet souffrant d’'une infection bactérienne. La résistance acquise
s’exprime par la résistance a un antibiotique d’'une souche appartenant a une espeéce
habituellement sensible a cette molécule. La menace pour la santé publique se situe a ce niveau,
par la dissémination de génes (plasmidiques et chromosomiques) de résistance, 'émergence de
nouveaux génes et leur potentiel cumul. L'enjeu est donc de prévenir et limiter au maximum
I'apparition et la dissémination de ces génes de résistance.

b) Résistance croisée et co-résistance

La résistance croisée est définie comme “la résistance a tous les membres d'une classe
d’antibiotiques due a un seul mécanisme de résistance” (Courvalin P., 2008). On parle de
résistance croisée étendue quand elle est responsable de résistances a plusieurs classes
d’antibiotiques, toujours avec un seul mécanisme.

On parle de co-résistance quand plusieurs mécanismes associés permettent la résistance a
plusieurs classes d’antibiotiques, ce qui caractérise le phénotype de résistance de la bactérie, plus
ou moins large (Courvalin P., 2008).

¢) Les multi-résistances

Il n'existe pas de définition consensuelle a la notion de multi-résistance bactérienne. Néanmoins,
la littérature considére souvent une bactérie multi-résistante (MDR, ou BMR en frangais) lorsqu'elle
a acquis une résistance a au moins 3 classes d’antibiotiques (Magiorakos, 2012).

Face a I'ampleur du phénoméne qui peut aller bien au-dela d’une résistance a 3 antibiotiques, les
chercheurs établissent le grade de “eXtensive Drug Resistance” (XDR) comme intermédiaire entre
MDR et “Pan Drug Resistance” (PDR) qui correspond a une résistance totale aux antibiotiques
existants.

d) Facteurs de risques

En médecine humaine, les colonisations par des bactéries antibiorésistantes sont associées a un
age élevé, l'existence de comorbidités, la conduite de procédure médico-chirurgicales invasives
conjointement a des séjours en milieu hospitalier et a des antécédents de traitements antibiotiques
(Vodovar et al., 2013).

Les facteurs de risque de colonisation et d’infection ont été particulierement étudiés en milieu
hospitalier, mais nettement moins en milieu communautaire. Parmi les facteurs identifiés
augmentant la sélection de génes et de souches résistantes, figurent (Inserm, 2018) :

- Utilisation massive et répétée d’antibiotiques en santé animale et en santé humaine,

- Mésusages : mauvaises posologies, traitement interrompu, durée inadaptée,

- Absence dencadrements et de contréles des productions (qualité), des ventes
(prescription) et de I'usage des antibiotiques dans certaines régions du monde, aboutissant
a des pratiques responsables de rejets environnementaux massifs. Parmi celles-ci, notons
le détournement de l'usage de certains antibiotiques en élevage comme facteurs de

croissance, ou les traitements prophylactiques systématisés associés a I'absence de
traitement des eaux usées contenant des résidus alors rejetés.

Ainsi, la contamination environnementale et alimentaire accidentelle demeure une source de
contamination non négligeable, trop peu étudiée, nécessitant une réelle approche “One-Health”.
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4. Génétique de I'antibiorésistance

Transmission verticale :

Le patrimoine génétique bactérien porté par le chromosome est enti€rement transmis a la
descendance de la bactérie par scissiparité. Ainsi, tout géne de résistance porté par le
chromosome sera retrouvé chez les cellules filles. C’est la transmission clonale de la résistance.

Transmission horizontale :

En I'absence de reproduction sexuée, le brassage génétique des bactéries est essentiellement
assuré par échanges horizontaux. lls s’effectuent au sein méme d’'une bactérie grace aux
éléments mobiles, ou entre bactéries d’'une communauté.

a) Intégrons

Les intégrons occupent un rble central dans la promotion de I'acquisition et de I'expression de
génes de résistances : ils peuvent porter plusieurs cassettes de génes, et étre mobilisés grace aux
transposons et plasmides.

La transmission d’intégrons porteurs de plusieurs génes de résistance permet a des bactéries
sensibles d’acquérir des résistances, parfois multiples (Vong, 2020).

b) Transposons

Les transposons portent de nombreux genes de résistance, par exemple, certains génes de
résistance aux B-lactamines. Il s’agit de séquences capables de se déplacer de régions en
régions, a d’autres entre plasmides, chromosomes, ou les deux. lls peuvent également se
transmettre a d’autres bactéries par conjugaison (CIRAD PRISME, 2021).

¢) Plasmides

Les plasmides sont des fragments d’acide nucléique généralement circulaires, et autonomes dans
le cytoplasme de la bactérie. Bien que non indispensables, nous avons vu qu’ils constituent le
génome accessoire d’'une bactérie. lls sont susceptibles de s’échanger entre bactéries d’'une
méme niche écologique et de participer activement a la transmission de génes d’antibiorésistance
(Encyclopaedia Universalis, n.d.).

Intégrons, transposons et plasmides sont parfois qualifiés de “passeurs de génes”. lls sont
capables d’arrangements complexes et, lorsqu'ils sont associés et transmis d’'une bactérie a
l'autre, peuvent étre a I'origine de I'émergence de phénotypes bactériens XDR, voire PDR.

d) Meécanismes d’acquisition

Les bactéries peuvent procéder a des échanges de matériel génétique de plusieurs maniéres.

(1) Conjugaison
La conjugaison se fait par le contact et I'établissement d’'un pont cytoplasmique entre une bactérie
donneuse et une bactérie receveuse, permettant un transfert d’ADN plasmidique. C’est le
mécanisme prépondérant pour la transmission de génes d’antibiorésistance (CIRAD PRISME,
2021). Pour cela, il n’est pas forcément nécessaire que ces bactéries soient strictement de la
méme souche, ni de la méme espéce, ce qui contribue a la diffusion des génes d’antibiorésistance
au sein des communautés bactériennes, parfois entre des bactéries de genres différents.
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(2) Transformation

La transformation est une modalité d'acquisition d’ADN qui passe par la libération par une bactérie
d’'un fragment d’ADN, qui vient se fixer sur une autre bactérie en état de compétence. |l est ensuite
absorbé par la cellule, puis intégré a son génome par recombinaison. On qualifie de
“recombinants” les génes acquis et qui seront transmissibles a la descendance s’ils sont inclus sur
le chromosome (“Dictionnaire médical de I’Académie de Médecine,” 2023).

(3) Transduction

La transduction consiste en un transfert de génes entre bactéries par l'intermédiaire d’un
bactériophage, qui est un virus parasite spécifique des bactéries. Ceci ne concerne donc que les
bactéries de méme espéce.

e) Résistances aux B-lactamines et génes impliqués

Les B-lactamines telles que les pénicillines, les céphalosporines, les monobactames et les
carbapénémes sont parmi les molécules les plus prescrites a travers le monde.

(1) B-lactamases et B-lactamases de spectre étendu

Les B-lactamases sont des enzymes ayant la capacité de cliver le cycle B-lactame et sont la
principale cause de résistance aux B-lactamines des bactéries gram-négatives. Elles sont classées
selon différentes nomenclatures dont :
- Ambler : Classes A, B, C et D selon la conservation de leurs séquences peptidiques
(Ambler, 1980)
- Bush & Jacoby qui prennent en compte les profils des substrats et des inhibiteurs de ces
enzymes (Bush and Jacoby, 2010).

Les B-lactamases de spectre étendu (BLSE) sont résistantes a la majorité des B-lactamines, mais
restent sensibles aux carbapénémes. Leur expansion correspond a l'utilisation massive de
molécules a large spectre d’activité (céphalosporines). Leur croissance est inhibée par l'acide
clavulanique (Bush et al., 1995). La majorité d’entre elles appartiennent aux familles TEM, SHV,
OXA et CTX-M.

Ces enzymes portent des noms différents selon leurs substrats (CTX, OXA...), le lieu ou le nom du
patient sur lequel elles ont été découvertes (TEM), leur structure moléculaire etc...
Les génes codant pour ces enzymes sont notés sous la forme blacryp.1s.

I a été montré que certains génes sont plus prévalents dans certaines populations ou dans
certaines espéces. C’est par exemple le cas de blacryuis qui est le plus prévalent chez les
humains, et de blacrx.; qui est le plus fréquemment rencontré chez les animaux porteurs de
BMR. (Smet et al., 2010). Les génes blacrx. proviennent initialement de la bactérie Kluyvera Spp.
dont les souches sauvages le portent sur son chromosome (Canton et al., 2012). Mobilisé par des
séquences d'insertion, il s'est progressivement mondialement répandu chez dautres
enterobacteriaceae, d’abord sur des plasmides, et est de plus en plus fréquemment observé sur
leurs chromosomes (Yoon et al., 2020).

(2) Carbapénémases

Les enzymes de type carbapénémases hydrolysent la plupart des B-lactamines, dont les
carbapénémes. De plus, certaines ne sont pas inhibées par I'acide clavulanique. Leur émergence
et leur dissémination coincide avec 'augmentation de lI'usage de la classe des carbapénémes
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dans le traitement des infections a bactéries résistantes dont les B-lactamines. Ainsi, les
carbapénémes sont classés comme antibiotiques critiques, de dernier recours, et font I'objet de
restrictions d’'usage afin de maintenir au maximum leur efficacité.

5. Les entérobactéries et I'antibiorésistance

Les entérobactéries, font partie intégrante du microbiote intestinal qui regroupe I'ensemble des
micro-organismes (bactéries, virus, champignons) présents dans le tractus digestif. Principalement
localisés dans le colon, on I'estime composé d’environ 10" organismes, soit environ autant que de
cellules corporelles. Il est essentiellement composé de bactéries (Inserm, 2021). Celles-ci sont
dans leur immense majorité non pathogénes et participent activement aux processus
métaboliques, digestifs et immunitaires du corps. Toutefois, les bactéries dites commensales
peuvent devenir pathogénes en cas de prolifération anormale et/ou d'immunodépression, I'individu
n’arrivant alors plus a les réguler.

Le microbiote intestinal présente ainsi un réle protecteur vis-a-vis des bactéries pathogénes
pouvant transiter dans le systeme digestif. En occupant 'ensemble des niches de la surface
muqueuse digestive, il limite la colonisation et l'installation des bactéries pathogénes : on parle
“d’effet barriere”. Ainsi, il convient de distinguer le microbiote résident du microbiote transitoire.
Cependant, chaque antibiothérapie subie par un organisme, induit une pression de sélection sur
'ensemble du microbiote, conduisant a la sélection des souches les moins sensibles, y compris au
sein du microbiote résident. De plus, nous I'avons vu précédemment, les bactéries ont la capacité
d’échanger du matériel génétique de maniére horizontale.

De par sa concentration en micro-organismes, le microbiote digestif est donc un environnement
hautement impliqué dans les phénoménes de transferts de génes d’antibiorésistance, en
particulier par conjugaison, entre bactéries résidentes et transitoires, et inversement. On considére
le microbiote intestinal comme un hot-spot d’échanges de génes (Dimitriu, 2014).

6. Consommation et rejets : approche “One Health”

On distingue trois principaux secteurs rassemblant I'essentiel de la consommation et de la
dissémination des molécules et résidus d’antibiotiques (Cardot Martin, 2019) étant responsables,
par conséquent, de sélections de genes d’antibiorésistance :

- Lélevage (et les animaux de compagnie) a des implications directes sur I'environnement
par les rejets d'effluents, et sur la santé humaine par la consommation des produits
animaux, particulierement dans les pays du Sud ou les recommandations de bon usage, de
respect des délais d’attente avant consommation ne sont pas toujours bien connus et
respectés. L'élevage (surtout de volaille et de porc) est aussi historiquement associé a
utilisation d’antibiotiques comme promoteurs de croissance. Cette pratique est interdite au
sein de I'Union Européenne depuis 2006, mais continue en dehors de I'UE (Castanon,
2007).

- La santé humaine : par 'ampleur et la fréquence des traitements antibiotiques, que ce soit
en médecine de ville ou a I'hdpital, et les contaminations dles aux rejets dans
’environnement,

- Lenvironnement, qui se situe au carrefour de contamination et de transfert de génes de
résistance et de résidus d’antibiotiques de I'ensemble des secteurs (Maréchal, 2022). Les
animaux sauvages, €galement affectés par ces contaminations, sont réguli€rement
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rattachés au réservoir environnemental, dont ils s’avérent pouvoir constituer des sentinelles
intéressantes de surveillance de la contamination environnementale (Gwenzi et al., 2021).
Il a été montré que le portage de BMR chez les animaux sauvages dépend directement de
I'anthropisation du milieu qu’ils occupent, et diminue avec la distance d'une zone
humainement peuplée (CIRAD PRISME, 2021).

L’interconnexion de ces secteurs, entre santé humaine, animale et environnementale, fait de
I'antibiorésistance l'archétype d’'une problématique s’intégrant dans le concept “One Health”. Une
résistance sélectionnée sous pression antibiotique dans le compartiment humain peut étre
transmise a I'environnement et au compartiment animal. Méme si non pathogéne chez 'lhomme, la
méme bactérie résistante peut causer des pathologies lorsqu'elle affecte une autre espéce. Vu
limportante contamination bactérienne de notre environnement, l'infection par une bactérie
résistante n’est donc pas systématiquement associée a la pression sélective d’'une antibiothérapie.
Il peut s'agir d’'une contamination fortuite.

La recherche dans ce domaine doit se faire de maniére intégrée entre les trois compartiments et
s’intéresser aux échanges réciproques qui interviennent entre eux.

MEDECINS® MEDECINS® EN
DEWVILLE ETABLISSEMENTS
# axnmorouts DE SANTE

Fig 2 : Infographie illustrant le caractére “One
Health” de I'antibiorésistance - Santé Publique
France.

% Prescription ¢ antibiotiques
% Transmission / circulation
des bactéries antibioresistantes

* Et autres prescripteurs ; - /,/‘
sages-femmes et Chirurgrens-dentistes w -

7. Encadrement et surveillance

a) Antibiotiques critiques, recommandations et restrictions d’usage

Face a ces menaces sur la santé publique, 'OMS établit des 2005 une premiere classification des
antibiotiques, selon leur importance en médecine humaine et animale. Evoluant réguliérement, ces
textes servent de base de réflexion aux agences de santé publique nationales (ANSES),
internationales (OMSA) puis européenne (EMA) pour établir des recommandations de bon usage
des antibiotiques en médecine vétérinaire.
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Globalement la notion d’antibiotique critique s’appuie sur la capacité de la molécule a générer des
résistances et sur son importance en traitement de dernier recours vis-a-vis des infections a
bactéries résistantes (ANSES, 2021).

Le législateur vient instaurer un cadre Iégal et restrictif (article L.5144-1-1 CSP& suivants), précisé
par le décret du 16 mars 2016 et I'arrété du 18 mars 2016 qui spécifient :

- Llinterdiction de prescription des antibiotiques critiques a titre préventif (en santé humaine
et animale)’

- L'obligation de réaliser un examen clinique avant la prescription d'un antibiotique critique a
des fins curatives ou métaphylactiques?

Ces mesures, associées a des campagnes d’information et de sensibilisation des professionnels,
et aux plans EcoAntibio (a I'échelle nationale) ont permis de baisser drastiquement I'exposition des
animaux aux antibiotiques. En effet, le dernier rapport de TANSES mentionne une baisse de 47%
de I'exposition globale par rapport a 2011 (ANSES, 2022).

Voir Annexe 2 : Tableau comparatif des antibiotiques et leurs conditions d’'usage (ANSES, 2021).

b) Surveillance épidémiologique

La surveillance de I'antibiorésistance est capitale afin de monitorer la circulation des souches
porteuses de geénes connus et d’identifier précocément I'émergence de nouvelles souches
résistantes susceptibles de devenir une menace pour la santé humaine ou animale. Elle consiste
en le suivi de la consommation de médicaments, et en l'existence de réseaux de surveillance
épidémiologique active et passive, a plusieurs échelles :

- A l'échelle mondiale, on peut citer le systéme GLASS (GLobal Antimicrobial Resistance
and Use Surveillance System) promu par 'OMS a partir de 2015 qui a pour vocation de
standardiser le recueil des données des réseaux nationaux. Fin 2021 le systeme couvrait
114 territoires rassemblant 72% de la population mondiale (OMS, 2022).

- Au niveau européen, 'EARS-Net est un réseau de surveillance de I'antibiorésistance
humaine piloté par TECDC (Centre Européen de Prévention et de Contréle des Maladies)
s’intéressant aux données issues de prélevements invasifs (hémocultures, LCR) issus de
l'ensemble des pays de I'Union Européenne (ECDC, 2022). Par ailleurs, 'TESVAC
(European Surveillance of Veterinary Antimicrobial Consumption) s'intéresse au suivi de la
consommation d’antibiotiques au plan vétérinaire. Pour I'heure, il n’existe pas de réseau de
surveillance des animaux malades a I'échelle européenne. Pour combler ce manque, les
scientifiques de 'ANSES proposent la mise en place d’'un réseau EARS-Vet (Mader et al.,
2021).

- A l'échelle de notre pays, il existe différents systémes de surveillance, organisés par
secteurs :

- Santé humaine : programmes pilotés par les missions nationales de surveillance et
de prévention de la résistance aux antibiotiques et des infections associées aux
soins, en établissements de santé, médico-sociaux et en ville.

' Le traitement préventif est défini comme un traitement prophylactique, individuel ou collectif, appliqué a des animaux sains, exposés a
un facteur de risque pour une maladie infectieuse considérée (décret du 16mars 2016)

2 Le traitement curatif étant défini comme le traitement individuel ou collectif des seuls animaux présentant les symptdmes d'une
maladie et le traitement métaphylactique comme tout traitement appliqué aux animaux cliniquement malades et aux autres animaux
d'un méme groupe qui bien que cliniquement sains présentent une forte probabilité d'infection du fait de leur contact étroit avec les
animaux malades (décret du 16mars 2016)
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- Santé animale : le suivi de la vente des médicaments est assuré par I'Agence
Nationale du Médicament Vétérinaire (ANMV-Anses) depuis 1999. Le Résapath
(Réseau de Surveillance de l'antibiorésistance des Bactéries Pathogénes) est
chargé de collecter les données de résistance des bactéries issues des animaux
malades collectées dans les laboratoires vétérinaires privés et publics (Anses,
2021). Enfin, la Direction Générale de I'Alimentation assure au travers de plans
annuels, la surveillance a plusieurs niveaux de la filiere de production alimentaire.

- Enfin, il existe des actions de surveillance a I'échelle des établissements de sante, ayant,
outre un intérét en recherche, une utilité dans la prévention et la limitation de la circulation
de souches hospitalieres multirésistantes a I'origine d’infections nosocomiales. Elle passe
par I'analyse systématique des patients avant leur entrée dans certains services critiques
(Gay et al., 2020).

c) Espéces sentinelles

Les résistances des enterobacteriaceae sont étudiées en santé humaine, animale et dans
'environnement. Ainsi, E. Coli et les résistances aux céphalosporines de 3éme génération sont un
indicateur de choix pour la surveillance. LOMS préconise de baser la surveillance intégrée sur la
proportion de souches d’E. Coli productrices de B-lactamases de spectre étendu, considérant qu’il
s’agit du principal mécanisme de résistance aux C3G de I'espece (OMS, 2022).

Cette étude s’intéresse a I'impact de I'environnement sur I'exposition des individus aux bactéries
résistantes. Le choix s’est donc porté sur I'étude des enterobacteriaceae partagées par les
especes étudiées, et dont le développement de résistances représente des risques médicaux.

C. Etat des lieux a La Réunion

L'le de La Réunion est un département et une région francaise située dans le Sud-Ouest de
I'Océan Indien, au sein de I'Archipel des Mascareignes.

1. Population humaine et échanges commerciaux

De par sa situation administrative et géographique, l'ile, teintée de caractéristiques européennes,
représente un carrefour d’échanges commerciaux (INSEE, 2020) et humains majeurs avec I'Asie
et 'Europe mais également I'Afrique.

Essentiellement répartie sur le littoral, la population humaine s'éléve a environ 860 000 habitants
en 2019 (INSEE, 2022).

La population des petits carnivores domestiques a été estimée en 2018 a environ 255 000 chiens,
dont 30 900 divagants et 42 100 errants dans l'espace public et environ 160 000 chats
(EPLEFPA-CFPPA - DAAF de La Réunion, 2018).

2. Errance animale et risques sanitaires

L'errance animale incontrolée, en particulier canine, représente des enjeux sanitaires, sécuritaires,
économiques, et de bien-étre animal a La Réunion (Sellami, 2022).
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Sur le plan sanitaire, I'errance animale associée a une population non controlée augmente les
risques de dissémination de pathologies virales, bactériennes et pathogénes, y compris a potentiel
zoonotique, telles que la Fievre Q ou la leptospirose (Guernier et al., 2016).

Concernant I'antibiorésistance, il a été montré que les animaux errants auraient davantage de
risques d’étre porteurs d’E. coli résistantes que les animaux de propriétaires, en Argentine
(Marchetti et al., 2021). Cependant cette observation semble étre balancée par d’autres études, en
particulier chez le chat, ou les animaux de propriétaires davantage médicalisés apparaissent plus
porteurs que les animaux errants, en Corée du Sud (Jung et al., 2020). La balance de I'exposition
médicale a la pression sélective d’antibiothérapie et de I'exposition a I'environnement contaminé
par les bactéries résistantes sélectionnées dans les autres espéces et semble devoir étre prise en
compte et est trés dépendante du contexte local d’'usage de ces molécules et des traitements de
leurs rejets.

3. L’antibiorésistance : données de surveillance et études exploratoires

Les données de surveillance de I'antibiorésistance montrent que La Réunion est 'une des régions
frangaises les plus touchées par le phénoméne :

- En santé humaine, les données communautaires a la Réunion font état d’'une prévalence
d’EBLSE de 8,3% (Miltgen, 2022) et la surveillance hospitaliére d’'une prévalence d’EPC
inférieure a 0,5% (Miltgen et al., 2020). L'étude de Miltgen et al. (2022b) n’a pas détecté de
bactéries résistantes partagées entre le compartiment humain et animal. Cependant, cette
étude n’a examiné que les animaux d’élevages officiels, se limitant donc aux animaux
vivants confinés et ne prenant pas en compte une grande partie des animaux de 'espace
public (élevages clandestins, animaux errants et divagants...).

- En santé animale, chez les petits carnivores domestiques de propriétaires a La Réunion,
une précédente étude exploratoire montre une prévalence de 0,8% d’animaux porteurs
d’entérobactéries productrices de BLSE (Antoniolli, 2021). Concernant les EPC, le
Résapath décrit une détection sporadique dans son rapport de 2019 (Anses, 2021). Une
précédente étude exploratoire ayant échantillonné 241 chiens n’a pas permis d’isoler
d’EPC a La Réunion (Antoniolli, 2021)

- Au niveau environnemental, I'échantillonnage de rats comme bio-indicateurs de Ia
contamination environnementale a montré une contamination faible (Gay, 2019).
Cependant, il a été montré la présence d’un nombre important de résidus d’antibiotiques et
de génes de résistance dans différents agro-écosystémes de I'lle, par exemple le géne
blacrxu.s fréquemment retrouvé chez les animaux (Maréchal, 2022).

D. Objectifs

Objectif principal : Explorer la microflore intestinale de la population carnivore domestique de La
Réunion en intégrant le compartiment des animaux errants-divagants et décrire les
caractéristiques épidémiologiques, phénotypiques (et génotypiques dans un dernier temps) des
résistances aux antibiotiques portées par les espéces E. coli, K. cneumoniae, Enterobacter spp. et
Citrobacter spp.

Objectifs secondaires : Mettre en place les techniques moléculaires en vue de comparer les
données génétiques des bactéries animales a celles d’origine humaine. Identifier I'existence ou
non d’un lien entre le mode de vie et le risque de portage de BMR chez les espéces étudiées.
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. MATERIEL ET METHODES

A. Petits carnivores domestiques

1. Recrutement des partenaires

L'étude vise a recueillir et analyser des échantillons issus de chiens et de chats, en collaboration
avec les cliniques vétérinaires, et dans une moindre mesure, des refuges animaliers participants.
La premiére partie de la phase de terrain a donc consisté en le recrutement de ces partenaires. Le
premier contact était réalisé par mail ou une présentation de I'étude, de ses objectifs et de son
fonctionnement était adressée aux praticiens a travers des documents didactiques (cf Annexe 3
a.b.c et 4). En I'absence de réponse directe, une relance était effectuée par téléphone, ou un
rendez-vous était proposé a la clinique afin de présenter I'étude, le matériel et les modalités de
prélevements a I'équipe et au vétérinaire référent.

La prise d’écouvillons rectaux est associée a la collecte d’urines, de sang et d’ectoparasites. En
effet, 'étude AMR mutualise la logistique avec d’autres projets s'intéressant a la Leptospirose,
Dirofilariose, Fievre Q et Néosporose. Ces démarches ont permis d’inclure 15 cliniques dont 10 ont
contribué activement (n>10 échantillons).

2. Matériel de prélévement

Il était fourni un nombre suffisant de kits de préléevements en sachet hermétique contenant (pour
ce qui concerne I'étude AMR) :

- Ecouvillon rectal stérile avec milieu de transport Amies-charbon (FL Medical- ltalie)
pré-étiquete,

- Fiche commémorative préremplie permettant de rassembler les informations cliniques
d’intérét (Annexe 5),

- Fiche de consentement éclairé autorisant le prélévement, a destination des propriétaires ou
des associations responsables des animaux (Annexe 6),

A chaque individu prélevé est attribué un identifiant unique au format “X000”. “X” est une lettre
attribuée a une clinique, “000” I'identifiant spécifique de I'individu prélevé.

3. Recueil et collecte des données anamnestiques et cliniques

Une fiche de recueil des commémoratifs pré-étiquetée a Tlidentifiant unique de [I'animal,
correspondant au matériel de prélévements était fournie dans chaque sachet. En paralléle, un
QR-code est fourni au vétérinaire, permettant au personnel de la clinique de renseigner
directement les données en ligne, via [linterface de Kobotoolbox® (GitHub, Inc)
(https://ee.kobotoolbox.org/x/71SI9Aey). Cependant, le choix du questionnaire papier a remporté la
préférence des partenaires. Les informations étaient donc saisies informatiquement par nos soins
via Kobotoolbox et ainsi centralisées.

4. Critéres d’inclusion

Les seuls criteres d’inclusion retenus étaient basés sur I'espéce des animaux : chien ou chat. Les
vétérinaires sont supposés prélever aléatoirement, sans préjuger de I'état de santé, de I'age, du
sexe ou du lieu de résidence de I'animal, afin de limiter au maximum les biais de sélection.
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5. Stratégie et objectif d’échantillonnage

L'effectif de notre échantillon-cible est calculé a 'aide de I'outil Epitool (“Epitools - Sample size for
apparent or sero-prevalence,” n.d.) avec les paramétres suivants correspondant a la situation
estimée (Tableau XX)

Estimated Proportion 0.05

Desired precision of estimate 0.02

Confidence level 0.95
Population size 450000

Tab. 1 : parametres retenus pour I'estimation du nombre suffisant d’échantillons

Nous visons donc 'analyse d’au moins 457 échantillons afin d’estimer la prévalence de bactéries
résistantes de type Béta-Lactamases de Spectre Etendu (BLSE).

6. Cultures et isolements bactériens

Les écouvillons chargés et étiquetés, conservés a +/- 4°C étaient collectés bi-hebdomadairement,
par I'intermédiaire d’un transporteur privé pour les prélevements des cliniques les plus éloignées,
directement par nos soins pour les cliniques a proximité de Saint-Denis, et dans une moindre
mesure, par l'intermédiaire du circuit de collecte du Laboratoire Vétérinaire Départemental (LVD)
pour les derniéres.

Les isolements bactériens sont réalisés au laboratoire de bactériologie de niveau de biosécurité 2
du CIRAD de Saint-Denis (40 Chemin Grand Canal, Saint-Denis 97490, La Réunion) par mise en
culture directe des écouvillons selon les recommandations du fabricant (F. Biomérieux, France,
n.d.).

La littérature montre qu’'une étape d’enrichissement n’apporte pas d’augmentation significative de
la sensibilité des cultures, lorsque I'écouvillon est macroscopiquement chargé (Lerner et al., 2013).
De plus, les essais préliminaires réalisés sur quelques échantillons n’ont pas montré d’amélioration
nette de la quantité de colonies poussant sur gélose sélective aprés une phase d’enrichissement
de 24h a 37°C dans un bouillon d’enrichissement cceur-cervelle (Bio-Rad, France). En pratique, la
charge des écouvillons est visuellement contrlée et s’est toujours révélée satisfaisante. Ainsi
nous n’avons pas pratiqué de phase préalable d’enrichissement.

Chaque prélévement est mis en culture sur deux milieux sélectifs chromogénes permettant la
croissance sélective des bactéries suspectes de résistances aux antibiotiques :

- ChromID® BLSE : Gélose chromogéne “contenant un mélange d'antibiotiques, dont le
Cefpodoxime permettant la croissance et [lidentification présomptive de espéces
bactériennes suspectes de résistances aux Béta-Lactamines” (F. Biomérieux, France, n.d.)

- ChromID® CARBA : Gélose chromogéne “contenant un mélange d’antibiotiques
permettant la croissance sélective et l'identification présomptive des espéces bactériennes
suspectes de résistance aux Carbapénémes” (Biomérieux, France, n.d.)

Les milieux de culture chromogénes sélectifs permettent une identification présomptive basée sur
la coloration du substrat chromogéne en présence d’activités enzymatiques bactériennes
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(B-glucoronidase et B-galactosidase par E. Coli, coloré en rose/bordeaux ; B-glucosidase pour les
bactéries KESC, colorés en bleu/vert).

Les boites ensemencées sont incubées durant 20 a 24h a 37°C en étuve en conditions aérobies.
La lecture est effectuée visuellement. En cas de visualisation de colonies incolores, un test
d’'oxydase est réalisé, conformément aux recommandations du fabricant afin de discriminer les
potentielles souches d’E.coli sans activité B-glucoronidase, donc incolores sur ce milieu. Les
colonies colorées sont repiquées pour purification sur un nouveau milieu identique dans les
mémes conditions d’incubation.

Enfin, une fois isolées, ces souches colorées et incolores négatives au test de I'oxydase sont
collectées et conservées en cryotubes dans 1,5ml dune solution de conservation
glycérol-peptone, stockées a -18°C avant la seconde phase des analyses microbiologiques.

I. Isolement des souches supectes

,‘ 1. Prélévements
<
v . 4. Conservation :
s g ° 3. Isolement Glycérol -20°C
) | * 2. Mise en culture sous pression antibiotique : e
- “d T~ milieux sélectifs chromogénes ® /[
4 > 4 )
) S -
— . /// _ "\
B ~h al
_— > SN

Fig. 3 : Schéma récapitulant les étapes de culture et d’isolement des souches suspectes de résistance
(Clément Rabaly - CIRAD - UMR ASTRE).

7. ldentification d’espéce

Les identifications d'espéces ont été réalisées en 3 sessions, au laboratoire d’analyses médicales
du CHU de Bellepierre, Allée des Topazes, Saint-Denis 97400, La Réunion.

Aprés réincubation des isolats bactériens a partir du contenu des cryotubes de conservation,
I'identification d’espéce est réalisée par Spectrométrie de Masse (MALDI-TOF, Microflex®, Bruker
Daltonics Inc).

Obtenu en quelques dizaines de minutes, le résultat permet de ne conserver pour la suite des
analyses, que les souches appartenant aux espéces ciblées dans I'étude.

8. Antibiogrammes et analyses du phénotype de résistance

Les souches identifiées en Spectrométrie de Masse, appartenant aux espéces Escherichia Coli,
Klebsiella Pneumoniae, Enterobacter spp. et Citrobacter spp. sont ensuite soumises a
I'antibiogramme, par technique de diffusion de disques antibiotiques selon les recommandations
de 'TEUCAST.

La sensibilité des souches est testée pour 16 antibiotiques pertinents pour l'identification de
I'activité Béta-Lactamase de Spectre Etendu et/ou Carbapénémase, récapitulés dans le tableau
n°2. Le panel des 16 antibiotiques testés a été choisi dans le but de maximiser la comparabilité
des résultats avec les études précédentes conduites sur I'le de la Réunion, en suivant les
recommandations de 'EARS Vet (Mader et al., 2022), tout en optimisant la capacité de test de 16
disques sur gélose (Biomérieux, France, n.d.).
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Diameétres critiques

Abréviation el (EUCAST 2019)
COL 10 Colistine $>18 / R<15
TIC 75 Ticarcilline $223 / R<20
TGC 15 ‘ Tygécycline ‘ $>18 / R<15
AMO 20 Amoxicilline $>19 / R<19
GMN 10 Gentamicine $217 / R<14
CZD 10 ‘ Ceftazidime ‘ $>22 / R<19
AMC30 I e
COX 5 Céfotaxime $>20 / R<17
IPM 10 Imipénéme $>22 / R<16
ETP 10 ‘ Ertapénéme . $>25 / R<22
FEP 30 Céfépime $>27 / R<21
AMP 10 Ampicilline $>14 / R<14
TET 30 Tétracycline . $>18 / R<15
SXT 25 Sulfaméthoxasele | S214/R<11
CIP5 Ciprofloxacine $>26 /| R<24
OFX 5 Ofloxacine $>24 [ R<22

Tab. 2 : Antibiotiques testés, abréviations et diamétres critiques (EUCAST, 2019).

- Lactivité BLSE est phénotypiquement avérée par la méthode qualitative lors de
I'observation d’'une image de synergie dite “en bouchon de champagne” entre un disque
d’amoxicilline/acide clavulanique et au moins un disque adjacent contenant une
céphalosporine de 3éme ou de 4éme génération (EUCAST, 2019). En cas d’absence
d’'image de synergie mais en la présence de résistances a des disques de C3G, le test dit
“‘des disques combinés” est effectué. Il est considéré positif en cas d’augmentation
supérieure a 5mm du diamétre d'inhibition d’'un disque de Ceftazidime 30 combiné a 'acide
clavulanique comparativement a la zone d'inhibition autour du méme disque sans acide
clavulanique.

Fig. 4 : Antibiogramme d’une souche d’E. Coli productrice de
BLSE : observation d’images synergiques entre le disque
contenant de [l'acide clavulanique et 3 disques adjacents
contenant des céphalosporines (Clément Rabaly - CIRAD - UMR
ASTRE).

T
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- Lactivité carbapénémase (EPC) est suspectée en cas de diminution de la sensibilité a un
carbapénéme, confirmée par test biochimique colorimétrique RAPIDEC CARBA NP
(Biomérieux, France).

II. Identification et phénotype de résistance

3. Caractérisation du phénotype

, 2. Identification : E.Coli de résisance : Antibiogramme
- “// Y Spectrométrie de masse
f "“\ _/ ~A | "g* = —— K Pneumoniae » BLSE
/ — \ » . . ] _ ]‘ ——» Enterobacter spp > —» Carba
- ( P 4 o —
e \ Citrobacter spp \ / \ RC3G
1. Ré-ensemencement : ¢ ¢
colonies fraiches e o

Fig. 5 : Schéma récapitulant les étapes d’identification MALDI-TOF et d’antibiogramme (Clément Rabaly -
CIRAD - UMR ASTRE).

9. Analyses moléculaires

Dans le cadre de ce stage, I'objectif des analyses moléculaires était de développer et optimiser le
protocole d’extraction d’ADN, et de mettre en place la technologie de séquencage Nanopore®,
nouvellement acquise par l'unité afin de permettre par la suite le séquengage du maximum voire
de la totalité des souches d’intérét isolées.

La technologie de séquencage Nanopore® présente de nombreux avantages notamment en
terme de simplicité d’utilisation, et de rapidité de mise en oeuvre.

Son principe de fonctionnement, basé sur la lecture simultanée d'un nombre de brins
correspondant au nombre de pores en fonctionnement de la membrane (flow-cell) utilisée, autorise
la lecture de fragments de longue taille (= long reads) permettant de simplifier, réduire et optimiser
les résultats du travail post-séquencage de reconstruction de séquences. Pour TAMR, cela permet
de plus facilement déterminer si un géne identifié est porté par un plasmide ou le chromosome, et
donc de mieux connaitre les mécanismes de transmission génétique possibles ainsi que des
caractéristiques clonales des souches étudiées. Ainsi il se montre particulierement pertinent dans
les recherches s’intéressant au génome bactérien telles que I'exploration des génes de résistance
aux antibiotiques de bactéries.

a. Extractions d’ADN

La premiére série de séquengage a consisté en I'analyse de 11 souches (7 d’origine animale et 4
d’'origine humaine ayant préalablement été soumises aux analyses phénotypiques décrites
ci-avant) dont les données phénotypiques de résistance ont montré des intéréts particuliers.

Les extractions ont été réalisées a 'aide du kit QlAamp DNA Mini-Kit (QIAGEN), aprés remise en
culture des souches isolées sur gélose PCA. Néanmoins, le protocole fourni ne permettait pas en
I'état d’obtenir une quantité d’ADN suffisante pour autoriser le séquengage, en particulier pour les
colonies de Klebsiella pneumoniae, phénotypiquement trés muqueuses avec une matrice
extra-cellulaire importante obstruant la colonne et ne permettant pas I'élution des acides
nucléiques.

Un important travail d’optimisation a donc été réalisé afin d’augmenter le rendement de la
manipulation.

Les ajustements du protocole ont en particulier concerné :
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e Remise en culture des isolats sur gélose PCA et non sur le milieu chromogéne utilisé aux
étapes phénotypiques,
La collecte d’un volume bactérien plus important : 1 oese stérile 10ul remplie
L’ajout préliminaire de 3 ringages-centrifugations dans du PBS
Les durées de vortex et la recherche d’'un homogénéisation maximale, a chaque étape du
protocole

e La durée d’incubation a 57°C

Les différents essais effectués ont conduit a I'adoption d’'un protocole optimisé dont I'efficacité a
été vérifiée par quantification fluorimétrique Qubit (Invitrogen™ Qubit™ 3 Fluorometer, USA)

Ce protocole est présenté en Annexe 7.

La concentration-cible visée pour ces extractions était d’'un minimum de 8ng/ul pour la bonne
exécution du séquengage. Ce protocole optimisé a permis Il'obtention de concentrations
satisfaisantes comprises entre 10.5 et 250ng/ul selon les espéces bactériennes et a donc été
adopté.

b. Préparation et séquencgage

Les extractions et le séquencage ont été effectués dans les laboratoires dédiés du Cyroi (2 rue
Maxime Riviére, Saint-Denis) avec I'appui technique du Dr David Wilkinson (UMR ASTRE - CIRAD
Saint Denis de La Réunion). Les génomes bactériens ont été séquencés par la technique
Nanopore (Oxford Nanopore Technology V14) avec le kit de barcoding rapide (Rapid Barcoding Kit
SQK-RBK114.94). Le séquencage a été réalisé avec une flowcell R10.4.1 sur le séquenceur
MinlON Mk1C (Oxford Nanopore Technology V14) selon les indications du fabricant.

c. Analyses et traitement des données obtenues

Les données brutes issues du séquengage ont été traitées a I'aide du logiciel Guppy version 6.5.4
(https://bio.tools/guppy). Les séquences ont ensuite été filirées a l'aide du logiciel Fitlong
(https://github.com/rrwick/Filtlong) pour exclure les séquences de moins de 400 paires de bases et
avec des indices de qualité insuffisants. Les contréles négatifs qui ont été inclus n'ont généré
aucune donnée, confirmant la bonne réalisation du protocole de préparation et de séquengage.
Ensuite, le logiciel Flye version 2.9.2 a permis de générer les assemblages (Kolmogorov et al.,
2019). Les profils alléliques ont été déterminés a 'aide du logiciel MLST version 2.23.0, puis les
génes de résistance ont été identifiés (ainsi que leurs mutations ponctuelles) avec le logiciel
AMRFinderPlus version 3.11.11 (Feldgarden et al.,, 2021). Lorigine plasmidique ou
chromosomique des contigs, et donc des génes de résistance qui nous intéressent a été estimée
avec le logiciel Plastoforet version 1.4, information importante a connaitre notamment pour estimer
les capacités de transfert de ces génes (Pradier et al., 2021).

III. Analyses moléculaires et caractérisation génétique

—z
>
2. Extraction des acides 3. Séquengage Nanopore ®
nucléiques
'S AN . 4
T ) > ) Et/ou

3. Séquengage Illumina ®
1. Sous-sélection des isolats d'intérét
selon les antibiogrammes

Fig. 6 : Schéma récapitulant les étapes d’extraction d’ADN et de séquengage des analyses moléculaires
(Clément Rabaly - CIRAD - UMR ASTRE).
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B. Souches d’origine humaine

Parallelement a la collecte d’échantillons vétérinaires, le service de microbiologie du CHU de
Bellepierre (Allée des Topazes, Saint-Denis 97400, La Réunion) s’est chargé de collecter des
souches issues de prélevements cliniques humains effectués dans certains laboratoires de
biologie médicale de ville (cf Annexe 8 : Protocole de collecte des souches humaines - CHU). En
effet, ces souches issues du compartiment communautaire humain refletent mieux la circulation
des résistances rencontrées dans ce compartiment, comparativement au compartiment hospitalier
qui présente de nombreuses spécificités (Hassoun-Kheir et al., 2020) et concerne moins cette
étude car présente moins d’intérét a étre comparé aux caractéristiques de résistance des bactéries
d’origine animale.

C. Analyses statistiques

L'ensemble des données collectées via Kobotoolbox a été téléchargé puis compilé et nettoyé via le
logiciel R (R Studio - Version 2022.12.0+353).

Les variables concernant les autres études menées sur les mémes animaux (leptospirose,
dirofilariose etc), biologiquement non pertinentes pour 'AMR ont été supprimées, ainsi que les
données des individus n'ayant pas subi de prélévement rectal (NA). En la présence de données
manquantes non renseignées sur les fiches de prélevements, un appel était donné au vétérinaire
ayant réalisé le prélevement afin de vérifier s’il ne s’agit pas d’un oubli de remplissage et, le cas
échéant, de renseigner l'information manquante.

La variable binaire “Présence d’entérobactéries productrice de BLSE ou d’EPC” est retenue
comme la variable dépendante.

Globalement, deux approches ont été explorées :

e Dans un premier temps, une analyse de régression logistique, afin d’étudier les différents
facteurs de risques testés est réalisée : Un test préliminaire de Chi2 (ou de Fisher selon les
conditions d'application) est réalisé afin d’évaluer le degré d’association. N’étaient ensuite
conservées pour la construction du modéle maximal que les variables présentant une
p-value inférieure a 0.3. Les données retenues ont alors été analysées en régression
logistique multivariée. Les modéles obtenus ont été comparés au modéle maximal selon le
critere d’Akaike. Enfin, la prédictibilité du modéle retenu est estimée via l'aire sous la
courbe des courbes ROC.

e Dans un second temps, une méthodologie alternative d’analyse statistique a été proposée,

sur les conseils du Dr Renaud Lancelot (UMR ASTRE - CIRAD St Denis). L'objectif est
d’analyser les données d’un plus petit nombre de variables via un modéle bayésien
spatialisé de Poisson qui protége d’'une part du risque de sur-dispersion géographique et
qui permet d’autre part de I'ajuster sur les variations de toutes les variables explicatives.
Le protocole suit la démarche proposée par Moraga (Moraga, 2019). La commune de
domicile de I'animal est ici utilisée comme facteur de standardisation du risque de portage
d’entérobactéries résistantes. Les coefficients des effets fixes du modéle spatial de Poisson
s’interpretent comme les logarithmes du risque relatif, aprés marginalisation de l'effet
aléatoire du modéle pour I'intégrer a I'estimation des risques relatifs.
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. RESULTATS

A. Analyse descriptive de I'échantillon

Entre le 15 janvier 2023 et le 1er juin 2023, 528 échantillons accompagnés de leurs fiches de
renseignements cliniques ont été collectés et analysés, provenant de 12 cliniques vétérinaires de
I'lle (Annexe 9 : Cartographie des sites de prélévements et d’analyses de I'étude).

Les animaux prélevés étaient des chiens pour 68,2% d’entre eux (n=360), et des chats pour 31,8%
(n=168).

n= % n= %
Chiens 360 68,2 Chats 168 31,8
Statut reproducteur : Statut reproducteur :
Males entiers 114 31,7 Males entiers 57 33,9
Males castrés 40 11,1 Males castrés 13 7,7
Femelles entiéres 157 43,6 Femelles entiéres 89 53,0
Femelles stérilisées 45 12,5 Femelles stérilisées 9 54
Inconnu 10 2,8 Ao -
Age: 2a5ans
Age: Plus de 5 ans 96 57,1
2 & 24 mois 141 39,2 246ans 58 345
2as
asans 190 528 Plus de 6 ans 4 2,4
Plus de 5 ans 19 53
Inconnu 10 6,0
Inconnu 10 2,8
Motif de consultation :
Motif de consultation :
Stérilisation 137 81,5
Stérilisation 217 60,3
Maladie infectieuse 11 6,5
Maladie infectieuse 13 3,6
Autre 20 11,9
Vaccination seule 4 1,1
Type d’habitat :
Autre 126 35,0
Errant/Di t
Type d’habitat : rrant/Divagan 134 79,8
Errant/Divagant 124 34,4 Confiné en habitation 27 16,1
Promené sous surveillance 95 26,4 Inconnu / refuge 7 4,2
Confiné en jardin 81 225 Antécédent d’antibiothérapie :
Confiné en habitation 4 1,1 Oui 15 8,9
Inconnu / chenil 56 15,6 Non 89 53,0
Antécédent d’antibiothérapie : Ne sait pas 64 38,1
Oui 49 13,6
Non 176 48,9
Ne sait pas 135 37,5

Tab. 3 : Distribution des principales variables d’intérét, chez les chiens et les chats prélevés.
De par leurs difféerences physiologiques, nous avons pris le parti d’analyser séparément les

données issues des chiens et celles issues des chats. Cela permet de s'affranchir du biais de
confusion majeur lié a I'espéce.
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B. Prévalences observées

Les 528 échantillons analysés ont permis d’isoler 86 souches résistantes suspectées d’étre
productrices de BLSE et/ou de Carbapénémase.

Parmi celles-ci, 37 ont été confirmées productrices de BLSE ou de Carbapénémase aprés les
analyses du phénotype de résistance et ont permis d’établir la variable a expliquer “Présence
d’entérobactéries productrice de BLSE ou d’EPC”. Les entérobactéries d'intérét étant toutes
bactéries de genre Escherichia, Enterobacter, Citrobacter et Klebsiella.

1. Chiens

Parmi les 360 chiens prélevés, 30 ont été diagnostiqués porteurs d’entérobactéries
phénotypiquement productrices de BLSE et 1 porteur ’EPC.

La prévalence observée de portage de bactéries productrices de BLSE et dEPC dans la
population des chiens échantillonnés est donc de 8,6% (IC 95% [5.71 ; 11.51]).

n= Nombre de chiens % de chiens positifs Intervalle de
positifs par variable  par variable étudiée confiance a 95%
Chiens 360 31 8,6 [6.71;11.51]
Statut reproducteur :
Maéles entiers 114 8 7,0 [2.33;11.71]
Méles castrés 40 0 - -
Femelles entiéres 157 17 10,8 [5.97 ; 15.69]
Femelles stérilisées 45 4 89 [0.57 ; 17.20]
Inconnu 1 2 50,0 -
Age:
2 424 mois 141 12 85 [3.90 ; 13.13]
2abans 190 13 6,8 [3.25; 10.43]
Plus de 5 ans 19 3 15,8 [0;32.19]
Inconnu 10 2 20,0 -
Motif de consultation :
Stérilisation 217 16 74 [3.90 ; 10.85]
Maladie infectieuse 13 5 38,5 [12.01 ; 64.9]
Vaccination seule 4 1 25,0 [0;67.43]
Autre 126 9 7,1 [2.65 ; 11.64]
Type d’habitat :
Errant/Divagant 124 17 13,7 [7.66 ; 19.76]
Promené sous surveillance 95 5 53 [0.77 ; 9.75]
Confiné en jardin 81 6 7,4 [1.70; 13.11]
Confiné en habitation 4 0 - -
Inconnu / chenil 56 3 54 [0;11.25])
Antécédent d’antibiothérapie :
Oui 49 10 204 [9.12; 31.69]
Non 176 8 4,5 [1.47 ;7.62]
Ne sait pas 135 13 9,6 -

Tab. 4 : Tableau récapitulant les effectifs, les prévalences observées et les intervalles de confiance a 95%
des chiens porteurs de bactéries productrices de BLSE et de Carbapénémases a La Réunion, en 2023.
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Nous observons que les animaux de I'’échantillon ayant suivi une antibiothérapie récente (depuis
moins de 6 mois) ont une prévalence significativement plus élevée de portage d’entérobactéries
productrices de BLSE/Carbapénémase que les animaux n’ayant pas été traités récemment (test
de chi2 ; p-value = 0.003) au seuil de risque a = 5%.

De plus, les animaux de I'’échantillon admis en clinique vétérinaire pour maladie infectieuse sont
statistiquement plus porteurs d’entérobactéries productrices de BLSE/Carbapénémase que les
animaux consultant pour les autres motifs (test de chi2 ; p-value = 0.0008) au seuil de risque a =
5%..

2. Chats
Parmi les 168 chats prélevés, 6 se sont révélés porteurs d’entérobactéries phénotypiquement

productrices de BLSE. Aucune EPC n’a été isolée chez le chat.
La prévalence observée dans la population des chats est donc de 3,6% (IC 95% [0.76 ; 6.38]).

n= Nombre de chats % de chats positifs
positifs par variable  par variable étudiée

Chats 168 6 3,6 [0.76 ; 6.38]

Statut reproducteur :

Males entiers 57 0 - -
Maéles castrés 13 1 7,7 [0;22.18]
Femelles entiéres 89 5 5,6 [0.83 ; 10.40]
Femelles stérilisées 9 0 - -
Age:
2 4 24 mois 96 3 3,1 [0; 6.61]
2ab5ans 58 3 52 [0;10.87]
Plus de 5 ans 4 0 - -
10 0 -
Motif de consultation :
Stérilisation 137 4 29 [0.10; 5.74]
Maladie infectieuse 11 2 18,2 [0; 40.97]
Autre 20 0 - -
Type d’habitat :
Errant/Divagant 134 6 4,5 [0.98 ; 7.98]
Confiné en habitation 27 0 - -
Inconnu / refuge 7 0 - -
Antécédent d’antibiothérapie :
Oui 15 1 6,7 [0; 19.29]
Non 89 4 4,5 [0,19 ; 8.80]
Ne sait pas 64 1 1,6 -

Tab. 5 : Tableau récapitulant les effectifs, les prévalences observées et leurs intervalles de confiance a 95%
des chats porteurs de bactéries productrices de BLSE a La Réunion, en 2023
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3. Espéces bactériennes

Parmi les 37 souches résistantes, avérées productrices de BLSE et de carbapénémase, 25 sont
Escherichia coli, 8 Klebsiella pneumoniae et 4 Enterobacter cloacae.

Total Chien Chat
n= % n= % n= %
Escherichia Coli 25 67,6 21 67,7 4 66,7
Klebsiella Pneumoniae 8 21,6 7 22,6 1 16,7
Enterobacter Cloacae 4 10,8 3 9,7 1 16,7

Tab. 6 : Tableau récapitulant les effectifs et les fréquences des genres et espéces des entérobactéries
productrices de BLSE et de Carbapénémase isolées a La Réunion, chez les chiens et chats, en 2023.

C. Evaluation des facteurs de risques chez le chien

Le plus faible nombre de chats prélevés associé a une prévalence également plus faible de
portage de bactéries résistantes ne permettent pas de mener I'analyse des facteurs de risques de
maniére satisfaisante dans cette population. De plus, les différences physiologiques entre les
chiens et les chats n’autorisent pas I'analyse de ces deux populations dans le méme modéle.

Cette analyse a donc été réalisée uniquement sur les données issues des chiens.

1. Régression logistique

L'analyse univariée réalisée par des tests de Chi2 (ou de Fisher selon les conditions d’application)
a permis d’identifier 5 variables présentant une p-value >0.1 :

- Age

-  Sexe

- Mode de vie

- Antécédent de traitement antibiotique depuis moins de 6 mois

- Motif de consultation

L’établissement du modéle minimal adéquat lors de I'analyse multivariée par régression logistique
a ensuite permis de retenir 3 variables explicatives :

- Antécédent de traitement antibiotique depuis moins de 6 mois

- Consultation pour maladie infectieuse

- Mode de vie errant/divagant
Ce modéle présente le Critére d’Information d'Akaike le plus satisfaisant et est donc privilégié.

L'analyse des résidus a montré une adéquation correcte du modéle. Cependant, la réalisation des
courbes ROC montre une aire sous la courbe = 0.795 ce qui traduit des performances prédictives

moyennes.

La significativité des facteurs de risques liés aux variables contenues dans le modéle est explicitée
dans le Tab. 7.
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Variables OR IC 95% p-value

Mode de vie errant/divagant 25 [0.86 ; 5.05] 0.107
Traitement antibiotique récent 4.63 [1.44 ; 14.80] 0.009
Consulte pour maladie infectieuse 4.59 [0.94 ; 22.08] 0.055

Tab. 7 : Facteurs de risques testés de portage d’entérobactéries productrices de B-lactamases de spectre
étendu et de carbapénémases chez les chiens et les chats a La Réunion en 2023.

Avoir suivi une antibiothérapie il y a moins de 6 mois est un facteur de risque significatif d’étre
porteur de bactéries multi-résistantes.

Le mode de vie errant/divagant ne s’est pas avéré étre un facteur de risque significatif au seuil de
risque alpha 5%, tout comme le fait de consulter pour une maladie infectieuse (p=0,055 et
I'intervalle de confiance a 95% de I'OR contient 1) lors de cette analyse de régression.

2. Modeéle spatial de Poisson
Le nombre de cas de portage d'entérobactéries résistantes par commune est standardisé par le
risque attendu (qui correspond au rapport du nombre total ’EBLSE et d’EPC sur le nombre total

de prélévements).

Les coefficients des effets fixes du modéle spatial de Poisson sont présentés dans la Fig. 7 :

Ho=0
1.38
entravnon —-o—
o=0.05 0.60 2.16
-0.2
clage+2ans —0——
o=0.05 -0.99 0.59
-0.38
sexm PQ—O——I
o=0.05 -1.23 0.44
a ) -2.50
ntercept L m—
a=0.05 3.48 1.47
3 2 1 0 1 2

Estimate

Fig 7 : Coefficients des effets fixes du modéle spatial de Poisson de la fréquence de portage de bactéries
productrices de BLSE et de carbapénémase chez les chiens a La Réunion en 2023 (n = 327).
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Risque Relatif IC 95%

Sexe = Malel 0.83 [0.36;1.90]
Age > 2 ans? 1.00 [0.46 ; 2.20]
Errant/divagant3 4.84 [2.22;10.56]

1 Référence : Femelle ; 2Référence < 2 ans ; 3Référence : Confiné jardin/maison

Tab. 8 : Risques relatifs et leurs intervalles de confiance a 95% correspondant aux covariables retenues
dans le modéle spatial de Poisson de la fréquence de portage de bactéries productrices de BLSE et de
carbapénémase chez les chiens de la Réunion en 2023 (n = 327)

Le modéle bayésien spatialisé de Poisson appliqué, montre que le statut d’errance et de
divagation est un facteur de risque significatif de portage d'entérobactéries productrices de BLSE
et de carbapénémase. En revanche, un age supérieur a 2 ans et le fait d’étre un male ne sont pas
associés a un risque statistiquement supérieur de portage de bactéries résistantes.

Nous nous sommes dans un second temps intéressés a la variable “antécédent de traitement
antibiotique depuis moins de 3 mois”. Cependant, la corrélation de celle-ci avec la variable
“errance/divagation” nécessite son éviction. Ainsi, nous obtenons un nouveau modele dont les
coefficients des effets fixes sont exprimés dans la Fig. 8.

Ho=0

abOui ; —
a=0.05 0.74 3.70

-0.1
clage+2ans H J
=005 -1.54 1.13

. -0.75 .
sexm ’)u 1
=005 -2.15 0.58

(Intercept) , J
a=0.05 -3.64 -0.93

M > 0 2 4
Estimate
Fig. 8 : Coefficients des effets fixes du modéle spatial de Poisson de la fréquence de portage de bactéries
productrices de BLSE et de carbapénémase chez les chiens de propriétaire a la Réunion en 2023 (n = 157).

Ce modele montre qu'un antécédent de traitement antibiotique de moins de 6 mois constitue un
facteur de risque statistiquement significatif de portage de bactéries productrices de BLSE ou de
carbapénémase, tel que montré dans le tab. 9.
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Estimation IC 95%

Sexe = Male! 0.59 [0.15; 2.24]
Age > 2 ans? 1.03 [0.27 ; 3.88]
Antécédent d’antibiothérapie depuis moins 11.34 [2.63 ; 50.47]
de 6 mois

1 Référence : Femelle ; 2Référence < 2 ans ; 3 Référence : Absence d’antibiothérapie depuis moins de 3
mois

Tab. 9 : Risques relatifs et leurs intervalles de confiance a 95% correspondant aux covariables retenues
dans le modéle spatial de Poisson de la fréquence de portage de bactéries productrices de BLSE et de
carbapénémase chez les chiens de propriétaires a La Réunion en 2023 (n = 157)

D. Analyses moléculaires

11 souches présentant des phénotypes de résistances d’intérét ont été séquencées en technique
Nanopore :

- 7 souches d’origine animale
- 6 souches productructrices de BLSE
- 1 souche productrice de carbapénémase
- 4 souches d’origine humaine, issues du compartiment communautaire

ZER o
SRIEEIERRIE
o | X[z Q12T |T|A
o |y, BEEREFEFERIE
ID 3 T B N el N S N N e 1
. [ [c102 E. coli 457 P Ip
£ F111 K. pneumoniae |4861 P P C
¢ ) [c153 E. coli 131 C P
3 < |C189 E. coli 69 |P
£ K113 E. coli 533 p
A [X043 K. pneumoniae | 469 C C
. [|C141 E. cloacae C C
£ HUO0O03 K. pneumoniae | 307 P P C |P
&£ J [HUo06  [E. coli 73 C
€2 ) |HUO10  [E. coli 540 P P
v HU013  [E. coli 1193 P

Tab. 10 : Identification des génes de résistance bla et leur prédiction de présence plasmidique (P) ou
chromosomique (C) pour chaque isolat, associé a la confirmation d’espéce et son profil MLST (Plastoforet -
version 1.4)

Les résultats confirment les caractéres producteurs de BLSE et permettent d’'identifier les génes
de résistance impliqués. Nous nous intéressons en particulier aux génes type bla dont la présence
(et donc I'expression) expliquent le phénotype de résistance (ici BLSE ou Carbapénémase) des
souches étudiées. La présence plasmidique et chromosomique de ces génes (présentée dans
Tab. 10) apporte des informations intéressantes débattues dans la partie discussion (I1V.D)

Il est important de noter que ces analyses ont permis d’isoler une souche d'Enterobacter cloacae
porteuse du géne blay,., de résistance a I'lmipénéme, un carbapénéme.
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IV. DISCUSSION

A. Représentativité de I'échantillon

L'étude menée en par 'EPLEFPA-CFPPA de Saint-Paul en 2018 et actualisée en 2021
(EPLEFPA-CFPPA - DAAF de La Réunion, 2018) apparait comme la plus aboutie sur la
caractérisation des populations d'animaux errants a la Réunion. Elle sert de référence afin
d’estimer la qualité de I'échantillonnage effectué en termes de représentativité vis-a-vis de la
population globale de Ille.

e [Especes

La répartition chiens-chats de I'échantillon obtenu est proche de celle observée par I'étude de
St-Paul

Diagramme montrant le ratio males-femelles Diagramme montrant le ratio males-femelles
estimé dans I'étude de St-Paul au sein de I'échantillon étudié

Femelles Femelles

Males Males

Fig. 9 : Diagrammes comparant le rapport Males/Femelles dans I'échantillon de I'étude et dans la population
générale (estimée - (EPLEFPA-CFPPA - DAAF de La Réunion, 2018))

e Statut reproducteur

L'étude de St-Paul a estimé que 42% des chiennes de propriétaires sont stérilisées. Dans cet
échantillon, seulement 18% des chiennes sont stérilisées. De méme, 32% des males de
propriétaires sont censés étre stérilisés, contre 15% dans cet échantillon. Cette différence
s’explique par la surreprésentation des individus admis au motif de stérilisation (60.3%, voir Fig.
7). En effet, la chirurgie de stérilisation effectuée sous anesthésie générale représente une
occasion propice a la réalisation des prélévements urinaires, rectaux, sanguins et parasitaires
demandés.

Diagramme montrant les raisons d'admission
des chiens échantillonnés

Maladie infectieuse

Vaccination

Fig. 10 : Diagramme montrant la répartition des différents
motifs de consultation des chiens échantillonnés (Clément
Rabaly - CIRAD - UMR ASTRE).

Stérilisation
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Une soirée d’échange avec les partenaires de I'étude a été organisée le 7 juin 2023. Elle a permis
de présenter les résultats préliminaires obtenus aprés la premiere phase de prélevements. Elle a
également été l'occasion d’échanger avec les vétérinaires et a permis de connaitre leurs
estimations quant aux proportions de motifs de consultation dans I'échantillon par rapport a leur
quotidien. Cela a confirmé le fait que les stérilisations étaient un motif largement surreprésenté
dans notre échantillon par rapport a la vaccination seule, qui représente en réalité une grande
partie des consultations effectuées.

e Niveau de confinement, exposition environnementale

L'étude de St-Paul fait état d'une proportion d’animaux “dehors” de 27%. Ces animaux
correspondent aux animaux errants et divagants. Dans I'étude s’intéressant au portage
d’entérobactéries résistantes, les animaux errants et divagants représentent 34.4% des individus
échantillonnés, ce qui est en accord avec les estimations de I'étude de référence.

Diagramme montrant la répartition des modes Diagramme montrant la répartition des modes de vie des chiens
de vie des chiens échantillonnés de la population selon I'étude de St-Paul
Divagant Confiné dans I'habitation

Animaux dehors =

Confiné en jardin Errants-divagants

Errant

Promenés sous surveilance

. Promené sous surveillance ou confinés
Inconnu/chenil

Fig. 11 : Diagrammes comparant la répartition des modes de vie des chiens dans I'’échantillon de I'étude et
dans la population générale (estimée - (EPLEFPA-CFPPA - DAAF de La Réunion, 2018))

B. Prévalences observées

La prévalence globale observée de bactéries productrices de BLSE et de carbapénémases
observée dans I'échantillon (8,6% chez le chien (IC 95% [5.71 ; 11.51]) est largement plus élevée
que celle observée dans I'étude exploratoire de 2021 qui fait état d’'une proportion d’animaux
porteurs de bactéries productrices de BLSE de 0.8% (n=241) a La Réunion (Antoniolli, 2021).
Différents éléments peuvent expliquer ces différences :

- Létude citée ne s'intéressait qu'aux animaux de propriétaires, certes médicalisés donc
potentiellement exposés aux antibiotiques vétérinaires prescrits, mais dont le contact
environnemental (guidé par la coprophagie, I'exploration des ordures provoquée par les
carences alimentaires etc.) est bien inférieur a celui des animaux errants ou divagants
échantillonnés dans notre étude. La variable s'intéressant au statut d’errance et de
divagation, bien que non significative en analyse de régression logistique multivariée
s’avere significative avec l'adoption d’'un modéle de Poisson spatialisé. Il est probable
qu’une plus grande exposition environnementale ait une influence sur le risque de portage
d’entérobactéries résistantes,
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- Létude de 2021 se place dans un contexte post-confinements dids aux épidémies de
COVID-19, dont l'isolement des populations a eu pour conséquence une baisse de 17% de
la consommation d’antibiotiques en France (Santé Publique France, 2021), a la suite de
quoi une diminution de I'antibiorésistance aux C3G des entérobactéries a pu étre mise en
évidence (Santé Publique France, 2022b),

- Des fluctuations d’échantillonnage et des variations locales du risque des zones
géographiques échantillonnées ont pu accentuer ces différences.

C. Facteurs de risque et analyse statistique

Les facteurs de risques testés liés au niveau de confinement (i.e. de [I'exposition
environnementale) en analyse de régression logistique se sont révélés non significatifs, avec un
intervalle de confiance a 95% de 'odds-ratio de [0.85 ; 5.05]. Augmenter la taille de I'échantillon
pourrait permettre de resserrer l'intervalle de confiance et préciser I'influence de ce facteur sur le
risque de portage d’entérobactéries résistantes.

Toutefois, une approche par modéle spatial de Poisson, telle qu'abordée précédemment, montre
que ce facteur de risque serait statistiquement significatif, avec un intervalle de confiance a 95%
de [2.63 ; 50.47]. Cette approche statistique confirme la significativité du facteur de risque lié a
'antécédent de traitement antibiotique, qui est statistiquement significatif pour les deux approches
statistiques.

Il est pertinent de noter les différences de résultats obtenus entre I'approche de régression
logistique et le modéle de Poisson spatialis€, tenant compte de la dispersion géographique.

D. Résultats préliminaires des analyses moléculaires

Il est intéressant de noter que parmi les 7 souches bactériennes d’origine animale séquencées, 3
sont porteuses du géne blacrxu.1s qui est généralement attribué a une population humaine (Smet
et al.,, 2010). 3 des 4 souches bactériennes d’origine humaine séquencées ici le portent
également.

Parmi les 6 bactéries porteuses du génes blacrxms identifies, 3 présentent un portage
chromosomique de ces genes, dont 2 d’origine animale. C’est plus qu’attendu. Initialement, ces
génes, portés par le chromosome des bactéries Kluyvera Spp. se sont répandus parmi d’autres
genres d’enterobacteriaceae tels qu'E. coli et K. pneumoniae sous forme plasmidique (Canton et
al., 2012). Depuis ces derniéres décennies, la fréquence de portage de ces génes sur le
chromosome d'autres enterobacteriaceae augmente (Shawa et al., 2021). La localisation
chromosomique d’'un géne de résistance assure sa transmission verticale et donc une stabilité
beaucoup plus élevée dans le temps. A linverse, le maintien de I'expression de génes
plasmidiques a un co(t biologique plus important qui limite sa persistance dans le temps (Yoon et
al., 2020), si toutefois les conditions environnementales (i.e : pression de sélection antibiotique
faible) ne procurent pas un avantage sélectif a la bactérie porteuse de ce géne plasmidique de
résistance (notion de fitness).

Ainsi, la présence de ces génes au niveau chromosomique indique une installation durable de ces
résistances dans les écosystemes a La Réunion. Elle est en effet rencontrée a la fois dans le
compartiment animal et dans le compartiment humain communautaire.

Le séquengage d'un plus grand nombre de souches humaines et animales a venir dans la
seconde phase de I'étude permettra de vérifier les tendances de ces premiéres observations.
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Lisolement d’'une souche d’Enterobacter cloacae porteuse du géne blay,., constitue une
découverte intéressante. L'imipénéme est un antibiotique de la famille des carbapénémes. Il n’est
théoriguement pas utilisé en pratique vétérinaire courante. A notre connaissance, il s’agit du
premier isolement d’une telle souche chez un animal a la réunion.

E. Biais potentiels

e Biais de sélection et d’échantillonnage

Les vétérinaires partenaires sont supposés prélever aléatoirement des animaux dans leur pratique
quotidienne. Néanmoins nous avons pu observer une sur-représentation des animaux admis pour
stérilisation. La réalisation des prélevements demandés par I'étude est en effet plus aisée sur un
animal non vigile. Ce premier biais entraine de facto une surreprésentation d’individus jeunes
(54% des individus admis pour stérilisation sont agés de 2 a 24 mois). Or, il a été montré qu’un
age avancé est un facteur de risque de portage d’entérobactéries résistantes (Vodovar et al.,
2013).

e Biais géographique

Il est probable que le risque de portage d’entérobactéries résistantes ne soit pas uniformément
réparti sur 'ensemble du territoire réunionnais, car la contamination environnementale est elle
aussi variable. Certains territoires présentent des sources communes de contamination (Effluents
d'élevages, décharges, hdpitaux etc). La population n’est pas non plus répartie de maniére
homogéne. Cela introduit un certain nombre de biais et de facteurs de confusion que I'adoption
d’'un modéle spatial de Poisson peut permettre de contrecarrer.

e Biais de classification

Concernant la collecte des données d’anamnése, on peut supposer I'existence de différences
dans la rigueur de remplissage des informations. S’il ne parait pas y avoir de risque de biais de
classification sur les variables telles que I'espéce ou le sexe, il est possible que des approches
différentes aient été utilisées par les vétérinaires pour le remplissage des informations sur
'antécédent d’antibiothérapie récente, et le statut d’errance animale.

En effet ,il est délicat de classifier un animal précédemment errant, mais ayant été recueilli ou
adopté récemment. De plus, on peut supposer une association entre les variables “Clinique
Vétérinaire” et “Antécédent d’antibiothérapie récente” du fait de divergences d’habitudes de
prescription d’'un praticien a l'autre.

e Informations et données manquantes

Un point capital qui vient nuancer la qualité des analyses statistiques et leur interprétation, est la
forte présence de données inconnues. Ce constat est directement lié a la proportion d’animaux
errants et surtout divagants. Méme s’il est peu probable qu’un vrai animal errant ait par exemple
subi une antibiothérapie récente, ceci est moins évident pour les animaux divagants, qui peuvent
parfois bénéficier de soins. |l est donc nécessaire dassumer la difficulté d’accés aux
commeémoratifs de la population errante et surtout divagante.

La proposition faite dans cette étude est d’assumer I'absence d’information comme une donnée.
Ainsi, la variable s’intéressant aux antécédents de traitements antibiotiques depuis moins de 6
mois comprend 3 modalités : “Oui”, “Non”, et “Ne sait pas” et est ainsi analysée.
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V. CONCLUSION ET PERSPECTIVES DE LETUDE

L'antibiorésistance est une problématique d’ampleur mondiale touchant a la fois les sphéres
environnementale, animale et humaine. Il est désormais admis qu’étudier une seule composante
de ce phénoméne conduit nécessairement a une vision parcellaire de celui-ci et confirme que
'étude de la compréhension globale de I'antibiorésistance doit nécessairement exploiter une
approche “One Health”.

Mieux comprendre 'antibiorésistance constitue un préalable indispensable pour endiguer au mieux
le phénomeéne et ainsi préserver I'efficacité et des molécules antibiotiques pour maintenir un bon
niveau de lutte contre les maladies infectieuses bactériennes du vivant. Si 'un des principaux
moyens de lutte contre I'antibiorésistance réside en la diminution de I'usage des antibiotiques, il
serait dommage de ne pas aborder dans ce travail la recherche et le développement d’alternatives
dont l'usage peut permettre de restreindre les indications et le recours a l'antibiothérapie. A
différents niveaux de développement, on peut citer :

- L’amélioration de la vaccination, des mesures d’hygiéne et de prophylaxie permettant de
prévenir de nombreuses infections bactériennes,

- La phytothérapie, en exploitant au mieux les principes actifs naturellement présents dans
les plantes,

- La phagothérapie, par [I'utilisation de virus bactériophages spécifiques de certaines
bactéries (Lin et al., 2017),

- Les peptides antimicrobiens : de courtes séquences protéiques naturellement présentes
sur les muqueuses, constituant la premiére ligne de défense de I'organisme. Leur potentiel
anti-infectieux en fait une alternative trés prometteuse qui mérite d’étre davantage
explorée(lzadpanah and Gallo, 2005).

- Enfin, la recherche pour le développement de nouveaux antibiotiques peut bénéficier des
avancées de I'Intelligence Artificielle, en particulier pour 'identification de molécules actives
(Liu et al., 2023).

La premiére phase de I'étude sur I'antibiorésistance des petits carnivores a La Réunion présentée
dans ce mémoire, permet de réévaluer a la hausse les estimations de prévalences de portage
d’entérobactéries multi-résistantes productrices de p-lactamases de spectre étendu et de
carbapénémases dans la population étudiée. Elle est la premiére a s’intéresser a la présence de
bactéries multi-résistantes dans le systéme digestif des petits carnivores errants sur I'lle. Les
résultats

Cette premiére analyse permet également d’identifier un certain nombre de lacunes et de
déséquilibres dans la méthodologie, et en particulier sur le plan géographique de la répartition des
prélévements collectés. Cela permet de rectifier un certain nombre de facteurs pour améliorer la
représentativité de la seconde partie de I'étude, qui doit encore se poursuivre jusqu’a la fin de
'année 2023, ambitionnant I'analyse d’un total de 1000 prélévements. Cet échantillon, deux fois
plus important que celui analysé jusqu’ici dans ce travail de Master 2, doit permettre une meilleure
modélisation du risque et :

- Une analyse plus fine des facteurs de risques,
- Une meilleure quantification des variations géographiques du risque,
- Augmenter la puissance statistique globale de I'étude.
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La cléture des travaux de terrain et de I'analyse des données obtenues seront valorisés par la
rédaction et la soumission d’'une publication scientifique.

A titre personnel, ces travaux constituent un formidable pont entre mon domaine initial de
compétences en santé humaine et I'approche vétérinaire de cette problématique One-Health.
Je tiens encore une fois a remercier I'ensemble des personnes ayant rendu cela possible, y
compris le Ministere de I’Agriculture et de la Souveraineté Alimentaire a travers le Plan
EconAntibio2 comme bailleur.
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INHIBITEURS
DE LA SYNTHESE

DES ENVELOPPES

BACTERIENNES

INHIBITEURS
DE LA SYNTHESE
DES PROTEINES

INHIBITEURS
DE LA SYNTHESE
DES ACIDES
NUCLEIQUES

INHIBITEURS
DE LA SYNTHESE

DE L'ACIDE FOLIQUE

MECANISMES
COMPLEXES
OU MECONNUS

ANTIBIO-RESPONSABLE.FR

BETA-LACTAMINES

FAMILLE

Pénicillines du groupe A

TABLEAU DES ANTIBIOTIQUES

Amoxicilline

Amoxicilline + Acide clavulanique
Ampicilline

Ampicilline + Sulbactam

Pénicillines
du groupe GETV

Benzathine benzylpenicilline
Benzathine péniciline (forme long retard)

ylpenicilline
Pénicillines G = benzylpénicilline sodique
Pénicilline V

PENICILLINES

Pénicillines du groupe M

Cloxacilline
Oxacilline

Carboxypénicillines

Ticarcilline
Ticarcilline + Acide clavulanique

Uréidopénicillines

Pipéracilline
Pipéracilline + Tazobactam

Aminidopénicillines

Pivmécillinam

Témocilline

Témocilline

CARBAPENEMES

Ertapénem
Imipénem + Cilastatine
Méropénem

MONOBACTAME

Aztréonam

CEPHALOSPORINES

Céphalosporines
de 1** génération (C1G)

Céfaclor
Céfadroxil
Céfalexine
Céfalotine
Céfazoline
Céfradine

Céphalosporines
de 2*™ génération (C2G)

C3G orales
Cépt ines

Céfamandole
Céfoxitine
Céfuroxime sodique
Céfuroxime axétil
Céfixime
Cefpodoxime proxétil
Céfodiam hexétil

de 3'™* génération

(C36) C3G injectables

Céfépime
Céfotaxime
Cefpirome
Ceftazidime
Ceftriaxone

FOSFOMYCINE

Fosfomycine
Fosfomycine tr

GLYCOPEPTIDES

Teicoplanine
Vancomycine

LIPOPEPTIDE

Daptomycine

POLYMYXINES

Polymyxine E ou colistine

AMINOSIDES

Amikacine sulfate
Gentarmicine
Neomycine (associée)
Nétilmycine
Spectinomycine
Streptomycine
Tobramycine

MACROLIDES
ET APPARENTES

MACROLIDES VRAIS

Amphotericine B
Azithromycine
Clarithromycine
Erythromycine
Josamycine
Midécamycine
Roxithromycine

LINCOSAMIDES

Clindamycine
Lincomycine

KETOLIDES

Télithromycine

SYNERGISTINES

Pristinamycine
Thi ;

PHENICOLES

CYCLINES

Chlortetracycline
Doxycycline
Lymécycline
Méthylénecycline
Minocycline
Tigécycline

ACIDES FUSIDIQUES

Acide

OXAZOLIDINONES

Linézolide
Tedizolid

QUINOLONES

QUINOLONES
URINAIRES

QUINOLONES 1" GENERATION

Acide pipémidique

FLUOROQUINOLONES

Enoxacine
Loméfioxacine

QUINOLONES
SYSTEMIQUES

FLUOROQUINOLONES

Ciprofioxacine
Ofloxacine
Péfioxacine

QUINOLON

LONES
ANTIPNEUMOCOCCIQUES

FLUOROQUINOLONES

Lévofloxacine
Moxifloxacine

QUINOLEINES

Hydroxy

MUPIROCINE

Mupirocine

AUTRES

Rifamycine

SULFAMIDES

Sulfadiazine

Sulfadiazine + Pyrimétharmine
Sulfaméthizol

Sulfafurazole + Erythromycine
2 ew ;

PRODUITS
NITRES

NITROFURANES

NITRO-IMIDAZOLES

Nitrofurantoine
Nifuroxazide

Métronidazole
Ornidazole
Tinidazole

ANTITUBERCULEUX

Ethambutol

Isoniazide

Isoniazide + Rifampicine
Pyrazinamide

+ [ iazide + F

Rifabutine

Annexe 1 - Classification des antibiotiques - Sanofi-aventis France - 2018
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. , ETUDE SCIENTIFIQUE , -
ANIMAUX ERRANTS ET DIVAGANTS SUR L'ILE DE LA REUNION

ESTIMATIONS D'ABONDANCE
DYNAMIQUE DE LA POPULATION :
ROLE DES ANIMAUX ERRANTS ET DIVAGUANTS DANS LA TRANSMISSION DES MALADIES
ZOONOTIQUES ET DES MALADIES IMPORTANTES POUR LES ELEVAGES

Contexte; la science des chiens et des chats?

La population des carnivores domestiques dans I'espace publique 3 La Réunion (entre 150 000 et 300 GO0 chiens et
chats; les chiffres varient selon la méthode d'estimation) pose des problémes tant sur le plan sécuritaire, sanitaire,
environnemental, que le bien-&tre animal. Il s'agit des problémes largement discutés sur les différentes
plateformes mais peu étudiés avec le rigueur scientifique.

Parmi les questions qui méritent notre attention et l'investissement de la communauté des chercheurs, on peut
soulever les suivantes ;

1) Quelle est la taille de la population ?

Malgré les milliers d'euros investis dans les campagnes de régulation de la population des carnivores domestiques
sur l'ile depuis des années, le progrés et les résultats de ces efforts ne sont pas proprement mesurés. |l existe des
estimations de [a situation du départ, mais I'évolution n'est pas suivie et aucun objectif n'est défini clairement.
L'information manque surtout pour la partie errante des chiens et chats, qui n'a pas été suffisamment abordé dans
les études précédentes.

2) Quelle est la dynamigue de population ?

Dans le mé&me cadre, le taux de renouvellement de |a population n'est pas connu. Par conséquent, il n'est pas
possible de bien définir I'intensité nécessaire des interventions (p.ex. quel pourcentage des animaux faut-il stériliser
pour stabiliser la population? quelle classe d'age cibler en priorité? quelle population de chiens ?) Les objectifs
d'intervention sont uniquement définis sur des bases financiers (budget alloué a dépenser) et pas sur des bases
scientifiques avec des objectifs a atteindre (p.ex. stériliser 60% des femelles en age de procréer).

3) Quel est le réle des carnivores domestigues errants dans la transmission des maladies zoonotiques et des
maladies impactant le bétail?

Les chiens, et dans une certaine mesure aussi les chats, sont reconnus par les experts mondiaux comme réservoirs
etfou sentinelles de nombreuses maladies, dont certaines représentent un danger pour I'hnomme et/ou pour les
élevages. Un animal est considéré comme réservoir quand il est colonisé par un pathogéne sans montrer de
symptdme clinique, tandis que le pathogéne continue & se multiplier et a &tre excrété d'une maniére continue ou
intermittente. D'autre part, une sentinelle ne joue pas un réle dans la multiplication du pathogéne, mais peut servir
comme un indicateur précoce de la présence du pathogéne.

Dans le cadre du projet FEADER RUN, financé par la Commission Européenne, le Cirad a monté un projet de
recherche centré sur ces trois aspects sur les populations canines et félines de I'ile. Les suivis et les prélévements
seront réalisés en collaboration étroite avec les vétérinaires de la Réunion, |a DAAF, le GDS, le LVD, les associations

de la protection animale et les communes.

Ce document résume les idées principales de recherche et les actions que nous proposens de mener.

(Katerina Albrechtova - Cécile Squarzoni - CIRAD - UMR ASTRE)

Annexe 3.a : Documents présentant I'étude globale a I'attention des futurs partenaires
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La leptospirose est une zoonose grave et parfois mortelle chez les chiens ainsi que chez Fhomme. Trés peu de
données sont connues sur ses manifestations chez les chats, ol la bactérie est aussi détectée. Les leptospires
peuvent survivre pendant 6 mois dans |'environnement en zone humide et tiéde. En 2019, l'incidence annuelle de la
leptospirose humaine & La Réunion était 13 fois supérieure 3 celle de la France métropolitaine. Certaines
professions { éleveurs, agriculteurs, vétérinaires... ) et certaines activités (sports aquatiques, péche...) représent les
facteurs de risque pour la maladie.

Les chiens et les rongeurs jouent un rdle spécifique dans le cycle de Leptospira, qui a |a capacité de coloniser leurs
tubules rénaux et est donc excrétée pendant des périodes prolongées, souvent sans manifestation clinique.
Globalement, Leptospira existe en plusieurs génotypes, avec les cycles d'infection adaptées aux différents hétes
réservoirs. Les investigations menées & La Réunion indiquent que les rongeurs sont importants, mais ne sont pas
les seuls réservoirs des génotypes responsables des pathologies chez I'homme. Les données indiquent |3 présence
d'un deuxiéme réservoir ; le rdle du chien est trés fortement probable mais reste 3 confirmer.

Le phénoméne de résistance antimicrobienne {AMR), un enjeu transversal et d'importance globale, sera étudié
chez les chiens et les chats en tant que sentinelles de la contamination environnementale. Les études précédentes
effectuées a La Réunion ont démontré |a présence des entérobactéries résistantes aux antibiotiques (y compris les
céphalosporines de la 3eme génération) chez les animaux de rente et chez les animaux de compagnie. L'étude
proposée va se focaliser sur la résistance aux beta-lactames jusqu'au carbapénémes pour compléter et mettre 3
jour notre compréhension du rble des carnivores domestiques dans |la dissémination des bactéries hautement
résistantes a La Réunion et notamment chez L'homme.

Comment ?

Les prélévements seront réalisés en collaboration avec les cabinets vétérinaires impliqués dans le projet APEBA et
autres actions de stérilisation (Intercommunalités et clientéle). L'étude du Cirad va inclure les animaux avec et sans
propriétaire, les animaux errants, divagants et confinés chez propriétaire.

La logistique des échantillons (distribution des tubes de prélévement/flacon/écouvillon, formulaires d'anamnése,
codes uniques pour identification des prélévements et emballages, récupération des échantillens) sera assurée par
le Cirad en collaboration avec le LVD.

Les échantillons seront analysés en collaboration avec |'Université de La Réunion et le Centre Hospitalier
Universitaire de La Réunion, I'IRD, le Cirad et le LVD.

Chaque échantillon sera accompagné par une bréve anamnése de l'animal (age, sexe, animal errant / divagant /
confiné chez propriétaire, stérilisé ou non, pour les chiennes nombre des portées, état symptomatique /

asymptomatique). Le formulaire (électronique 3 hitps:.//ea.kobotoolbox.org/x/71S19Aey

ou papier) sera fourni par le Cirad (vétérinaires), qui sera en appui pour toute questicn technique.

Des échantillons seront collectés sur tous les animaux (sang, urines, écouvillon rectal), d'autres dépendront de
I'anamnése ou des liens épidémiologiques (p.ex. proximité d'élevages ou avortement). Le tableau suivant résume
les échantillons a collecter, les conditions de conservation et Ia durée maximale de leur stockage. Le LVD assurera
leur transfert.

Chaque propriétaire d'un animal échantillonné devrait signer le "Consentement éclairé” (voir I'annexe).

(Katerina Albrechtova - Cécile Squarzoni - CIRAD - UMR ASTRE)

Annexe 3.b : Documents présentant I'étude globale a I'attention des futurs partenaires
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Résultats attendus et leurs applications

Prévalence des pathogénes d'intérét et des bactéries hautement résistantes aux antibiotigues

il sera analysé a la lumiére du niveau de confinement des chiens et des chats (animaux errants, divagants, confinés
chez propriétaire et chiens communautaires) pour préciser leur réle dans la transmission des maladies et proposer
des mesures de prévention de contamination des élevages et de |a population humaine.

l'identification des animaux remis sur site ou chiens communautaires (projet APEBA) et des chiens de propriétaires
permettra de réaliser des prélévements répétitifs sur des animaux sélectionnés, pour évaluer la dynamique des
infections (ex. 1a période d'excrétion des pathogénes).

L'étude de neosporose et fidvre Q (indicateurs : séroprévalence et prévalence PCR dans les excrétas) permettra a
quantifier le risque représenté par les chiens errants et divagants pour les élevages. Une attention particuliére sera
accordé aux chiens en lien épidémiologique avec les élevages; leurs échantillons seront analysés pour évaluer
I'excrétion des agents causatifs des avortements du bétail.

L'étude sur brucellose au niveau de population (indicateurs : séroprévalence, prévalence PCR dans le sang) va
permettre 3 quantifier le risque pour |'hemme (pertinence surtout pour les propriétaires en état
d'immunosuppression) et pour l'animal (pertinent surtout pour les élevages des chiens). Au niveau individuel
(détection de 8. conis par PCR dans les écouvillons des organs reproductrices) peut clarifier l'origine des
avortements ou les discospodylites auparavant non diagnostiqués.

L'étude de leptospirose (indicateur : prévalence des chiens excréteurs de Leptospira viables dans l'urine)
permettra a comprendre si les chiens jouent un réle important dans la transmission et dissémination de
leptospirose et quel risque représentent-ils pour I'homme.

L'étude des bactéries hautement résistantes permettra 3 comprendre le rdle des chiens et chats dans
dissémination des déterminants de la résistance dans I'environnement et dans les ménages de leurs propriétaires.
Compte tenu de la coprophagie, la prévalence des déterminants de la résistance dans parmi le microflore
intestinale des animaux indique aussi le niveau de contamination environnementale.

Finalement, I'étude de dirofilariose améliorera notre compréhension aux facteurs de risque pour cette maladie,
ainsi que la fiabilité du diagnostic par SNAP test.

Ressources complémentaires

* ARS Réunion, 2021: Le point sur la leptospirose. Disponible en ligne htips/fwww.lareunion.ars.sante.fr/le-point-sur-la-
leptospirose-0

* Buhman G, 2019 : Canine brucellosis: Insight into the epidemiologic situation in Europe. Frontiers in Veterinary Science 6.

Cardinale E et al, 2014 . Emergence of Coxiella burnetti in ruminants on Reunion Isiand? Prevalence in risk factors. Plos

Neglected Tropical Diseases B (8).

* Guernier V et al, 2016 : Pathogenic Leptospira and their animal reservoirs | testing host specificity through experimental
infection. Nature Scientific Reports 10.

o Gwenzi'W et al, 2021 : Insects, rodents and pets as reservoirs, vectors and sentinels of antimicrobial resistance. Antibiotics 10.

* Salim B, et al, 2019 : Potential role of dogs as sentinels and reservoirs for piroplasms infecting equine and cattle in Riyadh
City, Saudi Arabia. Acta Tropica 193.

* Hornok S., et al, 2013 : Non-pet dogs as sentinels and potential synantropic reservoirs of tick-barne and zoonoltic bacteria.
Veterinary Microbiology 167,

* Miltgen G et al, 2022 : One Health compartmental analysis of ESBL-producing Eschricha coli on Reunion island reveals
partitionning between humans and livestock. Journal of Antimicrobial Chemotherapy 77.

* Negron V., et al, 2022: Probe-based qPCR as an alternative to modified Knott's test wen screening dogs for heartworm
(Dirofilaria immitis) infection in combination with antigen detection tests. Parasites and vectors 15,

* Okumu TA et al., 2016 : Seroepidemiological survey of Neospora caninum and its risk factors in farm dogs in Nakuru district,
Kenya. Veterinary World 9(10).

* Prunaux O et Guignard A, 1991 : Helminthoses canines & 'ile de |a Réunion ; bilan des résultats du laboratoire vétérinaire

départemental de 1987 4 1990 Revue de médecine Vétérinaire 142;

Villagra-Blance R et al.,, 2018 : Seraprevalence of Neospara caninum specific antibodies in German breeding bitches. Parasites

and Vectors 11.

* Slater MR et ai, 2001 : The role of veterinary epidemiology in the study of free-roaming dogs and cats. Preventive Veterinary
Medicine 48.

Annexe 3.c : Documents présentant I'étude globale a 'attention des futurs partenaires :
résultats attendus et ressources bibliographiques (Katerina Albrechtova - Cécile Squarzoni
- CIRAD - UMR ASTRE)

48



écirad

Echantillons, méthodes d'échantillonnage

L 2

DL e

Echantilon Pathogéne ciblé

Technique
d"échantillonage

Conservation et
délai de livraison
au laboratoire

Animaux ciblés Type d'analyse

sang Neospora conis Prise de sang sur EDTA 4-8°C chaque chien sérologique : Neospora,
Caxiello burnetti (tube violet) max 1 semaine  des différents Coxiella, Dirofilaria,
o Dirofilaria immitis pendant consultation compartiments Leptospira
Leptospira spp. ou anesthésie pour moléculaire (PCR):
stérilisation / opération Dirofilaria
Urine Leptospiraspp.  Eyacuation manuelle 30 mldans chaque chien ~ Microbiologique
de la vessie pendant tube FALCON et chat (cultivation)
” anesthésie pour et moléculaire (PCR)
1 stérilisation / opération
! ou 05 ml
Prélévement diagnostic transférer
d‘urine par cathéter dans
ou microtube
collecte d'urine dans la
cage d'hospitalisation 4-8°C
(si non souiliée par max 48h
féces)
Féces AMR Ecouvillon rectal 4-8°C chaque chien microbiologique
' £ cofi résistante aux  sur milieu Amies; max 3 et chat (cultivation)
céphalosporines et pendant semaines moléculaire
carbapénémes consultation (PCR, séquengage)
‘ /anesthésie ou
l dans les faces en
cage
d'hospitalisation
Tiques description des Tiques entiéres et placées en chien et chat acarologique
espéces importantes gorgées, (environ tube a 96% infesté (détermination
. chez chien; 4 ou 5 par chien) éthanol, d'espéces)
éventuellement température moléculaire
identification des ambiante, pas (PCR pour les
arboviroses de délai arboviroses)
transmises

SVP N'oubliez pas de remplir le petit questionnaire accessible via le QR-code

Annexe 4 : Fiche récapitulative des prélevement a effectuer, a destination des partenaires

https://ee.kobotoolbox.org/x/7ISI9Aey

(Katerina Albrechtova 2023 - CIRAD — UMR ASTRE)




Etude des pathogénes chez les chiens et les chats a La Réunion g
Fiche de prélévements cirad

=
1 L]
Numéro identifiant + . Date de prélévement :
Panimal (eg. A100): | 0T TREEE
L emem—an J
Domicile de I'animal : Clinique Vétérinaire :
(ou Neu de capture)
Espéce: [] Chien [J Chat ICAD ou nom de I'animal :
Sexe : [J Male entier Age : [] Moins de 2 mois
[0 Femelle entiére O 2 - 6 mois Nombre de portées
O Male castre O 7 mois - 1 an (avant sterilisation) :
O Femelle sterilisee O02-5ans

05-10ans
[ Plus de 10 ans

Raison de I'admission au cabinet : Traitement antibiotique au cours des 6 derniers mois :
[0 Vaccination ou traitement preventif O Je n'ai pas I'information
[ sterilisation O Non
O Maladie infectieuse 0 Oui: [J Amoxicilline / Acide Clavulanique
D‘cgumt;eo Pr.eg:gs::n: O Ciprofioxacine, Enrofloxacine,
infactiouse, accidont, troave..) & Iéﬁgfboﬂoxactpe ou autre Quinolone
Présen : . Derniére vaccination éphalosporine
On i contre la Leptospirose : O Jene
Ol Oui de 145 O Moins de 21 jours L
[J Oui, plus de 5 8 ﬁ: 10:;[3- L Traitement préventif Résultat de SNAP test :
Traitement acaricide : usaunan  gontre la Dirofilariose :  (si fait il y & 7 jours ou moins)
[0 Jamais vacciné P ENAST S
[0 Non, jamais 0 Je ne sais pas J Non, jamais fait J Non réalise
O Oui, il de 3 moi ) Oui, mais imégulier O Negatif Dirofilariose
% SYRDASONR T i, réquli 0 Positif Dirofilariose
[J Oui, il y a moins de 3 mois O Oui, regulier E) Poait sutrels) sgentia)
[J Je ne sais pas O Je ne sais pas agent(s) :

Pour les animaux sans propriétaire : Y a-t-il d'autres animaux dans le méme meénage : |
Ou enregistrés par une association (animaux domestiques, d'élevage ou sauvages)

O Errant depuis 1 an ou plus J Non

[ Errant depuis 3 mois a 1 an 0 oui: ([ Chien

O Errant depuis moins de 3 mois [ Chat

[ Histoire inconnue (O Lapin

Pour les animaux de propriétaire : 8 wcr:erongwr . . oge...)
Conditions d'habitation de I'animal O Chevre

(O Divagant (eévolue sans surveillance) O Mouton

(0 Promeneé en laisse ou sous surveillance O Volaille

O Confiné dans le jardin 0 Perrog

O Acces a la maison et au jardin O Autre :

O Confiné dans I'habitation

Annexe 5 : Questionnaire de prélévements / Fiche commémoratifs (Katerina Albrechtova -
Cécile Squarzoni - Clément Rabaly 2023 - CIRAD - UMR ASTRE)
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Consentement éclairé

Pour prélévements blologiques de I'animal

Dans le cadre de travaux de recherche sur les maladies Infectieuses portées par les
animaux de compagnie, nous avons besoin de réaliser sur les chiens et les chats,
plusieurs prélévements :

1) Ecouvilion rectal
2) Prise de sang (3 ml)
3) Recuell d’'urine

Ces prélévements nous permettront de réaliser des analyses de laboratoire qui
permettront de comprendre l'importance des animaux de compagnie dans la transmission
de maladies infectieuses, y compris de maladies transmissibles & 'nomme. Nous pourrons
formuler des recommandations pour leur prévention et ainsi contribuer & améliorer la
santé des animaux et de leurs propriétaires.

Tout prélevement est effectué pendant l'anesthésle ou réalilsé dans le cadre des
prélévements nécessaires au diagnostic et n‘apporte donc pas a votre animal une géne ou
Inconfort additionnel aux procédures nécessalires a sa santé.

Les données liées aux propriétaires (nom, domicile etc) ne seront pas utilisées dans le
cadre de I'étude et seront gardées en anonymat uniquement dans ia base des données du
vétérinaire.

Je soussigné(e) :
Domicilié(e) & :

accepte que le prélevement soit réalisé, que les résultats solent exploités dans le cadre de
ce projet et autorise I'équipe de recherche a utiliser les données concernant mon animal
(age, sexe et localité) de maniére anonyme.

Date et signature:

Merci par avance pour votre aide précieuse.

L'équipe Cirad

Pour toute Information, n'hésitez pas a contacter :

Katerina Albrechtova,+262692329662; katerina.albrechtova@cirad.fr

Annexe 6 : Fiche de recueil du consentement éclairé des propriétaires des animaux
prélevés (Katerina Albrechtova - Cécile Squarzoni - Clément Rabaly 2023 - CIRAD - UMR
ASTRE)
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