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Résumé

L’antibiorésistance (ABR) est une menace pour la santé humaine, animale et environnementale.
L'île de La Réunion est un terrain d’étude intéressant, du fait de son climat subtropical propice à la
prolifération bactérienne, de sa densité de population humaine et animale associée à un fort taux
d'errance, et des échanges que l'île entretient avec des territoires africain et asiatique
particulièrement touchés par ce phénomène. L'étude réalisée dans le cadre de ce stage a pour but
de mettre en évidences les caractéristiques phénotypiques et épidémiologiques des résistances
aux Bêta-Lactamines de Spectre Étendu (BLSE) et aux Carbapénémases des enterobacteriaceae
chez les chiens et chats de l'île, en étudiant les populations domestiques confinées, divagantes et
errantes dont l’accès au prélèvement 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 parallèlement chez l’Homme par le CHU de La Réunion. Elles
ont permis d’isoler certains phénotypes d’intérêt soumis à des analyses moléculaires permettant
d’identifier et de comparer les gènes 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 première fois chez l’animal à La Réunion, une
souche d'Enterobacter cloacae porteuse du gène blaIMI-4 de résistance aux carbapénèmes. Les
résultats préliminaires sont cohérents avec un partage de gènes 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 blaIMI-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

2



Remerciements
Katerina,
Sois ici remerciée pour l’aide et le dévouement dont tu as fait preuve durant ces mois passés à tes côtés…
Merci pour tout ! Malgré ta modestie, je tiens à te témoigner mon immense gratitude. Je suis honoré d’avoir
fait ta connaissance et d’avoir pu travailler avec toi à l’occasion de cette étude.

Cécile,
Merci pour votre soutien et votre expertise durant ce stage. Vous m’avez permis d’évoluer avec autonomie
tant sur le terrain qu’au laboratoire. Merci de m’avoir offert l’opportunité de travailler sur un sujet transversal
faisant le lien entre mon premier métier en santé humaine, et ma volonté d’explorer le côté santé animale de
l’approche one-health.

David,
Bravo pour le travail que tu fournis, et merci d’avoir permis l’obtention éclairée des premières données
moléculaires exploitables pour ce mémoire. Très heureux d’avoir pu être présent lors de ton arrivée dans
l’équipe ASTRE. Je suis convaincu que le développement du séquençage nanopore que tu déploies sera
une plus-value majeure pour l’unité.

Thierry,
Merci pour toute la sympathie et l’entrain que tu as pu manifester durant ce stage. Honoré d’avoir pu
travailler dans ton équipe !

Marlène,
Je garderai de supers souvenirs de notre balade à cheval à la Plaine des Cafres et cette joyeuse fête de
l’Aïd ensemble !

Renaud,
Sois remercié pour le travail et l’éclairage statistique majeur que tu as fourni dans notre étude.

Anaïs,
Un profond merci pour l’expertise et le savoir-faire que tu as pu m’apporter, avec le sourire et la bienveillance
qui te caractérisent.

Cléa,
Des soirées Dalons aux péripéties lors de nos extractions d’ADN, merci d’avoir été présente en toutes
circonstances lors de mes travaux et de nos sorties en tous genres

Brice,
L’arachnologue aux gros bras et au grand coeur Karoom te remercie pour la découverte et l’organisation de
ces épiques et conviviales soirées JDR !

Lisa, Grugniette, on en aura partagé des moments ! Ravi d’avoir pu évoluer avec vous. Je vous souhaite le
meilleur pour la suite de vos projets, votre vie pro et perso ! J’espère que nous aurons rapidement
l’opportunité de nous revoir.

Colombe, Salut ! Je te souhaite toute la réussite que tu mérites tant dans ta vie pro que perso.

Tam, honoré d’avoir pu faire ta connaissance et partager ces quelques mois en ta compagnie. Je vous
souhaite le meilleur avec Cléa.

Mumu, merci pour les précieux conseils que tu m‘as apportés.
Richard & Les collocs des cases, Marceau, Marina, Adja, Amélie… ce furent de chouettes goûters, repas et
randos en vos compagnies ! Bonne poursuite de stage et d’études !
Mimi, un immense merci de m’avoir soutenu dans ce projet un peu fou de plus, malgré l’éloignement et les
difficultés qu’il a généré <3
Mes parents, pour leur soutien sans faille
Dalon, avec qui une nouvelle aventure commence !

3



SOMMAIRE

Résumé………………………………………………………………………………..………….…….… 2
Abstract…………………………………………………………………………………….……………… 2
Listes des abréviations…………………….………………………………………………..…..…….… 6
Liste des figures……………….…………………………………………….…………….….………….. 7
Liste des tableaux……...……….…………………………………………..…………….….………….. 7
Liste des annexes……………….………………………………………..……………….….…………. 8

I. INTRODUCTION

A. Enjeux...........................................................................................................................................9
1. Une brève histoire des antibiotiques…...............................................................................9
2. L’antibiorésistance, une menace aujourd’hui… et demain ?.............................................. 9

B. État de l’Art.................................................................................................................................. 9
1. Les bactéries.......................................................................................................................... 10
2. Les antibiotiques.................................................................................................................... 10
3. Les mécanismes de l'antibiorésistance..................................................................................10

a) Résistance naturelle et acquise....................................................................................... 10
b) Résistance croisée et co-résistance.................................................................................11
c) Les multi-résistances........................................................................................................ 11
d) Facteurs de risques.......................................................................................................... 11

4. Génétique de l’antibiorésistance............................................................................................ 11
a) Intégrons.......................................................................................................................... 12
b) Transposons.....................................................................................................................12
c) Plasmides.........................................................................................................................12
d) Mécanismes d’acquisition................................................................................................ 12

(1) Conjugaison.............................................................................................................. 12
(2) Transformation.......................................................................................................... 12
(3) Transduction..............................................................................................................13

e) Résistances aux β-lactamines et gènes impliqués.......................................................... 13
(1) β-lactamases et β-lactamases de spectre étendu.................................................... 13
(2) Carbapénémases......................................................................................................13

5. Les entérobactéries et l'antibiorésistance.............................................................................. 14
6. Consommation et rejets : approche “One Health”..................................................................14
7. Encadrement et surveillance.................................................................................................. 15

a) Antibiotiques critiques, recommandations et restrictions d’usage....................................15
b) Surveillance épidémiologique.......................................................................................... 16
c) Espèces sentinelles..........................................................................................................17

C. État des lieux à La Réunion......................................................................................................17
1. Population humaine et échanges commerciaux.....................................................................17
2. Errance animale et risques sanitaires.................................................................................... 17
3. L’antibiorésistance : données de surveillance et études exploratoires...................................18

D. Objectifs..................................................................................................................................... 18

4



II. MATÉRIEL ET MÉTHODE

A. Petits carnivores domestiques................................................................................................ 19
1. Recrutement des partenaires................................................................................................. 19
2. Matériel de prélèvement.........................................................................................................19
3. Recueil et collecte des données anamnestiques et cliniques................................................ 19
4. Critères d’inclusion................................................................................................................. 19
5. Stratégie et objectif d’échantillonnage....................................................................................20
6. Cultures et isolements bactériens.......................................................................................... 20
7. Identification d’espèce............................................................................................................21
8. Antibiogrammes et analyses du phénotype de résistance..................................................... 21
9. Analyses moléculaires............................................................................................................23

a. Extractions d’ADN............................................................................................................ 23
b. Préparation et séquençage.............................................................................................. 24
c. Analyses et traitement des données obtenues.................................................................24

B. Souches d’origine humaine......................................................................................................25
C. Analyses statistiques................................................................................................................25

III. RÉSULTATS

A. Analyse descriptive de l’échantillon........................................................................................26
B. Prévalences observées.............................................................................................................27

1. Chiens.................................................................................................................................... 27
2. Chats...................................................................................................................................... 28
3. Espèces bactériennes............................................................................................................ 29

C. Évaluation des facteurs de risques chez le chien..................................................................29
1. Régression logistique............................................................................................................. 29
2. Modèle spatial de Poisson..................................................................................................... 30

D. Analyses moléculaires..............................................................................................................32

IV. DISCUSSION

A. Représentativité de l’échantillon............................................................................................. 33
B. Prévalences observées.............................................................................................................34
C. Facteurs de risque et analyse statistique............................................................................... 35
D. Résultats préliminaires des analyses moléculaires...............................................................35
E. Biais potentiels.......................................................................................................................... 36

V. CONCLUSION ET PERSPECTIVES DE L’ÉTUDE

Bibliographie…………………………………………………………………………..………….…….… 2
Annexes…………………………………………………………………………….....………….…….… 2

5



Liste des abréviations

ABR Antibio-résistance
ADN Acide Desoxyribo Nucléique
AMR Antimicrobio-Résistance
ANSES Agence Nationale de la Sécurité sanitaire de l’alimentation de
l’Environnement et du travail
ANVM Agence Nationale du Médicament Vétérinaire
BLSE Bêta-Lactamase de Spectre Étendu
C3G Céphalosporine de 3ème Génération
CARBA Carbapénémase
CIRAD Centre de Coopération Internationale en Recherche Agronomique
pour le Développement
CTX-M Cefotaxime-Munich
ECDC Centre Européen de prévention et de Contrôle des Maladies
EARS-Net European Antimicrobial Resistance Surveillance Network
EBLSE Entérobactéries productrices de β-lactamases à spectre étendu
EMA Agence Européenne du Médicament
EPC Entérobactéries productrices de carbapénèmases
ESVAC European Surveillance of Veterinary Antimicrobial Consumption
EUCAST Comité Européen des Tests de Sensibilité aux Agents Antimicrobiens
GLASS Global Antimicrobial Resistance and Use Surveillance System
IACG Interagency Coordination Group on Antimicrobial Resistance
IC Intervalle de Confiance
INSEE Institut National de la Statistique et des Études Économiques
KESC Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Citrobacter
LCR Liquide Céphalo-Rachidien
OMS Organisation Mondiale de la Santé
OMSA Organisation Mondiale de la Santé Animale
OR Odds-ratio
OXA Oxacilline
BMR Bactérie MultiRésistante =
MDR Multi Drug Resistance
XDR Extensive Drug Resistance
PDR Pan Drug Resistance
SPF Santé Publique France

6



Liste des figures

Fig. 1 : Schéma d’une bactérie (PRISME - CIRAD 2021)
Fig. 2 : Infographie illustrant le caractère “One Health” de l’antibiorésistance (Santé Publique France)
Fig. 3 : Schéma récapitulant les étapes de culture et d’isolement des souches suspectes de résistance
(Clément Rabaly - CIRAD - UMR ASTRE).
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).
Fig. 5 : Schéma récapitulant les étapes d’identification MALDI-TOF et d’antibiogramme (Clément Rabaly -
CIRAD - UMR ASTRE).
Fig. 6 : Schéma récapitulant les étapes d’extraction d’ADN et de séquençage des analyses moléculaires
(Clément Rabaly - CIRAD - UMR ASTRE).
Fig 7 : Coefficients des effets fixes du modèle spatial de Poisson de la fréquence de portage de bactéries
productrices de BLSE et de carbapénémase chez les chiens à La Réunion en 2023 (n = 327).
Fig. 8 : Coefficients des effets fixes du modèle spatial de Poisson de la fréquence de portage de bactéries
productrices de BLSE et de carbapénémase chez les chiens de propriétaire à la Réunion en 2023 (n = 157).
Fig. 9 : Diagrammes comparant le rapport Mâles/Femelles dans l’échantillon de l’étude et dans la population
générale (estimée - (EPLEFPA-CFPPA - DAAF de La Réunion, 2018))
Fig. 10 : Diagramme montrant la répartition des différents motifs de consultation des chiens échantillonnés
(Clément Rabaly - CIRAD - UMR ASTRE).
Fig. 11 : Diagrammes comparant la répartition des modes de vie des chiens dans l’échantillon de l’étude et
dans la population générale (estimée - (EPLEFPA-CFPPA - DAAF de La Réunion, 2018))

Listes des tableaux

Tab. 1 : paramètres retenus pour l’estimation du nombre suffisant d’échantillons.
Tab. 2 : Antibiotiques testés, abréviations et diamètres critiques (EUCAST, 2019).
Tab. 3 : Distribution des principales variables d’intérêt, chez les chiens et les chats prélevés.
Tab. 4 : Tableau récapitulant les effectifs, les prévalences observées et les intervalles de confiance à 95%
des chiens porteurs de bactéries productrices de BLSE et de Carbapénémases à La Réunion, en 2023.
Tab. 5 : Tableau récapitulant les effectifs, les prévalences observées et leurs intervalles de confiance à 95%
des chats porteurs de bactéries productrices de BLSE à La Réunion, en 2023
Tab. 6 : Tableau récapitulant les effectifs et les fréquences des genres et espèces des entérobactéries
productrices de BLSE et de Carbapénémase isolées à La Réunion, chez les chiens et chats, en 2023.
Tab. 7 : Facteurs de risques testés de portage d’entérobactéries productrices de β-lactamases de spectre
étendu et de carbapénémases chez les chiens et les chats à La Réunion en 2023.
Tab. 8 : Risques relatifs et leurs intervalles de confiance à 95% correspondant aux covariables retenues
dans le modèle 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)
Tab. 9 : Risques relatifs et leurs intervalles de confiance à 95% correspondant aux covariables retenues
dans le modèle spatial de Poisson de la fréquence de portage de bactéries productrices de BLSE et de
carbapénémase chez les chiens de propriétaires à La Réunion en 2023 (n = 157)
Tab. 10 : Identification des gènes de résistance bla et leur prédiction de présence plasmidique (P) ou
chromosomique (C) pour chaque isolat, associé à la confirmation d’espèce et son profil MLST (Plastoforet -
version 1.4)

7



Liste des annexes

Annexe 1 : Classification des antibiotiques - Sanofi-aventis France - 2018
Annexe 2 : Catégorisations des antibiotiques selon leur importance en santé humaine et animale -
Sources OMS-OMSA (ANSES, 2021)
Annexe 3 a.b.c. : Documents présentant l’étude globale à l’attention des futurs partenaires
(Katerina Albrechtova - Cécile Squarzoni - CIRAD - UMR ASTRE)
Annexe 4 : Fiche récapitulative des prélèvement à effectuer, à destination des partenaires
(Katerina Albrechtova 2023 - CIRAD – UMR ASTRE)
Annexe 5 : Questionnaire de prélèvements / Fiche commémoratifs (Katerina Albrechtova - Cécile
Squarzoni - Clément Rabaly 2023 - CIRAD - UMR ASTRE)
Annexe 6 : Fiche de recueil du consentement éclairé des propriétaires des animaux prélevés
(Katerina Albrechtova - Cécile Squarzoni - Clément Rabaly 2023 - CIRAD - UMR ASTRE)
Annexe 7 : Protocole d’extraction de l’ADN bactérien d’enterobacteriaceae optimisé (Cléa
Maurines-Carboneill - Etheve Anaïs - Clément Rabaly)
Annexe 8 : Protocole d’étude en partenariat avec le CHU de La Réunion : Comparaison des
phénotypes et génotypes de résistance des entérobactéries ciblés chez l’homme et l’animal
(chiens et chats) sur l’Ile de La Réunion (Clément Rabaly - Katerina Albrechtova - Cécile
Squarzoni - Eric Cardinale - CIRAD - UMR ASTRE)
Annexe 9 : Cartographie des sites de prélèvements et d’analyses de l’étude (Clément Rabaly
2023 - CIRAD – UMR ASTRE)

Une peu de sémantique

Antimicrobien : Terme générique qui rassemble l’ensemble des agents combattant les
micro-organismes :

- Antiviraux
- Antifongiques
- Antiparasitaires
- Antibiotiques

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

A. Enjeux
1. Une brève histoire des antibiotiques…

La découverte des antibiotiques est attribuée à Alexander Fleming, en 1928. De manière 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 traiter la tuberculose, et bien
d’autres suivront rapidement. La médecine vétérinaire commence à utiliser les antibiotiques dès
les années 50 et, rapidement, l’agriculture et l’élevage en détournent l’usage comme facteur de
croissance et agent de traitement des maladies végétales des cultures, induisant des rejets
environnementaux massifs, associés à une très forte exposition humaine et animale (CIRAD
PRISME, 2021).
Dès le début de l‘usage des antibiotiques, les bactéries exposées à ces molécules exploitent leurs
stratégies naturelles de défense pour survivre. Les résistances acquises apparaissent alors mais
sont compensées par la synthèse de nombreuses nouvelles molécules jusque dans les années 80.
Depuis, la recherche et l’industrie pharmaceutiques ralentissent leurs investissements dans le
secteur, à tel point qu’aujourd’hui, les recherches pour le développement de molécules aux
mécanismes d’action innovants sont très 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 à se
développer en présence d’une molécule pour laquelle elle est normalement sensible.

Santé-publique France définit l’antibiorésistance comme :

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

Cette définition décrit la réalité clinique de l’échec du traitement antibiotique face à une infection à
germe résistant. Mais l’antibiorésistance se manifeste et peut s’étudier à plusieurs échelles :
moléculaire, cellulaire, individuelle, collective, nationale, voire mondiale…
A l’échelle mondiale, le phénomène d’antibiorésistance est aujourd’hui considéré par l’OMS
comme l’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 être directement attribués à 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 première cause de
mortalité d’ici 2050 (Interagency Coordination Group on Antimicrobial Resistance, 2019).
En France, en 2015, Santé-publique France estimait à 125 000 le nombre d’infections par an à
bactéries multi-résistantes, et plus de 5500 décès annuels en lien avec ce phénomène (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
l’échelle individuelle à l’échelle mondiale. La recherche biomédicale doit amplifier ses efforts pour
mieux comprendre, surveiller, anticiper cette menace pour en atténuer les conséquences.
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B. État de l’Art

1. Les bactéries

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

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 à différentes familles et classes, selon leur mécanisme d’action et leur
structure (Annexe 1). Le spectre d’activité d’un antibiotique représente l’ensemble des bactéries
sur lesquelles l’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 sécrètent naturellement
ces composés afin de tenir à distance d’autres espèces avec lesquelles elles sont en compétition.
Les bactéries ont donc développé des résistances naturelles à ces molécules, pour ne pas en
subir elles-mêmes la toxicité.
Ainsi, un certain nombre d’espèces bactériennes présente naturellement des caractéristiques
d’insensibilité face à certaines molécules, ou familles d’antibiotiques : c’est la résistance naturelle.
Son information génétique est portée par le chromosome et par définition est transmise à 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 l’effet de l’antibiotique
- Modification de la cible cellulaire de l’antibiotique induisant une diminution de l’affinité entre

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

b) Résistance croisée et co-résistance

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

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

c) Les multi-résistances

Il n’existe pas de définition consensuelle à la notion de multi-résistance bactérienne. Néanmoins,
la littérature considère souvent une bactérie multi-résistante (MDR, ou BMR en français) lorsqu'elle
a acquis une résistance à au moins 3 classes d’antibiotiques (Magiorakos, 2012).
Face à l’ampleur du phénomène qui peut aller bien au-delà d’une résistance à 3 antibiotiques, les
chercheurs établissent le grade de “eXtensive Drug Resistance” (XDR) comme intermédiaire entre
MDR et “Pan Drug Resistance” (PDR) qui correspond à une résistance totale aux antibiotiques
existants.

d) Facteurs de risques

En médecine humaine, les colonisations par des bactéries antibiorésistantes sont associées à un
âge élevé, l’existence de comorbidités, la conduite de procédure médico-chirurgicales invasives
conjointement à des séjours en milieu hospitalier et à des antécédents de traitements antibiotiques
(Vodovar et al., 2013).
Les facteurs de risque de colonisation et d’infection ont été particulièrement étudiés en milieu
hospitalier, mais nettement moins en milieu communautaire. Parmi les facteurs identifiés
augmentant la sélection de gènes 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 d’encadrements et de contrôles des productions (qualité), des ventes

(prescription) et de l'usage des antibiotiques dans certaines régions du monde, aboutissant
à 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 à l’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 l’antibiorésistance

Transmission verticale :

Le patrimoine génétique bactérien porté par le chromosome est entièrement transmis à la
descendance de la bactérie par scissiparité. Ainsi, tout gène de résistance porté par le
chromosome sera retrouvé chez les cellules filles. C’est la transmission clonale de la résistance.

Transmission horizontale :

En l’absence de reproduction sexuée, le brassage génétique des bactéries est essentiellement
assuré par échanges horizontaux. Ils s’effectuent au sein même d’une bactérie grâce aux
éléments mobiles, ou entre bactéries d’une communauté.

a) Intégrons

Les intégrons occupent un rôle central dans la promotion de l'acquisition et de l’expression de
gènes de résistances : ils peuvent porter plusieurs cassettes de gènes, et être mobilisés grâce aux
transposons et plasmides.
La transmission d’intégrons porteurs de plusieurs gènes de résistance permet à des bactéries
sensibles d’acquérir des résistances, parfois multiples (Vong, 2020).

b) Transposons

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

c) 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. Ils sont susceptibles de s’échanger entre bactéries d’une
même niche écologique et de participer activement à la transmission de gènes d’antibiorésistance
(Encyclopædia Universalis , n.d.).

Intégrons, transposons et plasmides sont parfois qualifiés de “passeurs de gènes”. Ils sont
capables d’arrangements complexes et, lorsqu'ils sont associés et transmis d’une bactérie à
l’autre, peuvent être à l’origine de l’émergence de phénotypes bactériens XDR, voire PDR.

d) Mécanismes d’acquisition

Les bactéries peuvent procéder à des échanges de matériel génétique de plusieurs manières.

(1) Conjugaison

La conjugaison se fait par le contact et l'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 gènes d’antibiorésistance (CIRAD PRISME,
2021). Pour cela, il n’est pas forcément nécessaire que ces bactéries soient strictement de la
même souche, ni de la même espèce, ce qui contribue à la diffusion des gènes 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. Il est ensuite
absorbé par la cellule, puis intégré à son génome par recombinaison. On qualifie de
“recombinants” les gènes acquis et qui seront transmissibles à la descendance s’ils sont inclus sur
le chromosome (“Dictionnaire médical de l’Académie de Médecine,” 2023).

(3) Transduction

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

e) Résistances aux β-lactamines et gènes impliqués

Les β-lactamines telles que les pénicillines, les céphalosporines, les monobactames et les
carbapénèmes sont parmi les molécules les plus prescrites à travers le monde.

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

Les β-lactamases sont des enzymes ayant la capacité de cliver le cycle β-lactame et sont la
principale cause de résistance aux β-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 β-lactamases de spectre étendu (BLSE) sont résistantes à la majorité des β-lactamines, mais
restent sensibles aux carbapénèmes. Leur expansion correspond à l’utilisation massive de
molécules à 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 gènes codant pour ces enzymes sont notés sous la forme blaCTX-M-15.

Il a été montré que certains gènes sont plus prévalents dans certaines populations ou dans
certaines espèces. C’est par exemple le cas de blaCTX-M-15 qui est le plus prévalent chez les
humains, et de blaCTX-M-1 qui est le plus fréquemment rencontré chez les animaux porteurs de
BMR. (Smet et al., 2010). Les gènes blaCTX-M 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 d’autres
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 β-lactamines, dont les
carbapénèmes. De plus, certaines ne sont pas inhibées par l’acide clavulanique. Leur émergence
et leur dissémination coïncide avec l’augmentation de l’usage de la classe des carbapénèmes
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dans le traitement des infections à bactéries résistantes dont les β-lactamines. Ainsi, les
carbapénèmes sont classés comme antibiotiques critiques, de dernier recours, et font l’objet de
restrictions d’usage afin de maintenir au maximum leur efficacité.

5. Les entérobactéries et l'antibiorésistance

Les entérobactéries, font partie intégrante du microbiote intestinal qui regroupe l’ensemble des
micro-organismes (bactéries, virus, champignons) présents dans le tractus digestif. Principalement
localisés dans le côlon, on l’estime composé d’environ 1013 organismes, soit environ autant que de
cellules corporelles. Il est essentiellement composé de bactéries (Inserm, 2021). Celles-ci sont
dans leur immense majorité non pathogènes et participent activement aux processus
métaboliques, digestifs et immunitaires du corps. Toutefois, les bactéries dites commensales
peuvent devenir pathogènes en cas de prolifération anormale et/ou d’immunodépression, l’individu
n’arrivant alors plus à les réguler.

Le microbiote intestinal présente ainsi un rôle protecteur vis-à-vis des bactéries pathogènes
pouvant transiter dans le système digestif. En occupant l’ensemble des niches de la surface
muqueuse digestive, il limite la colonisation et l’installation des bactéries pathogènes : on parle
“d’effet barrière”. Ainsi, il convient de distinguer le microbiote résident du microbiote transitoire.
Cependant, chaque antibiothérapie subie par un organisme, induit une pression de sélection sur
l’ensemble du microbiote, conduisant à la sélection des souches les moins sensibles, y compris au
sein du microbiote résident. De plus, nous l’avons vu précédemment, les bactéries ont la capacité
d’échanger du matériel génétique de manière horizontale.
De par sa concentration en micro-organismes, le microbiote digestif est donc un environnement
hautement impliqué dans les phénomènes de transferts de gènes d’antibiorésistance, en
particulier par conjugaison, entre bactéries résidentes et transitoires, et inversement. On considère
le microbiote intestinal comme un hot-spot d’échanges de gènes (Dimitriu, 2014).

6. Consommation et rejets : approche “One Health”

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

- L’élevage (et les animaux de compagnie) a des implications directes sur l’environnement
par les rejets d’effluents, et sur la santé humaine par la consommation des produits
animaux, particulièrement dans les pays du Sud où 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 à
utilisation d’antibiotiques comme promoteurs de croissance. Cette pratique est interdite au
sein de l’Union Européenne depuis 2006, mais continue en dehors de l’UE (Castanon,
2007).

- La santé humaine : par l’ampleur et la fréquence des traitements antibiotiques, que ce soit
en médecine de ville ou à l'hôpital, et les contaminations dûes aux rejets dans
l’environnement,

- L’environnement, qui se situe au carrefour de contamination et de transfert de gènes de
résistance et de résidus d’antibiotiques de l’ensemble des secteurs (Maréchal, 2022). Les
animaux sauvages, également affectés par ces contaminations, sont régulièrement
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rattachés au réservoir environnemental, dont ils s’avèrent 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
l’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
l'antibiorésistance l'archétype d’une problématique s’intégrant dans le concept “One Health”. Une
résistance sélectionnée sous pression antibiotique dans le compartiment humain peut être
transmise à l'environnement et au compartiment animal. Même si non pathogène chez l’homme, la
même bactérie résistante peut causer des pathologies lorsqu'elle affecte une autre espèce. Vu
l’importante contamination bactérienne de notre environnement, l'infection par une bactérie
résistante n’est donc pas systématiquement associée à la pression sélective d’une antibiothérapie.
Il peut s'agir d’une contamination fortuite.
La recherche dans ce domaine doit se faire de manière intégrée entre les trois compartiments et
s’intéresser aux échanges réciproques qui interviennent entre eux.

Fig 2 : Infographie illustrant le caractère “One
Health” de l’antibiorésistance - Santé Publique
France.

7. Encadrement et surveillance

a) Antibiotiques critiques, recommandations et restrictions d’usage

Face à ces menaces sur la santé publique, l’OMS établit dès 2005 une première classification des
antibiotiques, selon leur importance en médecine humaine et animale. Évoluant régulièrement, 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.

15



Globalement la notion d’antibiotique critique s’appuie sur la capacité de la molécule à générer des
résistances et sur son importance en traitement de dernier recours vis-à-vis des infections à
bactéries résistantes (ANSES, 2021).
Le législateur vient instaurer un cadre légal et restrictif (article L.5144-1-1 CSP& suivants), précisé
par le décret du 16 mars 2016 et l'arrêté du 18 mars 2016 qui spécifient :

- L’interdiction de prescription des antibiotiques critiques à titre préventif (en santé humaine
et animale)1

- L'obligation de réaliser un examen clinique avant la prescription d'un antibiotique critique à
des fins curatives ou métaphylactiques2

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

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

b) Surveillance épidémiologique

La surveillance de l’antibiorésistance est capitale afin de monitorer la circulation des souches
porteuses de gènes connus et d’identifier précocément l’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, à plusieurs échelles :

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

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

- A l’échelle de notre pays, il existe différents systèmes 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.

2 Le traitement curatif étant défini comme le traitement individuel ou collectif des seuls animaux présentant les symptômes d'une
maladie et le traitement métaphylactique comme tout traitement appliqué aux animaux cliniquement malades et aux autres animaux
d'un même 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)

1 Le traitement préventif est défini comme un traitement prophylactique, individuel ou collectif, appliqué à des animaux sains, exposés à
un facteur de risque pour une maladie infectieuse considérée (décret du 16mars 2016)
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- Santé animale : le suivi de la vente des médicaments est assuré par l’Agence
Nationale du Médicament Vétérinaire (ANMV-Anses) depuis 1999. Le Résapath
(Réseau de Surveillance de l’antibiorésistance des Bactéries Pathogènes) 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 l’Alimentation assure au travers de plans
annuels, la surveillance à plusieurs niveaux de la filière de production alimentaire.

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

c) Espèces sentinelles

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

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

C. État des lieux à La Réunion

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

1. Population humaine et échanges commerciaux

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

Essentiellement répartie sur le littoral, la population humaine s'élève à environ 860 000 habitants
en 2019 (INSEE, 2022).
La population des petits carnivores domestiques a été estimée en 2018 à 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 incontrôlée, en particulier canine, représente des enjeux sanitaires, sécuritaires,
économiques, et de bien-être animal à La Réunion (Sellami, 2022).
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Sur le plan sanitaire, l’errance animale associée à une population non contrôlée augmente les
risques de dissémination de pathologies virales, bactériennes et pathogènes, y compris à potentiel
zoonotique, telles que la Fièvre Q ou la leptospirose (Guernier et al., 2016).
Concernant l’antibiorésistance, il a été montré que les animaux errants auraient davantage de
risques d’être porteurs d’E. coli résistantes que les animaux de propriétaires, en Argentine
(Marchetti et al., 2021). Cependant cette observation semble être balancée par d’autres études, en
particulier chez le chat, où les animaux de propriétaires davantage médicalisés apparaissent plus
porteurs que les animaux errants, en Corée du Sud (Jung et al., 2020). La balance de l’exposition
médicale à la pression sélective d’antibiothérapie et de l’exposition à l’environnement contaminé
par les bactéries résistantes sélectionnées dans les autres espèces et semble devoir être prise en
compte et est très 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 l’antibiorésistance montrent que La Réunion est l’une des régions
françaises les plus touchées par le phénomène :

- En santé humaine, les données communautaires à la Réunion font état d’une prévalence
d’EBLSE de 8,3% (Miltgen, 2022) et la surveillance hospitalière d’une prévalence d’EPC
inférieure à 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 l’espace
public (élevages clandestins, animaux errants et divagants…).

- En santé animale, chez les petits carnivores domestiques de propriétaires à 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 à La Réunion (Antoniolli, 2021)

- Au niveau environnemental, l’échantillonnage de rats comme bio-indicateurs de la
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 gènes de résistance dans différents agro-écosystèmes de l'Île, par exemple le gène
blaCTX-M-1 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 espèces 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 à celles d’origine humaine. Identifier l’existence ou
non d’un lien entre le mode de vie et le risque de portage de BMR chez les espèces étudiées.
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II. MATÉRIEL ET MÉTHODES

A. Petits carnivores domestiques

1. Recrutement des partenaires

L’étude vise à 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 première partie de la phase de terrain a donc consisté en le recrutement de ces partenaires. Le
premier contact était réalisé par mail où une présentation de l’étude, de ses objectifs et de son
fonctionnement était adressée aux praticiens à travers des documents didactiques (cf Annexe 3
a.b.c et 4). En l’absence de réponse directe, une relance était effectuée par téléphone, où un
rendez-vous était proposé à la clinique afin de présenter l’étude, le matériel et les modalités de
prélèvements à l’équipe et au vétérinaire référent.
La prise d’écouvillons rectaux est associée à la collecte d’urines, de sang et d’ectoparasites. En
effet, l’étude AMR mutualise la logistique avec d’autres projets s’intéressant à la Leptospirose,
Dirofilariose, Fièvre Q et Néosporose. Ces démarches ont permis d’inclure 15 cliniques dont 10 ont
contribué activement (n>10 échantillons).

2. Matériel de prélèvement

Il était fourni un nombre suffisant de kits de prélèvements en sachet hermétique contenant (pour
ce qui concerne l’étude AMR) :

- Écouvillon rectal stérile avec milieu de transport Amies-charbon (FL Medical- Italie)
pré-étiqueté,

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

- Fiche de consentement éclairé autorisant le prélèvement, à 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 à une clinique, “000” l’identifiant spécifique de l’individu prélevé.

3. Recueil et collecte des données anamnestiques et cliniques

Une fiche de recueil des commémoratifs pré-étiquetée à l’identifiant unique de l’animal,
correspondant au matériel de prélèvements était fournie dans chaque sachet. En parallèle, un
QR-code est fourni au vétérinaire, permettant au personnel de la clinique de renseigner
directement les données en ligne, via l’interface de KobotoolboxⓇ (GitHub, Inc)
(https://ee.kobotoolbox.org/x/7lSl9Aey). 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. Critères d’inclusion

Les seuls critères d’inclusion retenus étaient basés sur l’espèce des animaux : chien ou chat. Les
vétérinaires sont supposés prélever aléatoirement, sans préjuger de l’état de santé, de l’âge, du
sexe ou du lieu de résidence de l’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 à l’aide de l’outil Epitool (“Epitools - Sample size for
apparent or sero-prevalence,” n.d.) avec les paramètres suivants correspondant à la situation
estimée (Tableau XX)

Tab. 1 : paramètres retenus pour l’estimation du nombre suffisant d’échantillons

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

6. Cultures et isolements bactériens

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

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 l’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 après une phase d’enrichissement
de 24h à 37°C dans un bouillon d’enrichissement cœur-cervelle (Bio-Rad, France). En pratique, la
charge des écouvillons est visuellement contrôlée et s’est toujours révélée satisfaisante. Ainsi
nous n’avons pas pratiqué de phase préalable d’enrichissement.

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

- ChromIDⓇ BLSE : Gélose chromogène “contenant un mélange d'antibiotiques, dont le
Cefpodoxime permettant la croissance et l’identification présomptive de espèces
bactériennes suspectes de résistances aux Bêta-Lactamines” (F. Biomérieux, France, n.d.)

- ChromIDⓇ CARBA : Gélose chromogène “contenant un mélange d’antibiotiques
permettant la croissance sélective et l’identification présomptive des espèces bactériennes
suspectes de résistance aux Carbapénèmes” (Biomérieux, France, n.d.)

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

Les boîtes ensemencées sont incubées durant 20 à 24h à 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 β-glucoronidase, donc incolores sur ce milieu. Les
colonies colorées sont repiquées pour purification sur un nouveau milieu identique dans les
mêmes conditions d’incubation.
Enfin, une fois isolées, ces souches colorées et incolores négatives au test de l’oxydase sont
collectées et conservées en cryotubes dans 1,5ml d’une solution de conservation
glycérol-peptone, stockées à -18°C avant la seconde phase des analyses microbiologiques.

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

7. Identification d’espèce

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

Après réincubation des isolats bactériens à partir du contenu des cryotubes de conservation,
l’identification d’espèce 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 espèces ciblées dans l’étude.

8. Antibiogrammes et analyses du phénotype de résistance

Les souches identifiées en Spectrométrie de Masse, appartenant aux espèces Escherichia Coli,
Klebsiella Pneumoniae, Enterobacter spp. et Citrobacter spp. sont ensuite soumises à
l’antibiogramme, par technique de diffusion de disques antibiotiques selon les recommandations
de l’EUCAST.
La sensibilité des souches est testée pour 16 antibiotiques pertinents pour l’identification de
l'activité Bêta-Lactamase de Spectre Étendu 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 l'île de la Réunion, en suivant les
recommandations de l’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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Tab. 2 : Antibiotiques testés, abréviations et diamètres critiques (EUCAST, 2019).

- L’activité BLSE est phénotypiquement avérée par la méthode qualitative lors de
l’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 3ème ou de 4ème génération (EUCAST, 2019). En cas d’absence
d’image de synergie mais en la présence de résistances à des disques de C3G, le test dit
“des disques combinés” est effectué. Il est considéré positif en cas d’augmentation
supérieure à 5mm du diamètre d'inhibition d’un disque de Ceftazidime 30 combiné à l’acide
clavulanique comparativement à la zone d'inhibition autour du même 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).
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- L’activité carbapénémase (EPC) est suspectée en cas de diminution de la sensibilité à un
carbapénème, confirmée par test biochimique colorimétrique RAPIDEC CARBA NP
(Biomérieux, France).

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, l’objectif des analyses moléculaires était de développer et optimiser le
protocole d’extraction d’ADN, et de mettre en place la technologie de séquençage NanoporeⓇ,
nouvellement acquise par l’unité afin de permettre par la suite le séquençage du maximum voire
de la totalité des souches d’intérêt isolées.
La technologie de séquençage 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-séquençage de reconstruction de séquences. Pour l’AMR, cela permet
de plus facilement déterminer si un gène identifié est porté par un plasmide ou le chromosome, et
donc de mieux connaître les mécanismes de transmission génétique possibles ainsi que des
caractéristiques clonales des souches étudiées. Ainsi il se montre particulièrement pertinent dans
les recherches s’intéressant au génome bactérien telles que l’exploration des gènes de résistance
aux antibiotiques de bactéries.

a. Extractions d’ADN

La première série de séquençage a consisté en l’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 intérêts particuliers.
Les extractions ont été réalisées à l’aide du kit QIAamp DNA Mini-Kit (QIAGEN), après remise en
culture des souches isolées sur gélose PCA. Néanmoins, le protocole fourni ne permettait pas en
l’état d’obtenir une quantité d’ADN suffisante pour autoriser le séquençage, en particulier pour les
colonies de Klebsiella pneumoniae, phénotypiquement très muqueuses avec une matrice
extra-cellulaire importante obstruant la colonne et ne permettant pas l’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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● Remise en culture des isolats sur gélose PCA et non sur le milieu chromogène utilisé aux
étapes phénotypiques,

● La collecte d’un volume bactérien plus important : 1 oese stérile 10μl remplie
● L’ajout préliminaire de 3 rinçages-centrifugations dans du PBS
● Les durées de vortex et la recherche d’un homogénéisation maximale, à chaque étape du

protocole
● La durée d’incubation à 57°C

Les différents essais effectués ont conduit à l’adoption d’un protocole optimisé dont l’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/μl pour la bonne
exécution du séquençage. Ce protocole optimisé a permis l’obtention de concentrations
satisfaisantes comprises entre 10.5 et 250ng/μl selon les espèces bactériennes et a donc été
adopté.

b. Préparation et séquençage

Les extractions et le séquençage ont été effectués dans les laboratoires dédiés du Cyroi (2 rue
Maxime Rivière, Saint-Denis) avec l’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 séquençage a été réalisé avec une flowcell R10.4.1 sur le séquenceur
MinION Mk1C (Oxford Nanopore Technology V14) selon les indications du fabricant.

c. Analyses et traitement des données obtenues

Les données brutes issues du séquençage ont été traitées à l’aide du logiciel Guppy version 6.5.4
(https://bio.tools/guppy). Les séquences ont ensuite été filtrées à 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 contrôles négatifs qui ont été inclus n’ont généré
aucune donnée, confirmant la bonne réalisation du protocole de préparation et de séquençage.
Ensuite, le logiciel Flye version 2.9.2 a permis de générer les assemblages (Kolmogorov et al.,
2019). Les profils alléliques ont été déterminés à l’aide du logiciel MLST version 2.23.0, puis les
gènes de résistance ont été identifiés (ainsi que leurs mutations ponctuelles) avec le logiciel
AMRFinderPlus version 3.11.11 (Feldgarden et al., 2021). L’origine plasmidique ou
chromosomique des contigs, et donc des gènes de résistance qui nous intéressent a été estimée
avec le logiciel Plastoforet version 1.4, information importante à connaître notamment pour estimer
les capacités de transfert de ces gènes (Pradier et al., 2021).

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

Parallèlement à 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 prélèvements 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 reflètent 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’intérêt à être 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 mêmes animaux (leptospirose,
dirofilariose etc), biologiquement non pertinentes pour l’AMR ont été supprimées, ainsi que les
données des individus n’ayant pas subi de prélèvement rectal (NA). En la présence de données
manquantes non renseignées sur les fiches de prélèvements, un appel était donné au vétérinaire
ayant réalisé le prélèvement 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 :

● 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 modèle maximal que les variables présentant une
p-value inférieure à 0.3. Les données retenues ont alors été analysées en régression
logistique multivariée. Les modèles obtenus ont été comparés au modèle maximal selon le
critère d’Akaike. Enfin, la prédictibilité du modèle retenu est estimée via l’aire sous la
courbe des courbes ROC.

● 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 modèle bayésien
spatialisé de Poisson qui protège d’une part du risque de sur-dispersion géographique et
qui permet d’autre part de l’ajuster sur les variations de toutes les variables explicatives.
Le protocole suit la démarche proposée par Moraga (Moraga, 2019). La commune de
domicile de l’animal est ici utilisée comme facteur de standardisation du risque de portage
d’entérobactéries résistantes. Les coefficients des effets fixes du modèle spatial de Poisson
s’interprètent comme les logarithmes du risque relatif, après marginalisation de l’effet
aléatoire du modèle pour l’intégrer à l’estimation des risques relatifs.

25



III. RÉSULTATS

A. Analyse descriptive de l’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
l’Île (Annexe 9 : Cartographie des sites de prélèvements et d’analyses de l’étude).
Les animaux prélevés étaient des chiens pour 68,2% d’entre eux (n=360), et des chats pour 31,8%
(n=168).

Tab. 3 : Distribution des principales variables d’intérêt, chez les chiens et les chats prélevés.

De par leurs différences 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 à l’espèce.
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B. Prévalences observées

Les 528 échantillons analysés ont permis d’isoler 86 souches résistantes suspectées d’être
productrices de BLSE et/ou de Carbapénémase.
Parmi celles-ci, 37 ont été confirmées productrices de BLSE ou de Carbapénémase après les
analyses du phénotype de résistance et ont permis d’établir la variable à expliquer “Présence
d’entérobactéries productrice de BLSE ou d’EPC”. Les entérobactéries d'intérêt 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 d’EPC.
La prévalence observée de portage de bactéries productrices de BLSE et d’EPC dans la
population des chiens échantillonnés est donc de 8,6% (IC 95% [5.71 ; 11.51]).

Tab. 4 : Tableau récapitulant les effectifs, les prévalences observées et les intervalles de confiance à 95%
des chiens porteurs de bactéries productrices de BLSE et de Carbapénémases à La Réunion, en 2023.
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Nous observons que les animaux de l’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 ɑ = 5%.

De plus, les animaux de l’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 ɑ =
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]).

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

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

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

C. Évaluation des facteurs de risques chez le chien

Le plus faible nombre de chats prélevés associé à une prévalence également plus faible de
portage de bactéries résistantes ne permettent pas de mener l’analyse des facteurs de risques de
manière satisfaisante dans cette population. De plus, les différences physiologiques entre les
chiens et les chats n’autorisent pas l'analyse de ces deux populations dans le même modèle.
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 :

- Âge
- Sexe
- Mode de vie
- Antécédent de traitement antibiotique depuis moins de 6 mois
- Motif de consultation

L’établissement du modèle minimal adéquat lors de l’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 modèle présente le Critère d’Information d'Akaike le plus satisfaisant et est donc privilégié.

L’analyse des résidus a montré une adéquation correcte du modèle. 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 modèle est explicitée
dans le Tab. 7.
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Tab. 7 : Facteurs de risques testés de portage d’entérobactéries productrices de β-lactamases de spectre
étendu et de carbapénémases chez les chiens et les chats à La Réunion en 2023.

Avoir suivi une antibiothérapie il y a moins de 6 mois est un facteur de risque significatif d’être
porteur de bactéries multi-résistantes.
Le mode de vie errant/divagant ne s’est pas avéré être 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
l’intervalle de confiance à 95% de l’OR contient 1) lors de cette analyse de régression.

2. Modèle 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 d’EBLSE et d’EPC sur le nombre total
de prélèvements).

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

Fig 7 : Coefficients des effets fixes du modèle spatial de Poisson de la fréquence de portage de bactéries
productrices de BLSE et de carbapénémase chez les chiens à La Réunion en 2023 (n = 327).
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Tab. 8 : Risques relatifs et leurs intervalles de confiance à 95% correspondant aux covariables retenues
dans le modèle 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 modèle 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 âge supérieur à 2 ans et le fait d’être un mâle ne sont pas
associés à un risque statistiquement supérieur de portage de bactéries résistantes.

Nous nous sommes dans un second temps intéressés à 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 modèle dont les
coefficients des effets fixes sont exprimés dans la Fig. 8.

Fig. 8 : Coefficients des effets fixes du modèle spatial de Poisson de la fréquence de portage de bactéries
productrices de BLSE et de carbapénémase chez les chiens de propriétaire à la Réunion en 2023 (n = 157).

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

D. Analyses moléculaires

11 souches présentant des phénotypes de résistances d’intérêt 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

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

Les résultats confirment les caractères producteurs de BLSE et permettent d’identifier les gènes
de résistance impliqués. Nous nous intéressons en particulier aux gènes type bla dont la présence
(et donc l’expression) expliquent le phénotype de résistance (ici BLSE ou Carbapénémase) des
souches étudiées. La présence plasmidique et chromosomique de ces gènes (présentée dans
Tab. 10) apporte des informations intéressantes débattues dans la partie discussion (IV.D)
Il est important de noter que ces analyses ont permis d’isoler une souche d'Enterobacter cloacae
porteuse du gène blaIMI-4 de résistance à l’Imipénème, un carbapénème.
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IV. DISCUSSION

A. Représentativité de l’échantillon

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

● Espèces

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

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

● 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 même, 32% des mâles de
propriétaires sont censés être 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 à la réalisation des prélèvements urinaires, rectaux, sanguins et parasitaires
demandés.

Fig. 10 : Diagramme montrant la répartition des différents
motifs de consultation des chiens échantillonnés (Clément
Rabaly - CIRAD - UMR ASTRE).
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Une soirée d’échange avec les partenaires de l’étude a été organisée le 7 juin 2023. Elle a permis
de présenter les résultats préliminaires obtenus après la première phase de prélèvements. Elle a
également été l’occasion d’échanger avec les vétérinaires et a permis de connaître leurs
estimations quant aux proportions de motifs de consultation dans l'échantillon par rapport à leur
quotidien. Cela a confirmé le fait que les stérilisations étaient un motif largement surreprésenté
dans notre échantillon par rapport à la vaccination seule, qui représente en réalité une grande
partie des consultations effectuées.

● 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 l’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 l’étude de référence.

Fig. 11 : Diagrammes comparant la répartition des modes de vie des chiens dans l’échantillon de l’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 l’échantillon (8,6% chez le chien (IC 95% [5.71 ; 11.51]) est largement plus élevée
que celle observée dans l’étude exploratoire de 2021 qui fait état d’une proportion d’animaux
porteurs de bactéries productrices de BLSE de 0.8% (n=241) à La Réunion (Antoniolli, 2021).
Différents éléments peuvent expliquer ces différences :

- L’étude 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, l’exploration des ordures provoquée par les
carences alimentaires etc.) est bien inférieur à 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’avère significative avec l’adoption d’un modèle 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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- L’étude de 2021 se place dans un contexte post-confinements dûs 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), à la suite de
quoi une diminution de l’antibiorésistance aux C3G des entérobactéries a pu être 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 l’exposition
environnementale) en analyse de régression logistique se sont révélés non significatifs, avec un
intervalle de confiance à 95% de l’odds-ratio de [0.85 ; 5.05]. Augmenter la taille de l’échantillon
pourrait permettre de resserrer l’intervalle de confiance et préciser l’influence de ce facteur sur le
risque de portage d’entérobactéries résistantes.

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

Il est pertinent de noter les différences de résultats obtenus entre l’approche de régression
logistique et le modèle de Poisson spatialisé, 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 gène blaCTX-M-15 qui est généralement attribué à 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 gènes blaCTX-M-15 identifiés, 3 présentent un portage
chromosomique de ces gènes, dont 2 d’origine animale. C’est plus qu’attendu. Initialement, ces
gènes, 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 dernières décennies, la fréquence de portage de ces gènes sur le
chromosome d'autres enterobacteriaceae augmente (Shawa et al., 2021). La localisation
chromosomique d’un gène de résistance assure sa transmission verticale et donc une stabilité
beaucoup plus élevée dans le temps. A l’inverse, le maintien de l’expression de gènes
plasmidiques a un coût 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 à la bactérie porteuse de ce gène plasmidique de
résistance (notion de fitness).

Ainsi, la présence de ces gènes au niveau chromosomique indique une installation durable de ces
résistances dans les écosystèmes à La Réunion. Elle est en effet rencontrée à la fois dans le
compartiment animal et dans le compartiment humain communautaire.
Le séquençage d’un plus grand nombre de souches humaines et animales à venir dans la
seconde phase de l’étude permettra de vérifier les tendances de ces premières observations.
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L’isolement d’une souche d’Enterobacter cloacae porteuse du gène blaIMI-4 constitue une
découverte intéressante. L'imipénème est un antibiotique de la famille des carbapénèmes. Il n’est
théoriquement pas utilisé en pratique vétérinaire courante. A notre connaissance, il s’agit du
premier isolement d’une telle souche chez un animal à la réunion.

E. Biais potentiels

● 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 prélèvements demandés par l’étude est en effet plus aisée sur un
animal non vigile. Ce premier biais entraîne de facto une surreprésentation d’individus jeunes
(54% des individus admis pour stérilisation sont âgés de 2 à 24 mois). Or, il a été montré qu’un
âge avancé est un facteur de risque de portage d’entérobactéries résistantes (Vodovar et al.,
2013).

● Biais géographique

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

● Biais de classification

Concernant la collecte des données d’anamnèse, on peut supposer l’existence de différences
dans la rigueur de remplissage des informations. S’il ne paraît pas y avoir de risque de biais de
classification sur les variables telles que l’espèce ou le sexe, il est possible que des approches
différentes aient été utilisées par les vétérinaires pour le remplissage des informations sur
l’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 à l’autre.

● 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 à la proportion d’animaux
errants et surtout divagants. Même 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. Il est donc nécessaire d’assumer la difficulté d’accès aux
commémoratifs de la population errante et surtout divagante.
La proposition faite dans cette étude est d’assumer l’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.

36



V. CONCLUSION ET PERSPECTIVES DE L’ÉTUDE

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

Mieux comprendre l’antibiorésistance constitue un préalable indispensable pour endiguer au mieux
le phénomène et ainsi préserver l’efficacité et des molécules antibiotiques pour maintenir un bon
niveau de lutte contre les maladies infectieuses bactériennes du vivant. Si l’un des principaux
moyens de lutte contre l’antibiorésistance réside en la diminution de l’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 à l’antibiothérapie. A
différents niveaux de développement, on peut citer :

- L’amélioration de la vaccination, des mesures d’hygiène 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 l’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 première ligne de défense de l’organisme. Leur potentiel
anti-infectieux en fait une alternative très prometteuse qui mérite d’être davantage
explorée(Izadpanah and Gallo, 2005).

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

_________

La première phase de l’étude sur l’antibiorésistance des petits carnivores à La Réunion présentée
dans ce mémoire, permet de réévaluer à la hausse les estimations de prévalences de portage
d’entérobactéries multi-résistantes productrices de β-lactamases de spectre étendu et de
carbapénémases dans la population étudiée. Elle est la première à s’intéresser à la présence de
bactéries multi-résistantes dans le système digestif des petits carnivores errants sur l’île. Les
résultats

Cette première 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
prélèvements collectés. Cela permet de rectifier un certain nombre de facteurs pour améliorer la
représentativité de la seconde partie de l’étude, qui doit encore se poursuivre jusqu’à la fin de
l’année 2023, ambitionnant l’analyse d’un total de 1000 prélèvements. 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 l’étude.
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—

La clôture des travaux de terrain et de l’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 l’approche vétérinaire de cette problématique One-Health.
Je tiens encore une fois à remercier l’ensemble des personnes ayant rendu cela possible, y

compris le Ministère de l’Agriculture et de la Souveraineté Alimentaire à travers le Plan
ÉconAntibio2 comme bailleur.

—
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Annexe 2 : Catégorisations des antibiotiques selon leur importance en santé humaine et 
animale - Sources OMS-OMSA (ANSES, 2021) 

45
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Annexe 3.c : Documents présentant l’étude globale à l’attention des futurs partenaires :
résultats attendus et ressources bibliographiques (Katerina Albrechtova - Cécile Squarzoni
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(Katerina Albrechtova 2023 - CIRAD – UMR ASTRE)

49
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Annexe 6 : Fiche de recueil du consentement éclairé des propriétaires des animaux
prélevés (Katerina Albrechtova - Cécile Squarzoni - Clément Rabaly 2023 - CIRAD - UMR
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Annexe 7 : Protocole d’extraction de l’ADN bactérien d’enterobacteriaceae optimisé (Cléa
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Annexe 8 : Protocole d’étude en partenariat avec le CHU de La Réunion : Comparaison
des phénotypes et génotypes de résistance des entérobactéries ciblés chez l’homme et
l’animal (chiens et chats) sur l’Ile de La Réunion (Clément Rabaly - Katerina Albrechtova -
Cécile Squarzoni - Eric Cardinale - CIRAD - UMR ASTRE)

54



Annexe 9 : Cartographie des sites de prélèvements et d’analyses de l’étude (Clément
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