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Résumé

La résistance bactérienne aux antibiotiques impacte la santé humaine, animale et I'agriculture au
niveau international. Les Entérobactéries productrices de béta-lactamases a spectre étendu (EBLSE),
des bactéries multi-résistantes aux antibiotiques, sont une priorité sanitaire pour le Sud-Ouest de
I’Océan Indien (SOOI), a savoir Madagascar, Maurice, Mayotte, Les Seychelles, I’'Union des Comores et
La Réunion.

L'objectif général de cette these était d’identifier, parmi les trois compartiments de I'approche One
Health (homme, animal, environnement), le principal réservoir d’EBLSE dans le SOOI.

La prévalence d’EBLSE a été estimée pour chaque compartiment pris indépendamment (approche
sectorielle) et par une approche holistique les connectant spatialement et temporellement.

Ces deux approches ont permis d’identifier les animaux d’élevage comme le probable réservoir
principal d’EBLSE dans le SOOI. L'approche holistique suggére une perméabilité des trois
compartiments a Madagascar.

Si 'hypothése d’un réservoir majeur d’EBLSE chez les animaux d’élevage est plausible, sa contribution
a la colonisation humaine pourrait varier entre les territoires du SOOI. En effet, I'exposition de 'homme
a ce réservoir pourrait étre limitée pour les territoires a revenu élevé (Seychelles, La Réunion) mais
substantielle pour les territoires a revenu faible (Madagascar, Union des Comores), particulierement
en I'absence de sécurité des aliments, de systeme d’assainissement et d’accés a I'eau potable.
Quantifier la contribution relative du compartiment animal d’élevage dans la colonisation par les EBLSE
de I'homme en population générale dans les pays a faible revenu constitue un axe de recherche
essentiel. De ces connaissances découlera une meilleure adaptation des stratégies de contrdle de
I"antibiorésistance dans le SOOI et plus généralement dans les territoires a faible revenu qui pourraient

étre des amplificateurs de ce phénomene sanitaire.

Mots Clés
Résistance aux antibiotiques, Entérobactéries productrices de béta-lactamases a spectre étendu,

environnement, animal d’élevage, Homme, One Health, Océan Indien, Madagascar.



Abstract

Bacterial antibiotic drug resistance is a worldwide health issue affecting human, animal, and
agriculture. Extended-spectrum béta-lactamase-producing Enterobacteriaceae (ESBL-E), mutidrug-
resistant bacteria, are a main health priority for the South-western Indian Ocean (SWIO) composed of
islands (i.e. Madagascar, Maurice, Mayotte, Les Seychelles, I'Union des Comores et La Réunion).

The main objective of this PhD thesis was estimating the ESBL-E prevalence in the three « One Heath
approach » compartments (human, animal, environment) in order to identify the main ESBL-E reservoir
in 10.

This prevalence was independently estimated for each compartment by a sectorial approach and by a
holistic approach connecting all compartments spatially and temporally.

Both approaches suggest that livestock could be the main ESBL-E reservoir in 10 and point out
permeability between these three compartments in Madagascar.

If the idea of a main reservoir of ESBL-E in livestock seems plausible, its contribution to human
colonisation could differ between SWIO territories. Indeed, human direct and/or undirect exposure to
this reservoir could be reduced in high-income countries (i.e. Seychelles, La Réunion) but significant for
low-income countries (i.e. Madagascar, Union des Comores). In the absence, or reduced application,
of food safety, sanitation, and drinking water access, the exposure to ESBL-E from livestock could be
substantial in SWIO low-income countries.

Consequently, the relative contribution of livestock in human ESBL-E subsequent colonisation could be
significant in low-income countries but currently understudied. Research on that topic should

strengthen antibiotic drug resistance control measures in low sanitation contexts.

Keywords

Antibiotic drug resistance, Extended-spectrum béta-lactamase-producing Enterobacteriaceae,

environment, livestock, Human, One Health, Indian Ocean, Madagascar.
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Introduction : la résistance bactérienne aux antibiotiques est un probleme

sanitaire majeur

Certaines espéces bactériennes et champignons (Penicillium sp., Aspergillus sp.) produisent des
antibiotiques qui sont des substances détruisant ou bloquant la croissance d’autres micro-organismes
présents dans le méme environnement. Cette stratégie confere un avantage évolutif pour le micro-
organisme producteur d’antibiotiques en le rendant plus compétitif que les individus non producteurs
de son espéce (compétition intra-spécifique) et/ou d’espéces différentes (compétition interspécifique)

(Wright 2007).

Les micro-organismes possedent des mécanismes pour se protéger de I'action des substances toxiques
gu’ils produisent, ou que d’autres produisent, il s’agit du phénomene de la résistance aux antibiotiques
(Chen, Yuan et al. 2016). Ce sont des génes spécifiques présents dans le micro-organisme qui conférent
cette propriété de résistance aux antibiotiques. Les genes de résistance aux antibiotiques sont
largement diversifiés et retrouvés dans un ensemble d’environnements, par exemple. le tractus
intestinal des vertébrés, I'eau, le sol, les plantes (Fitzpatrick and Walsh 2016). Plus de 177 génes de
résistance ont été identifiés chez des bactéries du sol de 17 zones non perturbées et isolées de
I’Arctique en 2015 (Van Goethem, Pierneef et al. 2018). Ce « pool » de génes de résistance présents
dans I'environnement est appelé le résistome, il existe depuis plusieurs milliard d’années, bien avant

I’ére des antibiotiques modernes (D'Costa, King et al. 2011).

En 1928, Alexander Fleming débuta une série d’expérimentations sur le genre bactérien
Staphylococcus. Il découvrit fortuitement I'effet inhibiteur d’un champignon Penicillium notatum sur
ses cultures bactériennes et sur d’autres bactéries pathogénes (Tan and Tatsumura 2015). Il extrait
alors la pénicilline qui fut le premier antibiotique et constitua une révolution médicale permettant de
soigner des infections bactériennes mortelles (Ligon 2004). Cependant, dés 1940, avant méme sa
commercialisation (1943), il fut constaté I'acquisition de la capacité des bactéries a y résister (Abraham

and Chain 1988).

Si I’'exposition aux antibiotiques (tels que la tétracycline), par voie alimentaire, a été démontrée chez

des populations nubiennes du Soudan datant de 350-550 ans avant JC (Nelson, Dinardo et al. 2010),
17



l'usage des antibiotiques n’a cessé d’augmenter pour soigner les infections chez 'homme et
rapidement pour un usage vétérinaire (par exemple pour les mammites des vaches laitieres (Foley EG
1946)). L'usage massif des antibiotiques a conduit a sélectionner / favoriser les bactéries possédant
des genes de résistance aux antibiotiques qui sont les seules a survivre. Cela étant particulierement

vrai pour les bactéries pathogenes qui sont exposées aux antibiotiques.

En 1946, Alexander Fleming alertait déja sur les risques de surconsommation de la pénicilline :

« Le public va demander ... [de la pénicilline] et a partir de la débutera une époque...d’abus. Les
microbes sont éduqués pour résister a la pénicilline et les « penicillin-fast organisms » peuvent étre
transmis a d’autres personnes jusqu’a atteindre une personne souffrant de septicémie ou de
pneumonie que la pénicilline ne pourra pas sauver. Dans un tel cas, la personne inconsciente qui joue
avec la pénicilline est moralement responsable de la mort de la personne qui succombe d’une infection
par un organisme résistant a la pénicilline. J'espére que le mal pourra étre évité. » [traduit de I'anglais

a partir de I'article Penicillin’s finder assays in future, New York Times, 1945, vol 21].

En résumé, les bactéries possédant la capacité de résister aux antibiotiques ont un avantage évolutif
et n’ont cessé de se propager. Comme nous pouvons le voir dans la frise chronologique ci-contre (figure
1), aprés la commercialisation d’un nouvel antibiotique, des bactéries pathogéenes capables d’y résister
sont identifiées dans la décennie. Ceci contraint donc a l'usage d’antibiotiques plus récents
sélectionnant a leur tour de nouvelles résistances. Or, cette augmentation globale de la résistance aux
antibiotiques s’est accompagnée de I'échec de la découverte de nouveaux traitements antibactériens

(Brown and Wright 2016).
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ANTIBIOTIC RESISTANCE ANTIBIOTIC
IDENTIFIED INTRODUCED

Penicillin-R Staphylococcus 1940 ——
— 1943 Penicillin

— 1950 Tetracycline

— 1953 Erythromycin

Tetracycline-R Shigella 1959 —
Methicillin-R Staphylococcus 1962 —

— 1960 Methicillin

Penicillin-R pneumococcus 1965 —

Erythromycin-R Streptococcus 1968 — 1967 Gentamicin

— 1972 Vancomycin

|

Gentamicin-R Enterococcus 1979

1985 Imipenem and
Ceftazidime-R Enterobacteriaceae 1987 ceftazidime
Vancomycin-R Enterococcus 1988

\

Levofloxacin-R pneumococcus 1996 —— 1996 Levofloxacin

Imipenem-R Enterobacteriaceae 1998

XDR tuberculosis 2000

Linezolid-R Staphylococcus 2001
Vancomycin-R Staphylococcus 2002
PDR-Acinetobacter and Pseudomonas 2004/5

—— 2000 Linezolid

LI

—— 2003 Daptomycin

Ceftriaxone-R Neisseria gonorrhoeae 2009

PDR-Enterobacteriaceae —— 2010 Ceftaroline

N

Ceftaroline-R Staphylococcus 2011

PDR = pan-drug-resistant; R = resistant; XDR = extensively drug-resistant

Dates are based upon early reports of resistance in the literature.
In the case of pan-drug-resistant Acinetobacter and Pseudomonas,
the date is based upon reports of health care transmission or
outbreaks. Note: penicillin was in limited use prior to widespread
population usage in 1943.

Figure 1. Chronologie de I’apparition de la résistance aux antibiotiques (Ventola 2015)

A I'échelle planétaire, la résistance aux antibiotiques est reconnue comme un probléme sanitaire
majeur pour l'agriculture, la santé humaine et animale. Elle fait I'objet d’un plan mondial de lutte
depuis 2015 par I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) puisqu’elle menace notre capacité a soigner
les maladies infectieuses courantes (OMS 2016) ; des maladies qui étaient faciles a traiter redeviennent
a nouveaux mortelles avec I'émergence de bactéries pathogenes multi-résistantes. Selon les
projections de Jim O’Neill (2014), si aucune stratégie de lutte contre la résistance aux antimicrobiens
n’est mise en place, dix millions de personnes pourraient mourir d’infections bénignes incurables en
2050, ce qui en ferait la premiére cause de mortalité a travers le monde avant le cancer (8,2 millions

de déces) (O’Neill 2014).
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Au sens strict, les bactéries multi-résistantes (BMR) sont des bactéries qui présentent une résistance
a au moins un agent de chaque classe d’antibiotique dans trois classes d’antibiotiques différentes
(Magiorakos, Srinivasan et al. 2012). La premiére détection de la majorité des BMR, ou des génes de
résistance aux antibiotiques émergents, a eu lieu en milieu hospitalier puis en communauté chez
I’'homme. Ceci pourrait indiquer chez ’homme une diffusion progressive des BMR avec comme point
de départ leur émergence en milieu hospitalier (Mirelis, Navarro et al. 2003, Munday, Whitehead et al.
2004). Cela a été le cas pour le Staphylococcus aureus résistant a la méticilline (SARM) en 1961 en
Angleterre (Jevons 1961), les Entérobactéries productrices de béta-lactamases a spectre étendu
(EBLSE) en 1983 en Allemagne (Knothe, Shah et al. 1983) ou les Entérobactéries productrices de
carbapénémases (EPC) avec le géne blanpm-1 €n 2008 chez un patient suisse ayant été hospitalisé en

Inde (Yong, Toleman et al. 2009).

Quant au plasmide portant la résistance a la colistine, avec le géne mcr-1, il a été identifié pour la
premiere fois dans des prélévements de porcs de 2012 avant d’étre détecté chez ’lhomme (Liu, Wang
et al. 2016). La premiére identification des mémes BMR chez les animaux a souvent eu lieu plus
tardivement (par exemple les SARM causant des mammites chez les vaches dans les années 70 en
Belgique (Aires-de-Sousa 2017); EBLSE chez un chien en 1988 au Japon (Matsumoto, lkeda et al.
1988)). Cette détection de BMR plus tardive chez I’animal pourrait traduire un biais de surveillance

puisque davantage de ressources sont allouées aux analyses microbiologiques en santé humaine.

L'émergence de nouvelles BMR et de génes de résistances aux antibiotiques semble avoir comme
origine des environnements sous pression antibiotique forte tels que les hopitaux et les élevages. Ainsi,
des isolats de Salmonella enterica sérovar Thyphimurium présentant des résistances a I'ampicilline,
dues a la présence du gene blarem1, datant d’'une période antérieure a la mise sur le marché de
I'antibiotique (1961) questionnent une origine animale de la résistance (cette espéce bactérienne est
connue pour coloniser les animaux d’élevage) (Tran-Dien, Le Hello et al. 2018). En effet, I'usage de
pénicilline G comme additif alimentaire chez les animaux d’élevage des la fin des années 50 pourrait
avoir favorisé la transmission de la résistance a I'ampicilline avant d’étre transmis a 'homme par voie

alimentaire (Tran-Dien, Le Hello et al. 2018).
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La Commission de I'océan Indien (COI) est une organisation inter-gouvernementale qui regroupe les
territoires de Madagascar (pays a faible revenu), Maurice (pays a revenu intermédiaire), I'Union des
Comores (pays a faible revenu), La Réunion (pays a revenu élevé, France) et Les Seychelles (pays a
revenu élevé) (figure 2). L'un des objectifs de la COI est de renforcer la surveillance épidémiologique
et la veille sanitaire pour ces territoires insulaires vulnérables aux émergences de maladies infectieuses
(Renault, Solet et al. 2007). Des 2015, la résistance aux antibiotiques a été reconnue comme une

priorité de santé publique pour les territoires de la COI (COI 2015).

i s

# Seychelles B2

Comores

. Madagascar W
.

. Maurice ===

.
Réunion [France 1B O

Figure 2. Territoires réunis au sein de la Commission de I’océan Indien

(source : www.habarizacomores.com)

Dans cette thése les territoires de la COl et de Mayotte (archipel des Comores) sont regroupés sous la

dénomination Sud-Ouest de I'Océan Indien (SOOI) (plus de détails partie 1).

A ce jour, aucun systeme de surveillance épidémiologique des BMR commun a I'’ensemble des
territoires de la COI n’est opérationnel (COI 2015), ni au sein de chaque territoire (hormis La Réunion

en milieu hospitalier). Ceci ne permet pas d’avoir une vision claire :

i) des niveaux de contamination par les BMR des différents secteurs (élevage, environnement,

homme) ;

ii) des caractéristiques épidémiologiques des groupes d’individus a risque d’infection et/ou de

colonisation par des BMR ;
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iii) de la distribution de ces résistances aux antibiotiques dans I'espace et le temps.

Dés les années 1970, le concept de « One medicine » apparait comme la reconnaissance des
interactions étroites entre 'homme et les animaux favorables a la nutrition, la cohabitation et la santé
de tous (Schwabe 1969). Ce concept a évolué avec la nécessité d’une gestion des risques de
propagation d’agents infectieux zoonotiques due aux interactions entre les trois réservoirs : homme,
animal et environnement. Ceci nécessitant la mutualisation des moyens pour la détection et la gestion

des risques en santé publique et vétérinaire (Kahn 2006).

Le concept « One Health » a été mis concrétement en application en 2008 pour réduire les risques de
maladies infectieuses a I'interface animal-homme-écosysteme faisant suite a la pandémie d’Influenza
aviaire hautement pathogéne (émergence 2003, Chine) (FAO 2008). Depuis 2016, la tripartite (Food
and Agriculture Organisation (FAO) /OMS/ Organisme mondial de la santé animale (OIE)) reconnait le
concept « One Health » comme fondamental pour lutter contre la propagation de la résistance
bactérienne aux antibiotiques dans les trois compartiments : homme, animal et environnement (FAO

2016).

Trois points clés sur la résistance aux antibiotiques :

e La résistance aux antibiotiques est un phénomene naturel qui existait avant la découverte des
antibiotiques modernes.
e L'usage massif d’antibiotiques suite a leur commercialisation a favorisé la sélection des bactéries

résistantes dont certaines pathogenes (induisant des maladies).

e Les BMR conduisent a des échecs thérapeutiques.

22



« Les bactéries résistantes aux antibiotiques émergent aussi bien chez ’homme, les animaux
ou I’environnement et peuvent se propager de I’'un a I’autre, mais aussi d’un pays a l’autre. La
résistance bactérienne aux antibiotiques ne connait ni frontiéres géographiques, ni barriere

d’especes »

https://www.who.int/foodsafety/areas work/antimicrobial-resistance/tripartite/en/

Les objectifs de la these

L’'objectif général de ce travail de thése était d’identifier, parmi les trois compartiments du concept
« One Heath » (I’'homme, I'animal et I'environnement), le principal réservoir d’Entérobactéries

productrices de béta-lactamases a spectre étendu (EBLSE) dans le SOOI.
Plus spécifiquement les objectifs suivants ont été traités :

En premiére partie, une revue de la littérature des données disponibles a été réalisée pour identifier
les tendances épidémiologiques de la résistance bactérienne aux antibiotiques chez I’'homme et

I’animal dans le SOOI (chapitre 1).

Les EBLSE ayant été identifiées comme une priorité de santé publique et de santé vétérinaire par cet
état de I’art, une revue bibliographique plus spécifique visait a les décrire biologiquement, définir leurs

mécanismes de résistance aux antibiotiques et les clés de leur succés de propagation (chapitre 2).

En seconde partie, une attention particuliere a été portée sur I’estimation de la prévalence d’EBLSE
dans les trois compartiments de I'approche « One Health » et I'identification des déterminants de cette

prévalence dans le SOOI.

Les compartiments ont été appréhendés de maniére indépendante.

e Pour étudier la prévalence de colonisation par les EBLSE du compartiment humain : depuis 2015

au Centre Hospitalier-Universitaire (CHU) Félix Guyon (La Réunion) un dépistage systématique de

la colonisation par les BMR est effectué en routine pour I'ensemble des patients arrivant de
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I’étranger. Une cartographie de la prévalence de colonisation par les BMR chez les patients résidant

dans les territoires du SOOI a été proposée a partir de ces données (chapitre 3).

e Pour étudier la prévalence inter-élevage d’EBLSE dans les élevages intensifs : une étude
transversale menée en 2016-2017 a permis d’estimer le pourcentage d’élevages intensifs
contaminés par les EBLSE dans les filieres porcs, volailles de chair et de bovins a viande a La
Réunion, Mayotte et Madagascar. Des déterminants de la prévalence inter-élevage d’EBLSE par

territoire et filiere d’élevage ont été identifiés (chapitre 4).

e Pour étudier la distribution des EBLSE dans I'environnement: les zones géographiques

potentiellement contaminées par les EBLSE a La Réunion ont été identifiées en utilisant les rats

(Rattus rattus et Rattus norvegicus) comme bio-indicateurs (chapitre 5).

En troisieme partie, une approche holistique combinant simultanément les trois compartiments a

permis, dans un premier temps, d’identifier les déterminants de la colonisation par les EBLSE du
compartiment humain en communauté a Madagascar. Dans un second temps, cette étude transversale
visait a estimer la prévalence de colonisation et de contamination par les EBLSE des trois
compartiments de I'approche One Health (figure 3), connectés spatialement et temporellement, dans

la commune d’Andoharanofotsy en 2018.

Des hypothéses de transmission d’EBLSE entre compartiments ont été inférées dans un pays en

développement (chapitre 6).

L’ensemble des résultats obtenus ont été synthétisés dans la discussion générale du manuscrit et des

perspectives a ce travail de thése suggérées.
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Figure 3. Représentation schématique de I’approche One Health intégrant la santé des
hommes, des animaux et des écosystémes
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Chapitre 1 - Les bactéries multi-résistantes dans la zone du Sud-Ouest de I'océan Indien

Partie 1 : Contexte et état de I’art

Chapitre 1. Les bactéries multi-résistantes dans la zone du Sud-Ouest de
I’océan Indien : lesquelles surveiller, chez quels hotes réservoirs et dans quels

territoires ? Une revue de la littérature

A La Réunion la situation épidémiologique des BMR en milieu hospitalier est suivie au travers d’un
réseau national de prévention des infections associées aux soins mis en place depuis 2008 (CPIAS-
Reunion 2016). Aucune synthése des connaissances sur la situation épidémiologique des BMR dans les

autres territoires de I'océan Indien n’avait été réalisée auparavant.

Ce constat a conduit a rassembler les documents publiés sur la résistance bactérienne aux antibiotiques
pour le SOOI avec l'objectif général de déterminer quelles étaient les BMR les plus identifiées dans
chaque territoire, leurs niveaux de prévalence (pourcentage de cas porteur/infecté par une BMR pour
une population cible) et/ou les niveaux de résistance aux antibiotiques observés chez les espéces
bactériennes isolées (nombre de bactéries résistantes a un antibiotique donné sur le nombre de

bactéries de la méme espeéce testés pour ce méme antibiotique).
Les objectifs spécifiques de cette revue visaient a répondre aux interrogations suivantes :

- Quelles sont les especes bactériennes présentant les niveaux de résistance les plus élevés pour un

panel d’antibiotiques (profils phénotypiques et génes de résistances) dans les territoires du SOOI ?
- Quels sont les territoires les plus affectés par ces BMR ?
- Quels sont les hotes (especes vertébrées) les plus colonisés ou infectés par des BMR ?

- Pouvons-nous dégager des priorités de recherche et des recommandations relatives a la surveillance

épidémiologique et au contrdle des BMR pour le SOOI ?

Ce travail a été réalisé pour les territoires de la COI et le territoire de Mayotte.
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Pourquoi avoir inclus Mayotte dans ce travail ?

Mayotte est un département francgais d’outre-mer qui se situe

géographiquement dans I’'Union des Comores (figure 4).

L’'Union des Comores, colonisée par la France jusqu’ a 1974, est composée de
plusieurs fles. Seule Mayotte a souhaité rester frangaise lors des référendums
de 1974 et 1976. En conséquence I'lle possede des infrastructures médicales
d’un standard francais et donc européen, ce qui n’est pas le cas de I'Union des
Comores (pays a faible revenu). Néanmoins, I'lle de Mayotte n’est pas
reconnue par la communauté internationale et ne fait donc pas officiellement

partie de la COI.

Au vu de sa proximité géographique avec I’'Union des Comores, des échanges
de voyageurs, de patients et de denrées avec les autres territoires du SOOI et
des spécificités sanitaires propres a cette ile, il était approprié de I'inclure dans

cette analyse en tant qu’unité géographique indépendante.

Union des Comores

q‘k Anjouan }

oAl
Mohéli

Grande Comore

3 Mayotte

0 125 25 50 Kilometers

Figure 4. L’Union des Comores et Mayotte

Les résultats de ce travail ont été publiés dans la revue Frontiers in Public Health en 2017.
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Abstract

Antimicrobial Resistance (AMR) is a major threat to human, animal health and environment
worldwide. For human, transmission occurred through a variety of routes both in health care settings and
community. In animals, AMR was reported in livestock, pets and wildlife; transmission of AMR can be
zoonotic with the probably most important route being food-borne transmission. The Indian Ocean
Commission (I0C), composed of Comoros, Madagascar, Mauritius, Reunion (France) and Seychelles
recognized the surveillance of AMR in both animal and human as a main public health priority for
the region. Mayotte, French overseas territory, located in Comoros archipelago, was also included

in this review.

This review summarized our best epidemiological knowledge regarding AMR in Indian Ocean. We
documented the prevalence, phenotypic and genotypic profiles of prone to resistance Gram-positive
and Gram-negative bacteria both in animals and humans. Our review clearly pointed out Extended-
Spectrum B-Lactamase and Carbapenemase producing Enterobacteriaceae as main human and animal
health issue in I0C. However, publications on AMR are scarce, particularly in Comoros, Mayotte and
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Seychelles. Thus, research and surveillance priorities were recommended i) estimating the volume of
antimicrobial drugs used in livestock and human medicine in the different territories (mainly Third
Generation Cephalosporin (3GC); ii) developing a “One Health” surveillance approach with
epidemiological indicators as zoonotic foodborne pathogen (i.e. couple Escherichia Coli-resistance to
3GC/ Carbapenems); iii) screening travelers with a history of hospitalization and consumption of
antibiotic drug returning from at risk areas (e.g. mcr-1 transmission with China or hajj pilgrims) allowing

an early warning detection of the emergence for quick control measures implementation in IOC.

Keywords

Indian Ocean, Epidemiology, Antimicrobial resistance, One Health, Prevalence, Surveillance, Zoonosis

Introduction

Increasing global Antimicrobial Resistance (AMR) is a major threat to human and animal
endangering decades of improvements in health care outcomes. It endangers modern human

and veterinary medicine and undermines food safety (FAO, 2016).

In humans, the global burden of AMR is longer duration of iliness, higher lethality, increasing costs
of treatment, and inability to cure infected patient (Laxminarayan et al., 2013). In animals, antibiotic
drugs use in terrestrial and aquatic animals maintains food safety, animal welfare, and protect

livelihoods (Pagel and Gautier, 2012).

Transmission of AMR to human can be zoonotic taking place through a variety of routes where the
food-borne route is probably the most important (Wegener, 2012). Direct transmission also occurs

for specific bacteria species (e.g. methicillin-resistant Staphylococcus aureus).

The Indian Ocean Commission (IOC) is composed of five countries: Comoros, Madagascar, Mauritius,
Reunion (France) and Seychelles. Mayotte, French overseas territory located in Comoros archipelago
was also included in the study. In 2015, the 10C identified AMR surveillance in both animal and
human as a main priority for territories (COI, 2015). However, AMR burden is not well evaluated but

epidemiological trends in 10C should be identified.

Our systematic review objective was summarizing epidemiological knowledge and trends of AMR in
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prone-to-multidrug resistance bacteria species (Magiorakos et al., 2012), faecal-oral and foodborne
bacteria in human and animals in I0C. We documented the prevalence, phenotypic and genotypic
profiles of resistance of the selected bacteria in i) Gram-positive and ii) Gram-negative bacteria.

Material and methods

The study performed from January to March 2017 included articles and conference abstracts published
from 1990 to December 2016. Bacteria species included in the different searches were those prone to
develop multidrug resistance as defined by Magiorakos et al. (2012) (i.e. Staphylococcus
aureus, Enterococcus spp., Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter spp. and the genus
Enterobacteriaceae), faecal-oral and foodborne bacterial species (Salmonella spp., Campylobacter spp.
and Shigella spp.). We used available articles obtained through match searches using Google Scholar

(http://scholar.google.com), PubMed (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) and Web of

Knowledge (http://apps.webofknowledge.com/). Relevant information was obtained for phenotypic

and genotypic profiles of resistance in selected bacteria using its name combined with related terms
(resistance, antimicrobial, antibiotic, Comoros, Seychelles, Reunion Island, Madagascar, Mayotte,
Indian Ocean, epidemiology). Included publications were those documenting the prevalence,

phenotypic and genotypic profiles of resistances of selected bacteria, others were excluded.

Results and discussion

A total of 42 articles were considered relevant for the review.

a. Gram-positive bacteria

Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus is one of the most common causes of nosocomial and community infections
(von Eiff et al., 2001). Since 1960s, methicillin-resistant S. aureus (MRSA) were isolated (McCaig et al.,

2006) and became a major nosocomial pathogen (Mulligan et al., 1993).

In Madagascar, MRSA was increasing from 2001 to 2014 as observed in table 1 with rising rate of
resistance to oxacillin and cefoxitin. MRSA nasal carriage in community was observed with a prevalence
of 14.8% in 2011 (Rasamiravaka et al., 2013, 2016). Overall resistances were higher for widely available
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drugs (Randrianirina et al., 2007a). Moreover, 9.0% of veterinary students were asymptomatic MRSA
carriers (Rasamiravaka et al., 2016). Increasing rate of resistance to gentamicin (42.9%) and
vancomycin (7.1%) was observed in MRSA isolates (Rasamiravaka et al., 2016). Nonetheless,
vancomycin and tigecycline are the last drugs demonstrating therapeutic efficacy for MRSA and are
compromised by the reduced susceptibility inS. aureus (Hu et al., 2016). Phenotypic resistance
observed in Madagascar was of concern (Rasamiravaka et al., 2016), confirmation by a antimicrobial

reference laboratory for genotyping should be considered.

In Mauritius, in May 2010, among all S. aureus isolated in hospitalized patients’ infections 37.8% were
MRSA (Issack et al., 2011) and 39% were MRSA in July 2014 (Issack, 2016a). All S. aureus tested were

susceptible to vancomycin (Issack et al., 2011; Issack, 2016a).

In Reunion, MRSA increased from 16.0% in 1997 to 23.0% in 2000 and decreased to less than 15.0% in
2006/07 (Belmonte et al., 2008). S. aureus rate of resistance to all antibiotic drugs decreased from 1997
to 2007, with the exception of the fusidic acid (16.0% in 2007). Since 1998, S. aureus susceptibility
profile changed tending to be more resistant to aminoglycosides and quinolones (Belmonte et al.,

2008).

In the other territories, literature remains absent and no publication was found regarding prevalence

and antibiotic resistance profiles of S. aureus in humans, livestock and pets.

MRSA epidemiological trends should be better addressed in Comoros, Mayotte, Reunion and
Seychelles. Rates of resistances for widely available oral agents observed in Madagascar could point
out a drug overuse in this territory as well as in Mauritius.

Burden of MRSA in livestock and pets should be addressed particularly as they can directly contaminate
veterinary, breeders or other animals (Moodley et al., 2008).

Enterococcus spp.

Enterococcus spp. are opportunistic bacteria often involved in nosocomial infections, mainly urinary
tract infections, endocarditis, wounds and bacteremia (Murray, 2000). Discovered end of 1980’s
(Woodford et al., 1995), vancomycin-resistant enterococci (VRE) represents a major problem in

healthcare settings worldwide.
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In Madagascar, in 2006-2008, rate of resistance to vancomycin in Enterococcus spp. was 3.3% and was
high for lincomycin (90.0%) (Randrianirina et al., 2010). In 2011-2013, one E. faecalis resistant to

vancomycin (5.6%) was isolated during an uropathogenic survey (Rasamiravaka et al., 2015).

In Mauritius, in May 2010 and July 2014, all Enterococcus spp. isolated in hospitalized patients were

susceptible to vancomycin (Issack et al., 2011; Issack, 2016a).

In Reunion, Picot et al. (2010) did not detect any VRE in 2005 (Picot et al., 2010). In other territories,

no publication was found for both humans and animals.

Thus, epidemiological situation of VRE is not clear in I0C but doesn’t seem being a main issue both in
animals and humans. Identifying drug uses in livestock remains necessary as glycopeptide (e.g
avoparcin) use in livestock was correlated with VRE incidence in human populations (van den Bogaard

and Stobberingh, 2000).

b. Gram-negative bacteria

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic pathogen causing nosocomial infections (Zhanel et al.,

2010). Some strains have been found to be resistant to nearly all antibiotics (Ventola, 2015).

In Madagascar, in 2006-2008, P. aeruginosa isolates showed a moderate resistance to penicillin
(piperacillin 12.8% and ticarcillin 31.9%) but were susceptible to ceftazidime and imipenem

(Randrianirina et al., 2010).

In Mauritius, in May 2010, P. aeruginosa isolated in hospitalized patients showed high rate of resistance
to antibiotic tested with 51.5% to aminoglycosides (52% gentamicin and 51% amikacin), 47% for
ceftazidime, 73% for ciprofloxacin and 40% for meropenem (Issack et al., 2011). In July 2014, a similar
survey pointed a decrease of all resistance tested (42% for gentamicin, 29% for amikacin, 30% for

ceftazidime, 47% for ciprofloxacin and 27% for meropenem) (Issack, 2016a)

In Reunion, rates of resistance to imipenem increased from 1997 to 2005 (5.9% to 6.1%) (Picot et al.,
2010). Outbreaks of P. aeruginosa were reported in a neonatal care unit (Gérardin et al., 2006; Naze et

al., 2010) but susceptibility testing of strain was not performed. In Reunion, between 2010-2012, OXA-
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221 was identified in P. aeruginosa associated with B-lactamases and carbapenemase
production (Jeannot et al., 2012). The Extended-spectrum B-lactamase OXA-145 was describe in 2011

in P. aeruginosa and conferred resistance to 3GC and monolactams (Hocquet et al., 2011).

Trends regarding P. aeruginosa in 10C are not clear but acquisition of new gene of resistance to -
lactams is of concern. Rate of resistance to carbapenems identified in Mauritius are high even if
decreasing. Identifying its burden in nosocomial infection is needed as well as aminoglycoside
resistance. Recommended treatment for pseudomonas infection usually includes B-lactams and

aminoglycosides.

Acinetobacter spp.

Acinetobacter baumannii is a troublesome pathogens for health care institutions, its ability to acquire

resistance determinants, is making it threatening the current antibiotic era (Peleg et al., 2008).

In Madagascar, in 2006-2008, a prevalence of A. baumannii of 8.8% was identified in infections
diagnosed at hospital, the resistance to ceftazidime (62.0%) and imipenem was high (45.7%)
(Randrianirina et al., 2010). Among strains collected between 2006-2009 92.5% were resistant to
imipenem and 94.3% to ceftazidime (Andriamanantena et al., 2010). No resistance to carbapenems
was reported among ten uropathogenic isolates in community (2011-2013) (Rasamiravaka et al., 2015)
but this restricted sample could not reflect the epidemiological situation. The dissemination of
multidrug-resistant OXA-23-producing A. baumannii in hospitals of Antananarivo (Andriamanantena et
al., 2010) could emphasize issues regarding failures of infection control in hospitals (Randrianirina et

al., 2010).

In Mauritius, in May 2010, Acinetobacter spp. isolated in hospitalized patients showed high rate of
resistance to antibiotic tested with 86% for gentamicin and 50% for amikacin (both aminoglycosides),
95% for cefotaxime, 85% for ciprofloxacin and 68% for Meropenem (Issack et al., 2011). In July 2014, a
similar survey pointed a decreasing rate of resistance for gentamicin, cefotaxime and ciprofloxacin
(respectively 79%, 94% and 82%) and increasing for amikacin (58%) and meropenem (74%) (Issack,

2016a).
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In Reunion, from 1997-2005, A. baumannii rate of resistance decreased to all antibiotic tested (e.g.
ceftazidime (74.3% to 68.1%), imipenem (12.9% to 8.3%), and ciprofloxacin (72.9% to 59.7%) (Picot et
al., 2010). In 2006, an outbreak of multi-resistant A. baumannii phenotype 5 occurred at the hospital,
strains were resistant to all B-lactams (Belmonte et al., 2010). A wide variety of A. baumannii sequence
types was identified at the hospital and could be related to community-acquired infections; one isolate

carrying the blaoxa-23” gene was identified (Pailhories et al., 2015).

In Comoros, the blaoxa-23” gene in A. baumannii was identified in 2011 (Bonnin et al., 2013).

Pets can be reservoir of A. baumannii (Belmonte et al., 2014). In Reunion the prevalence in pets was
8.5% but no isolates were resistant to carbapenems (Pailhoriés et al., 2015). In cattle, the first case of

OXA-24 producing A. baumannii was recently identified (Pailhoriés et al., 2016).

Resistance to carbapenems in A. baumannii was observed in Comoros, Madagascar, Reunion and
Mauritius. It is of concern for I0C as A. baumannii have an affinity with vulnerable patients (Gootz and
Marra, 2008). Producing-carbapenemase A. baumannii, with the dissemination of OXA-23 enzymes,
should be thoroughly monitored, keeping in mind the possible clonal spread of multi-resistant strains

in hospital, community and pets.

Enterobacteriaceae

B-lactamases production are the primary cause of resistance among members of the family
Enterobacteriaceae. In recent years, B-Lactamases have extensively diversified in response to clinical

use of B-Lactams (Liakopoulos et al., 2016).

i) Extended-Spectrum B-Lactamase-Producing Enterobacteriaceae (ESBLE)

ESBLE confer resistance to B-lactam antibiotics except cephamycins and carbapenems and are inhibited

by clavulanic acid (Kliebe et al., 1985).

ESBLE was first isolated in Madagascar between 2004-2006 in urinary tract infections (Randrianirina et
al., 2007b) as observed in table 2. High fecal carriage of ESBLE was identified in both hospital and
community with prevalence of 21.3% in two hospitals from 2006-2008 (Randrianirina et al., 2010),

21.2% in a pediatric hospital in 2008 (Andriatahina et al., 2010) and 10.1% in community in 2009
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(Herindrainy et al., 2011). Between 2013 and 2014, 18.5% of rectal colonization was estimated among
pregnant women at delivery (Chereau et al.,, 2015). Another study (2015) pointed out 7.1% of
Enterobacteriaceae nasal carriage resistance to Third Generation Cephalosporin (3GC) in patients at
admission (Micheel et al., 2015). A study conducted from 2012 to 2013 pointed out the burden of ESBLE
in early neonatal infection (12.9%); infections were treated with expanded spectrum cephalosporins
due to the lack of carbapenems, and resulted in a high lethality (45 %) (Naas et al., 2016). In
Madagascar, ESBLE mostly belong to the CTX-M-15 type (Rakotonirina et al., 2013; Naas et al., 2016),

widely distributed worldwide (Coque et al., 2008).

In Mauritius, in 2005, rate of resistance to 3GC in Enterobacteriaceae from urine of patients with
presumed community-acquired infection was about 9.0% for cefotaxime and 14.7% for cefixime (table
2). Isolates also showed high rates of resistance to fluoroquinolones (26.4% to ciprofloxacin) (Issack et
al., 2007). Between 2010 and 2014, an increase of resistance in Enterobacteriaceae isolated in
hospitalized patients was observed (46.7% to 50.7% for cefotaxime and 39.2% to 56.1% for

ciprofloxacin) (Issack et al., 2011; Issack, 2016a).

In Reunion, prevalence of ESBLE was increasing at hospital with 2.0% in 1997 and 5.8% in 2007
(Belmonte et al., 2010). Broad-spectrum antibiotics use in hospitals was likely correlated with this
evolution (Belmonte et al., 2010). In 2013, main ESBLE involved in infections where Klebsiella
pneumoniae (38.0%), Escherichia coli (37.0%) and Enterobacter cloacae (24.0%) with 75.0% of the CTX-

M-15 type (Robin et al., 2014).

A prevalence of 14.5% ESBLE was estimated among dogs and cats from veterinary clinics of Reunion

Island (Belmonte et al., 2013).

In livestock from Comoros, Madagascar, Mauritius and Mayotte, overall 22.7% of livestock sampled
were ESBLE carriers. The highest prevalence was observed among pigs (42.0%) and poultry (26%); Main
contaminated farms were located in Madagascar (40.5%), Mayotte (26.9%) followed by Mauritius

(13.5%) and Comoros (6.7%) (Miltgen et al., 2014).
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No publication was found for Seychelles but prevalence of ESBLE (mainly represented by E. coli, K.
pneumoniae and E. cloacae) in I0C seems increasing both in humans and animals. Broad-spectrum

antibiotics overuse is likely correlated with this evolution (Belmonte et al., 2010).

ii) Carbapenemase producing Enterobacteriaceae (CPE)

In Madagascar first CPE was reported in a community survey of uropathogens implemented in 2011-
2013 (Rasamiravaka et al., 2015). Imipenem rate of resistance was 40.0% for K. pneumoniae, 15.0% for
E. cloacae and 2.3% for E. coli (Rasamiravaka et al., 2015). The reduced sample size for this study could

not reflect global resistances patterns.

In Mauritius, rate of resistance to meropenem in Enterobacteriacae increased from 0.51% in 2010 to

5.32% in 2014 among hospitalized patients (Issack et al., 2011; Issack, 2016a).

In Reunion, in 2007, resistance to imipenem in Enterobactericeae was low (1 to 2 cases by year)

(Belmonte et al., 2008).

First detection of New Delhi Methallo-B-Lactamase-1 (NDM-1) gene in K. pneumoniae in 10C occurred
in a Mauritius patient in 2009 (Poirel et al., 2012), in 2011 in Reunion (Cabanes et al., 2012), in 2013-

2014 in Madagascar (Chereau et al., 2015).

In Mayotte, an outbreak of CPE involving E. cloacae of IMI-1 type occurred at the hospital (Miltgen al.,
2016). First investigations tend to highlight a community source of contamination but further

investigations should confirm it (Miltgen et al., 2016).

In animal, no publication was found regarding CPE.

CPE are endangering the ability to cure infectious diseases. NDM-1 fast propagation in 10C is pointing
the need of AMR surveillance and alert system. Mauritius seems particularly affected by CPE, their
spread could constitute an issue for other territories as few therapeutic alternatives are available to

treat infected patients.

iii) Foodborne and faecal-oral origin Enterobacteriaceae

1. Non-typhoidal Salmonella spp.
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Salmonella is a major foodborne pathogen found worldwide. Most human salmonellosis is associated

with eating contaminated raw or undercooked chicken, eggs, pork and contaminated water.

In Madagascar, in 2008-2009, Salmonella spp. rate of resistance in community-children was low for
3GC(1.2% for ceftazidime and cefotaxime), absent for quinolones and moderated for ampicillin (35.7%)

and ticarcillin (35.7%) (Randrianirina et al., 2014).

In Mauritius, in 2009, Salmonella enterica serovar Enteritidis was isolated in humans without resistance
identified for all antibiotic tested; transmission by chicken consumption was suspected (Issack et al.,
2014). In 2014, Salmonella spp. isolated in stools of patients with gastroenteritis were all sensitive to
Ampicillin and Ciprofloxacin and presented low resistance to Trimethoprim-sulfamethoxazole (2%) and

Nalidixic Acid (1%) (Issack, 2016b).

In Reunion, between 2007-2009, rates of resistance among Salmonella spp. isolated in broiler chicken
flocks were of 38.3% to streptomycin, 31.8% to tetracycline and 16.8% to ampicillin (Henry et al., 2013)
but no resistance to 3GC was identified. S. Hadar displayed reduced susceptibility to fluoroquinolones
(80.8% to enrofloxacin) (Henry et al., 2013).

In Comoros, no resistance in Salmonella spp. was identified between 1987-1988 (Petat et al., 1990).
Publications regarding AMR among Salmonella spp. are scarce in IOC. Resistances to quinolones in

Salmonella spp. seems appearing in Reunion, probably do to its overuse, but not in Mauritius.

2. Campylobacter spp.

Campylobacter spp. can cause both gastroenteritis and extra-intestinal disease. C. jejuni and C. coli are
the most often isolated from patients with diarrhea as confirmed in Madagascar in 2010-2012 (70.1%
and 23.6% respectively) (Randremanana et al., 2014). Main infection source in humans is undercooked
chicken, raw or unpasteurized milk, and cross-contamination from the environment (Humphrey et al.,

2007).

In Madagascar, rate of resistance in Campylobacter spp. was moderate in community children in 2008-

2009, with overall resistance of 24.8% for amoxicillin, 2.2% for ciprofloxacin, 1.8% for erythromycin
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and 1.1% for tetracycline (Randrianirina et al., 2014). Rate of resistance was higher for C. coli

(Randrianirina et al., 2014).

In animals, Campylobacter spp. collected in 2005-2006 from chicken neck-skin in Madagascar
presented 35.8% of resistance to ampicillin, 18.3% to erythromycin, 5.5% to ciprofloxacin and 3.7% to

nalidixic acid (Garin et al., 2012).

In Mauritius, in 2014, Campylobacter spp. isolated in gastroenteritis cases presented high resistance to
Quinolones with 51% of resistance to ciprofloxacin and 4% to erythromycin (Issack, 2016b). High
quinolone resistance in Campylobacter spp. is probably due to antibiotic overuse in veterinary

medicine (Issack, 2016b).

Publications regarding AMR among Campylobacter spp. are scarce in IOC particularly in animals.
Resistance to quinolones in Mauritius could be due to its overuse in poultry industry (Issack, 2016b).

3. Shigella spp.

Shigella spp. is responsible for dysentery predominating in developing countries (Kahsay and

Muthupandian, 2016).

In Madagascar, in 1988-1989, resistances in S. dysenteriae started being observed (Cassel-Béraud et
al., 1990). In 2008-2009, rate of resistance in community children were high for widely used drugs (e.g.
79.9% for trimethoprim-sulfamethoxazole, 62.8% for amoxicillin, 62.2% for ticarcillin) but no resistance

for ciprofloxacin was reported (Randrianirina et al., 2014).

In Comoros, Shigella spp. isolated between 1987-1988 did not exhibit significant resistances (Petat et

al., 1990).

Few up-to-date publications regarding AMR in Shigella spp. were found.

Perspectives

One main challenge regarding this review was the data collection and comparison of AMR patterns
between territories in the diversity of study designs (diagnosis isolates vs. systematic detection),

antibiogram panels, over different periods of time and targeting various bacteria species. Thus, results
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should be interpreted with caution but this attempt of review was not performed before and confirmed
that AMR is threatening I0C. Main issue identified for |IOC was ESBL and CPE which is in agreement

with their increase worldwide over the past decade (Cantén et al., 2012).

Literature was limited in Comoros, Mayotte and Seychelles confirming needs to develop AMR
surveillance and research in these territories and scarce for bacterial species: Enterococcus spp.,

Pseudomonas aeruginosa, Salmonella spp., Campylobacter spp. and Shigella spp.

In 10C, the SEGA-One Health network was created in 2009 with the objective of monitoring outbreak-
prone infections (Solet et al., 2014). It aims to develop a surveillance of AMR in human and animals but
disparity of resources between territories and between animal and human health could be a brake in

the establishment of such a system.

Thus, priorities should be established:

i) A direct relationship between antibiotic consumption, emergence and dissemination of AMR was
demonstrated (The antibiotic alarm, 2013). Estimating the volume of antimicrobial drugs used, types
and access (e.g. over-the-counter) is an essential step for IOC. The overuse of 3GC could have driven to
selection pressures on bacterial community in both animals and humans observed (i.e. ESBLE and CPE
in hospitals with carbapenems use). Drugs monitoring could help predicting risks of emergence in
territories (Van Boeckel et al., 2015). Research on drug uses and habits in community, by practitioners

and in livestock should be explored to adapt control measures.

i) Integrated AMR One health approach including human, animal and environment in both surveillance
and research is clearly needed (e.g. MRSA in veterinarians, A. baumannii in pets, humans and livestock,
ESBLE in livestock and humans). Using standardized indicators (antibiotic drugs-bacteria species
couple) for surveillance of AMR patterns across health care settings, countries and host species is
essential. One relevant epidemiological indicator, for both animal and human, could be E. Coli AMR,
particularly 3GC and carbapenems. Surveillance should be accompanied by further investigations
regarding genetic support of resistance between hosts for source of contamination and dynamics of

propagation between reservoirs identification (human, animal and environment).

40



Chapitre 1 - Les bactéries multi-résistantes dans la zone du Sud-Ouest de I'océan Indien

iii) Spread of NDM-1-Producing Enterobacteriaceae in I0C confirms needs for strengthening the early
warning surveillance system of AMR emergences. The region is connected to hotspots of AMR as Asia
(12.0% of traffic) characterized by high AMR prevalence in community (e.g. ESBL in China (Quan et al.,
2017), important antibiotic consumption (Van Boeckel et al., 2014), and emergence of new AMR
profiles (e.g. NDM-1, mcr-1) (Liu et al., 2016)). Screening of travelers, returning from at risk AMR areas,
with a history of hospitalization and consumption of antibiotic drugs abroad has been recently
proposed (Armand-Lefevre et al., 2017) and could be relevant for an early emergence detection.
However, screening is costly, thus, initiating reflection regarding pooling laboratory resources is

essential.

Our article is the first attempt summarizing knowledge regarding AMR in both animal and human
health sectors in IOC. This review clearly points out research and surveillance gaps and constitutes a

tool for future activities to lead.
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Table 1. Evolution of antibiot

ission

Ocean Comm

Country

Madagascar

Madagascar

Madagascar

Madagascar

Madagascar

Madagascar

Madagascar

Population

Com

Hosp

Hosp

Hosp

Hosp

Com
(veterinarian)

Com
(veterinarian)

Hosp

Year

2001-2005

2001-2005

2007

2010

2010

2011

2011-2013

2013-2014

2013-2014

2014

Study design
Laboratory
surveillance

Laboratory
surveillance

Laboratory
surveillance

Laboratory
surveillance

Laboratory
surveillance

Cross-sectional
study

Laboratory
surveillance

Cross-sectional
study

Cross-sectional
study

Laboratory
surveillance

Sample type
Pus, genital, urine,
respiratory

Surgical wounds, pus,
hemoculture

Unknown
(diagnostic specimen)

Surgical wounds, pus,
burn, urine, respiratory

Unknown
(diagnostic specimen)

Nasal swabs

Urine

Nasal swabs

Nasal swabs

Blood culture, pus, burn,
urine, swab, respiratory
intravascular catheter

Isolates

number

68

506

103

127

45

30

14

140

6.5%

4.4%

13%

13.6%

37.8%

38.8%

8.3%

46.7%

100.0%*

39.0%

87.9%

91.2%

85.0%

92.2%

95.3%

100.0%*

75.0%

100%

100%*

NI

14.6%

10.3%

18.0%

19.4%

27.6%

66.7%*

NI

60.0%

64.3%*

31.0%

6.1%

7.3%

11%

5,8

NI

31.1%*

NI

NI

NI

NI

SXT

16.8%

13.2%

0.4%

NI

NI

68.9%*

58.3%

76.7%

71.4%*

NI

1.9%

0.0%

0.8%

3.9%

NI

4.4%*

NI

20%

42.9%*

NI

Reference
(Randrianirina
et al., 2007a)

(Randrianirina
et al., 2007a)

(Belmonte et
al., 2008)

(Randrianirina
et al., 2010)

(Issack et al.,
2011)

(Rasamiravaka
etal., 2013)

(Rasamiravaka
et al., 2015)

(Rasamiravaka
et al., 2016)

(Rasamiravaka
et al., 2016)

(Issack, 2016a)

OXA: oxacillin/CEF: cefoxitin, PEN: penicillin, ERY: erythromycin, LIN: lincomycin, SXT: trimethoprim sulfamethoxazole, GEN: gentamicin; NI: not identified; * Resistance in MRSA strains
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Résultats majeurs

La revue de la littérature réalisée a permis d’établir que les Entérobactéries productrices de béta-
lactamases a spectre étendu (EBLSE) étaient une problématique sanitaire commune pour les
hommes et les animaux dans I'ensemble des territoires du SOOI en 2017. Les Entérobactéries
productrices de carbapénémases (EPC) semblaient étre un phénomene épidémiologique encore

émergent chez ’lhomme avec une probable dynamique spécifique dans les hopitaux de I'lle Maurice.

Une augmentation de la prévalence et/ou des niveaux de résistance aux céphalosporines de 3®™®
génération (C3G) chez les Entérobactéries a été observée dans les territoires du SOOI (a I'exception
des Seychelles en I'absence d’étude publiée). Des EBLSE étaient identifiées dans les élevages
avicoles et porcins de I'ensemble des territoires du SOOI (hors Seychelles en I'absence d’étude).
Néanmoins, les études publiées sur les EBLSE étaient disparates en termes de plans d’étude et ne
permettaient pas de comparaisons des niveaux de colonisation des hommes et des animaux entre
les territoires. La mise en place d’indicateurs épidémiologiques communs a I'ensemble des
territoires du SOOI pour la quantification et le suivi du fardeau sanitaire des BMR serait nécessaire

pour la réalisation d’un travail plus complet.

Ainsi, I'état de I'art réalisé a permis d’identifier des besoins en terme de recherche, de veille et de
surveillance des BMR dans le SOOI. Un besoin spécifique de quantifier le fardeau sanitaire des BMR

dans I’'Union des Comores, Mayotte et les Seychelles était identifié.

Comme préconisé par I'OMS, les systémes de surveillance épidémiologique de la résistance aux
antibiotiques devraient suivre (i) les infections par des organismes résistants et (ii) les volumes

d’antibiotiques utilisés chez I'animal, ’homme et en agriculture (WHO 2016).

La proximité entre territoires insulaires du SOOI contribue a la modification des dynamiques
épidémiologiques des territoires au travers des échanges de denrées alimentaires (Grami, Mansour
et al. 2016, Campos, Mourao et al. 2018) et de flux de voyageurs (Oteo, Perez-Vazquez et al. 2010).
Une surveillance épidémiologique des BMR commune a tous les territoires apparait comme un outil

essentiel de cette lutte et pourrait inclure :
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- Un suivi de la consommation d’antibiotiques en médecine humaine et vétérinaire. Ce suivi devrait
apprécier la part informelle de la vente du médicament qui est trés représentée dans certains

territoires, dont Madagascar (Mattern 2017).

- Un renforcement des capacités laboratoire localement puis régionalement avec un laboratoire de
référence (I'Institut Pasteur de Madagascar depuis 2018) et l'usage d’un panel commun

d’antibiotiques testés dans les différents territoires.

- Un suivi d’indicateurs épidémiologiques communs avec le suivi de couples bactéries/résistances
aux antibiotiques dans I'ensemble des territoires apporterait une vision globale de la situation dans
le temps et I'espace (Escherichia coli est le modeéle utilisé dans les projets de surveillance des EBLSE

dans les trois compartiments par I’'OMS/FAO/OIE (AGISAR 2018)).

En résumé, les EBLSE étaient, selon les données de la littérature, les BMR les plus détectées dans la
zone, leur présence était avérée dans I'ensemble des territoires en 2017. Elles étaient a la fois
impliquées dans des infections (urinaires, pulmonaires, nosocomiales) (Robin, R. et al. 2014) et
colonisaient de maniére asymptomatique le tractus des hommes et des animaux du SOOI (Miltgen

G. 2014).

La revue de la littérature réalisée (chapitre 1) a soulevé des questions relatives aux niveaux de
contamination par les EBLSE des compartiments homme (chapitre 3), animal (chapitre 4) et
environnement (chapitre 5) dans les territoires du SOOI. Dans le chapitre suivant, la vie privée de

cet ennemi public vous est présentée (chapitre 2).
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Chapitre 2. Les Entérobactéries productrices de béta-lactamases a spectre

étendu (EBLSE) : |a vie privée d’un ennemi public

La photo de famille

Les Entérobactéries, famille Enterobacteriaceae, appartiennent a une grande famille bactérienne
comprenant une soixantaine de genres et plus de 250 especes actuellement identifiées (Alnajar and
Gupta 2017). Les Entérobactéries sont ubiquitaires et se développent dans le tractus digestif des
vertébrés et dans I'environnement (eau, sol). Elles ont comme caractéristigue commune de
posséder une paroi pauvre en peptidoglycane, ce qui les fait apparaitre en rose avec la coloration

de Gram, elles sont qualifiées de bactéries a Gram négatif.

Rappel sur la coloration de Gram :

La coloration de Gram doit son nom au bactériologiste danois Hans Christian Gram qui a mis au point ce

protocole en 1884. Cette technique de coloration permet de classer les bactéries en deux catégories a partir

des propriétés de la paroi de la bactérie :

» Gram positif : bactérie possédant une paroi riche en peptidoglycane apparaissant en violet aprés
coloration.

» Gram négatif : paroi pauvre en peptidoglycane colorée en rose apreés coloration.

Gram positif Gram négatif

2 "c.
AL

-t

https://www.univ-nantes.fr/medias/fichier/diagnostic_microbiocaillon 1168617032984.pdf

Les Entérobactéries peuvent étre commensales et devenir pathogénes par opportunisme
notamment chez les individus immunodéprimés (patients HIV positifs, sous chimiothérapie, ou

apres une greffe) ou étre strictement pathogénes (par exemple Escherichia coli entérotoxique).

53


https://www.univ-nantes.fr/medias/fichier/diagnostic_microbiocaillon_1168617032984.pdf

Chapitre 2 — Les EBLSE : la vie privée d’un ennemi public

Les espéces les plus impliquées dans les infections chez ’lhomme sont Escherichia coli et Klebsiella
pneumoniae que ce soit dans les pays développés (par exemple pour les infections nosocomiales en
France (Arnaud 2018)) ou dans les pays a revenu modéré ou faible (par exemple chez les nouveau-
nés en milieu hospitalier (Zaidi, Huskins et al. 2005), ou dans les infections urinaires communautaires
en Ethiopie (Abejew, Denboba et al. 2014)). Les mémes espéces sont aussi impliquées dans des
infections en médecine vétérinaire (par exemple. EHEC chez les jeunes animaux, principalement les
porcs et les veaux (Nagy and Fekete 2005)). Certaines Entérobactéries provoquent des symptomes
pour des hotes spécifiques,, comme Salmonella enterica sérovar Pullorum chez les volailles (Li, Zhu
et al. 2019) et Salmonella enterica sérovar Choleraesuis chez les porcs (Hurd, McKean et al. 2002)

ou encore Salmonella enterica sérovar Dublin chez les bovins (El Sayed, Sapriel et al. 2018).

Le succes de propagation des EBLSE

Des résistances naturelles

Les résistances naturelles (ou encore intrinseques ou innées) aux antibiotiques sont des
caractéristiques propres aux différentes especes bactériennes. Les Entérobactéries, dont
Escherichia coli, sont naturellement résistantes a la pénicilline G et a 'oxacilline (tableau 1). Ces
résistances intrinseques a 'espece bactérienne permettent de définir le spectre d’activité de
I’antibiotique. Ainsi, 'usage de pénicilline G est réduit aux bactéries a Gram positif (par exemple

Staphylococcus aureus) et inefficace sur les Entérobactéries.
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Table 1. Résistances naturelles, ou innées, des Entérobactéries
pour les béta-lactamines (Cavallo 2004)

Espéces PE OX A AM TI T PI C1 FO CT M & CA IM

2

M C cC C P G X T A M z P

Escherichia coli

Proteus mirabilis
Shigella spp.
Salmonella spp
Klebsiella spp.
Citrobacter koseri
Citrobacter freundii
Enterobacter aerogenes

Enterobacter cloacae

~ X XN XN

Serratia marcescens
Proteus vulgaris
Morganella morganii

A
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
Providencia stuarto R
R

2 X® ® N N XN N N N N XN ™ N R
2 X XX XX X XX XN XN I XN
2 X X X X XN XN XN

o

Yersinia enterolitica R R R

R : résistance naturelle, PEN : pénicilline G, OXA : oxacilline, AM : aminopénicillines, TIC : ticarcilline, TCC : ticarcilline + acide clavulanique, PIP :
pipéracilline, C1G : céphalosporine de premiére génération, FOX : céfoxitine, CTT : céfotétan, MA : céfuroxime, CTX : céfotaxime, CAZ :

céftazidime, IMP : imipeneme.

Dés les années 1960, les pénicillines (par exemple I'ampicilline, la carbénicilline) et leurs
combinaisons avec des inhibiteurs des béta-lactamases (par exemple I'amoxicilline et I'acide
clavulanique), mises sur le marché, ont permis le traitement des infections dues aux Entérobactéries

(Wellington, Boxall et al. 2013).

Des résistances acquises

Dans les années 1980, des souches de Klebsiella pneumoniae résistantes a ces antibiotiques ont été
décrites (Knothe, Shah et al. 1983). Cette résistance correspondait a I'acquisition de génes de type
blarem (Temoneira) ou blasuy (sulphydryl variable) par ces Entérobactéries. La présence de ces génes
permet la production d’enzymes de type béta-lactamases qui hydrolysent les antibiotiques de la

classe des béta-lactamines.
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La diffusion des génes de résistance blasyy et blarem chez les Entérobactéries a provoqué un recours
accru aux aminosides (par exemple la gentamicine, I'amikacine), aux C3G (par exemple la
céfotaxime, la ceftazidime) et aux quinolones ou fluoroquinolones (par exemple la ciprofloxacine).
Parallélement, la diffusion de résistances aux aminoglycosides, émergée vers la fin des années 1970,
renforcait encore I'utilisation substantielle des C3G (mises sur le marché dans les années 1980) et

de quinolones (Wellington, Boxall et al. 2013).

Une premiere description de génes blacrx.m (CTX pour céfotaxime et M pour Munich) était faite en
1989 (Bauernfeind, Grimm et al. 1990). Ces genes ont permis aux Entérobactéries d’étendre leur
résistance aux C3G (telles que la céfotaxime, le ceftriaxome, la cetfazidime, le céfépime) et
monobactames (par exemple I'aztréonam) d’ou leur nom « Entérobactéries productrices de béta-
lactamases a spectre étendu » (EBLSE). Elles sont inhibées par I’acide clavulanique et le tazobactam
et entrainent un usage accru de carbapénéemes (par exemple I'imipénéme, le méropénéme), classe

d’antibiotiques de derniére ligne thérapeutique.

En 2019, 35 familles de genes permettant la production de BLSE étaient

décrites (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pathogens/submit-beta-lactamase/), consulté le

12/03/2019). Les genes les plus répandus chez les Entérobactéries appartiennent au type blacrxm
(Bonnet 2004, Coque, Novais et al. 2008, Cantdn, Akdva et al. 2012) et environ 180 génes blacrx-m

actuellement décrits (https://www.lahey.org/studies/other.asp). Ces génes ont été classés en cing

grands groupes (b/GCTx.M.1, b/GCTX.M.g, b/GCTx.M.g, bIGCTX.M.zs et bIGCTX.M.z) différenciables a I'aide de leur
séquence d’acides aminés (Boyd, Tyler et al. 2004). L'’ensemble de ces groupes auraient pour
ancétre commun des Entérobactéries environnementales du genre Kluyvera sp. (Kluyvera

cryocrescens, Kluyvera ascorbata et Kluyvera georgina) (figure 5).
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Les premieres mobilisations des béta-lactamases chromosomiques présentes chez Kluyvera sp. vers
des Entérobactéries pathogénes ont été possibles par I'intermédiaire d’'un plasmide (Decousser,

Poirel et al. 2001, Humeniuk, Arlet et al. 2002).

Group 2
CTX-M-24-T120/31/43/44/56/59/
74/75192197/124/131

(fio\‘:pli% nsaunyasay  CTMT6TIN2Y

R NS ANVARSYEROR MY TIA-16-7/8-12

3 z:"'i:‘h‘fzylsf-fs:ls.]:“;:(:MM;" ‘K. H\(‘ﬂf’h‘l’ﬂ] GrOup 25

e
GG diobllns 41/89/91/94/100 CTX-M-45

CTX-M-T8 (K. georgiana)

CTXMI (K, ascorbata)
CTIX-M-37 (K. enyocrescens)
CTX-M-132

Group 8
CTX-M-8/40/63
KLUG-I (K, georgiana)

Group 9
CTX-M-9/13/14/16-19/21/24/
27/38/46-51/65/67/81/83-87/90/
93/98-99/102/104-106/110-113/
121/122/126/134

CTX-M-123
KLUC Group
KLUC-24

CTX-M-64

KLUC-1
(K. cryocrescens)
KLUY-1-4 (K. georgiana)

Figure 5. Arbre phylogénétique présentant la similarité des génes de type CTX-M
et leur répartition en différents groupes (D'Andrea, Arena et al. 2013).

La transmission horizontale de génes de résistance aux C3G

Les plasmides sont des molécules d’ADN circulaires présentes dans les bactéries. lls se répliquent
de maniére autonome par rapport au chromosome bactérien et peuvent porter les éléments leur
permettant de se conjuguer (transmission entre bactéries du plasmide par contact direct). lls sont
des vecteurs de génes de résistance aux antibiotiques et permettent I'acquisition de matériel
génétique étranger par transfert horizontal entre différentes espéces bactériennes (échange inter-
espéce) ou au sein de la méme espéce (échange intra-espéce). En plus de cette capacité de
transmission horizontale, les plasmides sont transmis par les bactéries a leur descendance

(transmission verticale).

Les plasmides de plus de 50kb sont les plus susceptibles de posséder plusieurs genes de résistances
aux antibiotiques, ce qui peut favoriser leur sélection (Carattoli 2013). Ainsi, les plasmides portant
des génes de type CTX-M peuvent posséder d’autres geénes conférant des co-résistances,

notamment aux fluoroquinolones et aux aminosides (Poirel, Leviandier et al. 2006).
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Les mécanismes de réplication sont essentiels aux plasmides et permettent de les classer. Deux
plasmides partageant le méme mécanisme de réplication ne peuvent pas cohabiter dans la méme
bactérie. On parle alors de groupes d’incompatibilité. En 2011, 27 groupes d’incompatibilité distincts
étaient identifiés chez les Entérobactéries (Carattoli 2011). Des combinaison plasmides-genes de
résistance aux C3G sont connus pour se propager de maniére épidémique tels que blacrxm-1/Incll ;

blacrx-m-1/IncN ; blacrx-m-15/ IncF (Madec and Haenni 2018).

Finalement, les plasmides ont aussi joué un réle déterminant dans le succes de dissémination des

génes de type blacrx.m chez les Entérobactéries (Carattoli 2013).

Le tractus intestinal des vertébrés : un réservoir d’EBLSE

Nous avons vu que les sphéres non pathogéniques ont joué un role central dans I'origine des
déterminants de la résistance aux antibiotiques (Martinez 2009); elles constituent des
« réservoirs » des EBLSE. Ainsi, le tube digestif des vertébrés est une source d’Entérobactéries, de
plasmides et de genes de résistance aux antibiotiques. La colonisation du tractus digestif par les
EBLSE assure leur propagation, les feces libérées dans I’environnement pouvant potentiellement

contaminer 'eau, la nourriture et I'’environnement (Hawkey 2008).

Colonisation de ’lhomme par les EBLSE

La colonisation par les EBLSE chez les patients hospitalisés a été identifiée comme un facteur de
risque pour le développement subséquent d’infections du sang ou de septicémies (Alevizakos,
Karanika et al. 2016, Cornejo-Juarez, Suarez-Cuenca et al. 2016, Stupica, Lusa et al. 2017). Pour les
EBLSE colonisant ’homme, les génes blacrxm-1s et blacrxm-14 sont les plus répandus a travers le
monde en 2019. Depuis les années 2000, blacrx-m-15 @ connu une augmentation de son aire de
répartition avec son identification dans I'ensemble des régions du monde (Bevan, Jones et al. 2017).
blacrx-m-14 possede une aire de distribution restreinte a I’Asie et I'Espagne (figure 6) (Bevan, Jones et
al. 2017). Le géne blacrxm-15 est localisé sur des plasmides de type IncF chez ’'homme (Marcade,
Deschamps et al. 2009). Cette famille de plasmides possede un spectre d’hote étroit avec des
mécanismes lui conférant une bonne stabilité chez les Entérobactéries du tube digestif méme sans
pression antibiotique (Carattoli 2009).
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Figure 6. Genes blactx-m identifiés chez ’homme entre 2009 et 2017
(Bevan, Jones et al. 2017)

Colonisation des animaux d’élevage par les EBLSE

La propagation de EBLSE touche a la fois les filieres de production animale (aviaire, porcine, bovine)
et les animaux de compagnie (essentiellement chiens, chats) (Seiffert et al., 2013). En 2018, les
genes prédominants chez les animaux d’élevage sont blacrx-m-1, blatem-s2 et blasuviz (blacuy-2 en
Amérique du Nord) (Madec and Haenni 2018). Le géne blacrx-m-1 prédomine en élevage en Europe
(figure 7) et est majoritairement associé a des plasmides de type Incll (Bortolaia, Guardabassi et al.

2010, van Hoek, Veenman et al. 2018).
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Figure 7. Distribution des génes BLSE identifiés chez les Entérobactéries provenant
d’animaux d’élevage (volailles, porcs, bovins) et de viande de volaille
(Michael, Freitag et al. 2015)

Lorsque blacrx-m-15 est identifié chez les animaux d’élevage, il est davantage porté par des plasmides

de type Incll (Carattoli, Villa et al. 2018) contre IncF chez ’homme. Les plasmides appartenant aux

groupes d’incompatibilité Incll, IncN, IncF et IncHI1 sont le plus fréquemment observés dans les

animaux de rente et les produits carnés (Madec and Haenni 2018).

Finalement, le tractus digestif constitue un réservoir majeur d’EBLSE. La libération des féces dans

I’environnement des hommes et des animaux permet la diffusion potentielle d’EBLSE et leur

persistance dans différentes parties de I'écosysteme. Ces EBLSE peuvent ensuite coloniser un nouvel

hote ou I'infecter secondairement (Hawkey 2018).
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La contamination par les EBLSE de I’environnement

Les Entérobactéries, telles que E. coli, ont démontré un taux de survie élevé dans I’'environnement
conduisant a une accumulation de la bactérie dans les élevages et a proximité (van Bunnik,
Ssematimba et al. 2014). Cette contamination environnementale peut induire des contaminations
indirectes. Dans le méme sens, les hopitaux ont été identifiés comme source d’E. coli productrices
de BLSE, des génes blacrx.m-15 ont été retrouvés dans les eaux usées des établissements en Inde
(Diwan, Chandran et al. 2012). Les effluents jouent un role dans la propagation des EBLSE et de
leurs génes de résistance dans les cours d’eau avec une accumulation en bas de bassin versant

(Amos, Hawkey et al. 2014).

Nous pouvons schématiser la problématique des EBLSE par le phénomene de l'iceberg (figure 8)
(Morris 1957). La partie émergée de l'iceberg, donc visible, représente les échecs thérapeutiques
aux C3G et les résistances aux béta-lactamines observées en laboratoire. La partie immergée
représente la colonisation du tractus digestif par les EBLSE, non symptomatique, et plus
généralement les bactéries commensales constituant une réserve de genes de résistances aux
antibiotiques. Cette partie invisible constitue une caractéristique épidémiologique des
Entérobactéries leur permettant de diffuser dans I'environnement pour contaminer un hote
secondairement. Les pays en développement ne disposant pas toujours d’évacuation des eaux
usées, de latrines ou encore de systémes de purification de I'eau de boisson, leurs populations
animales et humaines restent fortement exposées au risque de contamination par les EBLSE

(Hawkey 2018).
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Figure 8. La colonisation par les EBLSE et les excrétas : la partie immergée de
I’iceberg

Ces pays n‘ont pas tous atteint la « transition épidémiologique » définie comme le passage d’une
structure de mortalité a dominante infectieuse a une structure de mortalité a dominante chronique
et dégénérative (Omran 2005). L’augmentation progressive de la colonisation par les EBLSE du
tractus digestif des hommes et animaux représente « une bombe a retardement » pour les
infections nécessitant I'usage de béta-lactamines et autres classes d’antibiotiques de premiére ligne
thérapeutique. Les Entérobactéries commensales peuvent transférer horizontalement les génes de

résistance aux bactéries pathogénes ou infecter directement les individus immunodéprimés.

Dans I'océan Indien, peu de données étaient disponibles sur les genes des EBLSE circulant dans les
compartiments homme, animaux et environnement. Chez 'lhomme, blacrx.nm-15 serait majoritaire
dans les infections causées par des EBLSE en milieu hospitalier a Madagascar et La Réunion
(Rakotonirina, Garin et al. 2013, Robin, R. et al. 2014, Naas, Cuzon et al. 2016) comme cela est le cas

dans les différentes régions du monde.
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Trois points clés a retenir sur les EBLSE :

e Lapropagation mondiale des EBLSE constitue I'un des phénomeénes de résistance les plus importants
jamais enregistré (Hawkey and Jones 2009).

e Le tractus intestinal des mammiféres abrite des EBLSE. Les feces libérées dans I'environnement
exposent les populations animales et humaines a un risque de contamination, particulierement dans
les pays en développement.

e Les EBLSE provoque un usage accru de carbapénémes, les EPC diffusent progressivement.

Dans la_partie 1, nous avons identifié les EBLSE comme une problématique sanitaire commune a
I’ensemble des territoires du SOOI (chapitre 1) puis abordé les clés de leur succes de diffusion, la
colonisation du tractus digestif de 'homme, de I'animal et la contamination environnementale
(chapitre 2). L'estimation de la prévalence d’EBLSE dans les compartiments : homme, animal et
environnement permettrait de hiérarchiser les sources potentielles d’exposition aux EBLSE et
d’offrir des propositions ciblées d’action contre cette menace sanitaire. Ce travail est appréhendé
en partie 2. L'estimation de la prévalence de colonisation par les BMR chez les patients provenant

des territoires du SOOI est présentée au chapitre 3.
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Partie 2: Une approche sectorielle du concept « One Health »;
estimer le niveau de colonisation ou de contamination par les

EBLSE de chaque compartiment.

Chapitre 3. Les hommes : un systeme de surveillance épidémiologique des

BMR pour le Sud-Ouest de I'océan Indien

© Morgane Laval

Une mére et son enfant, Mayotte 2017

Nous avons vu dans le chapitre 1 que les EBLSE étaient une problématique commune a I'ensemble
des territoires du SOOI. Dans le chapitre 2, la colonisation du tractus digestif de 'homme par les
EBLSE a été abordée ainsi que ses conséquences potentielles dans les pays en développement. Un

besoin d’estimer les niveaux de colonisation par les BMR dans les territoires du SOOI a été identifié.

Ainsi, le niveau de colonisation par les EBLSE du compartiment humain a été estimé au travers d’une

étude rétrospective des patients admis au CHU Félix Guyon, principal établissement de La Réunion.
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Depuis 2010, le Haut Conseil de la Santé Publique en France recommande un dépistage
systématique a I’'hOpital de la colonisation par des bactéries multi-résistantes aux antibiotiques des
patients rapatriés de I’étranger (HCSP 2010). A La Réunion, ce dépistage rectal et nasal systématique
des patients hospitalisés a été renforcé depuis 2015 pour inclure tout séjour a I'étranger (résidence
a I'étranger, séjour a I'étranger dans les trois mois précédents, antécédent d’hospitalisation a
I’étranger dans I'année précédente, arrivée a I'hOpital par évacuation sanitaire) (Nathalie Lugagne,

comité de lutte contre les infections nosocomiales, communication personnelle, le 09 juin 2017).

L'objectif principal était d’estimer la prévalence de colonisation par les EBLSE chez I’homme pour

établir leur cartographie dans les différents territoires du SOOI.

Secondairement, la colonisation des patients du SOOI par d’autres BMR (EPC, SARM, Entérocoques
résistants a la vancomycine, Acinetobacter sp., et Pseudomonas sp. multi-résistants aux

antibiotiques selon la définition de Magiorakos (Magiorakos, Srinivasan et al. 2012)) a été estimée.

En définitive, y a-t-il des dynamiques épidémiologiques particulieres concernant les BMR chez

I’lhomme en fonction des territoires de I'océan Indien ?

Les données utilisées pour ce travail ont fait I'objet d’'une déclaration de conformité auprés de la

Commission Nationale de I'Information et des Libertés (Annexe 2).

Les résultats de ce travail seront soumis a la revue Tropical Medicine & International Health.

Article 2. Gay N, Lugagne N, Miltgen G, Belmonte O, Cardinale E. Reunion, a sentinel island for
multidrug resistant bacteria surveillance in South-western Indian Ocean : a retrospective survey in
hospitalized patients : 2015-2017.
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Article 2. Reunion, a sentinel island for multidrug-resistant bacteria
surveillance in South-western Indian Ocean: a retrospective survey in
hospitalized patients, 2015-2017

Noellie Gay'’, Nathalie Lugagne?, Guillaume Miltgen®*, Olivier Belmonte?®, Eric Cardinale'®

1. UMR ASTRE (CIRAD, INRA, Univ Montpellier), Montpellier, France.
2. Nosocomial infection Unit, Felix-Guyon University hospital, Saint-Denis, La Reunion, France.
3. Bacteriology laboratory, Felix-Guyon University hospital, Saint-Denis, La Reunion, France.

4. UMR PIMIT (CNRS 9192, INSERM U1187, IRD 249, Université de La Réunion), Saint-Denis, La

Reunion, France.

5. Health Monitoring Unit, Indian Ocean Commission, Port-Louis, Mauritius

Keywords: Epidemiology; hospital; Indian Ocean; multidrug resistance; screening

Running head: MDR colonization in patients from Indian ocean

Abstract

Antimicrobial resistance was identified as a public health priority for the South-western Indian ocean
(SWI0) (Comoros, Madagascar, Mauritius, Mayotte (France), Reunion (France), and Seychelles).
Except for Reunion, multidrug-resistant Bacteria (MRB) colonization rates in hospitalized patients
from SWIO islands are still unknown in 2019. Based on exhaustive laboratory data, we provided the
first estimation of MRB colonization rates in hospitalized patients residing in SWIO territories (2015-
2017). The survey pointed out significantly higher overall MRB colonization rates in patients from
Comoros, Madagascar Mayotte, and Seychelles when compared to Reunion (France). Extended-
spectrum betalactamase producing Enterobacteriaceae was a generalized public health issue in
SWIO residing patients. Specific epidemiological dynamics were pointed out in Mayotte and
Seychelles patients for methicillin-resistant Staphylococcus aureus and in Mauritius patients for
carbapenemase producing Enterobacteriaceae (CPE). MRB colonization and transmission in health
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care settings in these territories should be investigated locally to confirm trends. Our results raised
attention on CPE circulation in patients which probably needs local control measures strengtening.
Use of standardized MRB estimates obtained in our study could be the first step towards a regional

MRB surveillance for SWIO.

INTRODUCTION

Since the 90’s, an increase of the prevalence of multidrug-resistant bacteria (MRB) was observed in
Reunion (France).! Epidemiological surveillance at Reunion hospitals pointed out similar incidence
trends as in main France territory in 2015 (i.e. Occitanie region) for extended-spectrum
betalactamase producing Enterobacteriaceae (ESBL-E) and lower incidence for methicillin-resistant

Staphylococcus aureus (MRSA).?

South-western Indian Ocean (SWIQO) is composed of islands: Union of Comoros, Madagascar,
Mauritius, Mayotte (France), Reunion (France), and Seychelles. Antimicrobial resistance was
considered as a main public health priority for the area since 2015.2 Based on literature, extended-
spectrum betalactamase producing Enterobacteriaceae (ESBL-E) and carbapenemase producing
Enterobacteriaceae (CPE) were identified as a main public and veterinary health issue for SWIO
territories.* However, the absence of MRB surveillance network in other SWIO territories prevented
from identifying local MRB epidemiological dynamics and to implement targeted action plans,

particularly in health care settings.

Felix-Guyon University hospital, in Reunion, is well suited for medical evacuations and receives most
of the evacuated patients from the territories of SWIO. Since 2015, a MRB screening strategy
adapted from national recommendation > was implemented for all patients residing abroad, arriving
through medical evacuation, visiting a foreign country within the three preceding months, and/or
hospitalized abroad in the past year was implemented. Furthermore, in Felix-Guyon hospital all

intensive care patients are screened at admission in order to avoid introduction of MRB in the unit.

Based on exhaustive laboratory data, we estimated the prevalence of MRB (i.e. ESBL-E, CPE, MRSA,

vancomycin-resistant enterococci, and both multidrug-resistant Acinetobacter sp., and
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Pseudomonas sp.) colonization in hospitalized patients residing in SWIO. This study provided the
first estimation of the MRB colonization rates in patients from SWIO territories using a comparable

design setting and pointed out probable local MRB dynamics in SWIO local hospitals.

METHODS

Data collection, inclusion criteria, and statistical analyses

We performed a retrospective survey on all patients admitted to the Felix-Guyon University hospital
in Reunion from 2015 to 2017 (main hospital). Only SWIO residing patients were included. All these
patients were screened for MRB detection (i.e. anal and nasal swabbing) and patients admitted to
intensive care unit were used as baseline for odds ratio estimations as all patients from Reunion

intensive care were screened for MRB.

The MRB included were MRSA, ESBL-E, carbapenemase-producing Enterobacteriaceae (CPE),
vancomycin-resistant enterococci (VRE), and both multidrug-resistant Acinetobacter sp. (AB), and

Pseudomonas sp. as defined by Magiorakos et al.®

A patient was considered MRB positive if carrier of one, or more than one MRB. MRB colonization
rates in patients were compared according to their country of residence using x? test with Fisher
correction or Fisher exact test if theoretical frequency were less than 5. Odds ratio were calculated
with Reunion patients as reference and threshold was set at p-values <0.05. Confidence intervals
were estimated using the Woolf method. The statistical analyses were performed using R software

version 3.4.2.

The study was approved by the French national commission on data protection and liberties

(reference 2210228 v0, 10*" of January 2019).
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Bacterial isolates and antibiotic susceptibility testing

Bacterial isolates were routinely obtained at hospital laboratory and species identified for all isolates
using MALDI-TOF mass spectrometry (Bruker Daltonics, Breme, Germany). ESBL-E, and CPE were
screened using two selective chromogenic agar ChromID-ESBL and ChromID CARBA SMART
(bioMérieux, Marcy I'Etoile, France). ESBL-E phenotypes were confirmed using combined disk

synergy testing.

Gram-positive bacteria (MRSA and VRE) were detected using respectively Chrom-ID MRSA SMART
and Chrom-ID VRE agar (bioMérieux, Marcy I'Etoile, France). Multidrug-resistant Acinetobacter sp.
(MRA) and Pseudomonas sp. (MRP) were identified using additionally Drigalski agar plate with
ceftazidime disk. All MRB were checked by antibiogram using disc diffusion method according to the
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing 2015 recommendations.” CPE and VRE

were all confirmed by PCR using the GenXpert system (Cepheid, Sunnyvale, USA).

RESULTS

From the 1° of January 2015 to the 31" of December 2017, a total of 4,135 hospitalized patients
from SWIO territories were included in the survey. Overall 23.7% (978/4,135) of patients were found

positive for MRB colonization.

If the number of hospitalized patients according to their territory of residence varied widely (from
13 in Seychelles to 2,184 in Reunion), high MRB colonization rates were observed for patients
residing in Seychelles and Madagascar (61.5% and 41.3% respectively) (Figure 1). Among all MRB
positive patients, 94.4% (923/978) were ESBL-E carriers. MRB colonization rates varied according to

the patient’s country of residence.
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Figure 1. MRB colonization rates according to the patient country of residence in South-western

Indian Ocean

* A MRB positive patient could be carrier of more than one MRB; MRB: multidrug-resistant bacteria; ESBL-E:
extended-Spectrum  Betalactamase producing Enterobacteriaceae; MRSA:  methicillin-resistant
Staphylococcus aureus; CPE: carbapenemases-producing Enterobacteriaceae; MRA: multidrug-resistant

Acinetobacter sp.; VRE: vancomycin-resistant enterococci.; MRP: multidrug-resistant Pseudomonas sp.

MRB colonized patients were significantly higher in SWIO (excluding Mauritius patients) when
compared to patients from Reunion as a baseline (Table 1). MRSA colonization rates were
significantly higher in Seychelles and Mayotte hospitalized patients than in Reunion patients. CPE
colonization rates were significantly higher in patients residing in Mauritius when compared to

Reunion patients.
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Table 1. Comparison of MRB colonization rates according to the patient’s territory of residence

(2015-2017) using Reunion (France) as reference.
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DISCUSSION

This study pointed out significantly higher MRB colonization rates in hospitalized patients from
Comoros, Madagascar, Mayotte and Seychelles when compared to patients from Reunion. ESBL-E
seems to be a generalized sanitary issue for SWIO whereas specific epidemiological trends were
observed for MRSA and CPE. Higher MRSA colonization rates were reported in Mayotte and
Seychelles patients and higher CPE colonization rate was identified in Mauritius residing patients
(p<0.001) when compared to Reuion patients. These results could be the first step of a regional

hospital-based MRB surveillance as expected by the Indian ocean commission since 2015.3

Our survey was based on the biggest sample size of SWIO individuals ever reported in the literature.
Patient residence country is a known risk factor for MRB infection and carriage.®'! Individuals
included in the study were probably looking for care on Reunion after treatment in facilities of their
home countries. Thus, MRB colonization rates estimated were probably approximates of the
epidemiological situation regarding MRB in local hospitals. However, the socio-economic status of
patients seeking care on Reunion was unknown (probable people with higher incomes than the
general local population) but probably favor access to healthcare, medicine, and hygiene and thus
probably underestimate MRB colonization in local health care settings; poverty identified as a risk
factor of MRB colonization.’? Furthermore, use of intensive care unit patient’s screening as
reference data could over-estimate odds ratio as fewer Reunion patients should have been
hospitalized in the preceding months (risk factor for MRB acquisition!®) when compared to SWIO
patients arriving to Reunion. Thus, Reunion intensive care unit were a probable estimate of the
community-acquired MRB. Futhermore, the small number of hospitalized patients from Seychelles

and Comoros could limit our interpretations and local investigation are needed to confirm trends.

If ESBL-E occurrence in IOC was already highlighted as a public health issue both in community and
hospitals®, our analysis confirmed it quantitatively. For instance, ESBL-E colonization rate estimated
in Madagascar was high (40.1%) which is in accordance with traveler’s colonization rates reported
for the literature ranging from 33.3% (1/3)** to 57.1% (4/7)* in 2013-2013 but higher than the ESBL-

E colonization of 18.5% reported in community in 2013-2014%, High CPE colonization rate of
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repatriated patients from Mauritius was already reported'’ which could confirm CPE circulation in
Mauritius hospitals and/or community. Important fluxes of travelers from India were probably
contributing to MRB epidemiological changes in Mauritius as NDM-producing isolates are
considered endemic in India®. Finally, comparisons of MRB colonization rates for specific MDR (i.e.
MRA, MRP) were difficult to provide in other SWIO territories and Mayotte as no data were

available.

Finally, our study offered the first cartography of MDR colonization in SWIO. MDR colonization might
constitute a risk of introduction in another country healthcare system. Reunion is a medically
attractive territory which could provide the first MRB hospital-based surveillance for SWIO. The

suitability of this regional MRB surveillance system should be confirmed.
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Résultats majeurs

Le travail réalisé a permis, pour la premiere fois, d’établir une cartographie de la prévalence de
colonisation par les EBLSE chez les patients résidant dans les différents territoires du SOOI. Une
problématique sanitaire commune a I’ensemble des territoires (hors Maurice) a été confirmée avec
une prévalence de colonisation par les EBLSE significativement plus élevée par rapport aux patients
de La Réunion. Les patients résidant a Madagascar avaient une probabilité trois fois plus élevée

d’étre colonisés par des EBLSE par rapport a un patient habitant a La Réunion.

Des dynamiques épidémiologiques plus spécifiques semblaient émerger pour les patients résidant
dans certains territoires. C'est le cas pour la colonisation par Staphylococcus aureus résistant a la
méticilline chez les patients résidant aux Seychelles et a Mayotte et la colonisation par des EPC chez
les patients résidant a Maurice. Les patients résidant a Maurice avaient une probabilité 19 fois

supérieure d’étre colonisé par une EPC par rapport aux patients résidant a La Réunion.

En conclusion, bien que basé sur un échantillon de convenance, le travail réalisé fournissait les
premieres estimations de la prévalence de colonisation des hommes par des BMR dans le SOOI.
Cette estimation de la prévalence des BMR pourrait a la fois manquer de précision pour les
territoires dont I'échantillon était réduit (plus particulierement pour les Seychelles) et d’exactitude
puisque l'usage d’un échantillon de convenance ne permettait pas un tirage aléatoire des individus
inclus dans I'étude. En outre, I'exposition des individus a différentes sources d’EBLSE n’a pas été pris

en compte (par exemple les antécédents de prise d’antibiotiques).

Ce travail pourrait ouvrir la voie a la mise en place d'un systeme régional de surveillance
épidémiologique des BMR a partir du site sentinelle de La Réunion. Des systemes de surveillance
basés sur le dépistage de voyageurs avait déja été suggérés et ont démontré leur utilité pour pallier
au manque de surveillance dans certains territoires (Guerin, Grais et al. 2007). L’évaluation de la
pertinence du systéme de surveillance épidémiologique des BMR développé devrait étre envisagée
a la lumiére de ses limites méthodologiques. Sa pérennisation permettrait le suivi de la prévalence
des BMR dans le temps pour les différents territoires du SOOI et pourrait constituer un outil d’aide

a la décision pour la COl. En outre, la question de la circulation de bactéries hautement résistantes
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aux antibiotiques telles que les EPC a I’hopital et en communauté a I'lle Maurice devrait étre

adressée.

Trois points clés sur le « compartiment homme »

e La problématique sanitaire généralisée des EBLSE, les patients des Seychelles et Madagascar
potentiellement plus concernés
e Une dynamique épidémiologique spécifique des EPC a Maurice

e Une pérennisation de ce travail pour un systeme de surveillance régional des BMR ?

Dans le chapitre 3 nous avons confirmé la distribution régionale des EBLSE dans I'océan Indien, dans
le compartiment humain, en utilisant les données de dépistage de I'h6pital de La Réunion. Dans le
chapitre suivant (chapitre 4), I'estimation de la prévalence inter-élevage d’EBLSE dans les filieres
intensives de porcs naisseurs/engraisseurs, volailles de chair et bovins a viande de La Réunion,
Mayotte et Madagascar a été effectuée. Les facteurs expliquant cette prévalence inter-élevage

d’EBLSE ont été explorés.
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Chapitre 4. Quels facteurs de risque d’occurrence d’EBLSE dans les élevages
intensifs de porcs, volailles et bovins a La Réunion, Mayotte et Madagascar,

2016-2017 ?

© Morgane Laval

Elevage intensif de volailles de chair, Mayotte 2017

Le Chapitre 3 a permis d’estimer une prévalence d’EBLSE élevée chez I’homme dans les territoires
du SOOI (hors Réunion et Maurice) a I'aide des données de dépistage de BMR chez les patients
hospitalisés. La prévalence inter-élevage d’EBLSE dans les filieres intensives dans trois territoires du

SOOI a été mise en paralléle.

Une étude transversale a été réalisée dans les élevages intensifs de porcs naisseurs/engraisseurs,
de volailles de chair et de bovins a viande a Madagascar, La Réunion et Mayotte en 2016-2017. La

présence ou l'absence de contamination par les EBLSE des élevages intensifs était analysée au

travers des pratiques d’élevage.

Ce travail visait a répondre aux interrogations suivantes :

- Y-a-t-il des filieres d’élevage plus contaminées par les EBLSE dans I'ensemble des territoires ?
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- 'Y a-t-il des territoires ou la contamination des élevages intensifs est plus élevée ?

- Existe-t-il des pratiques d’élevage expliquant la présence ou I'absence d’EBLSE en élevage intensif.

Secondairement, la caractérisation des enzymes BLSE des E. coli identifiées dans les différentes

filieres et territoires a été réalisée.

Les questionnaires utilisés pour les entretiens des éleveurs sont disponibles dans I’Annexe 3.

Les résultats de ce travail ont été publiés dans Veterinary Sciences en 2018.

Article 3. Gay N, Leclaire A, Laval M, Miltgen G, Jégo M, Stéphane R, Jaubert J, Belmonte O, Cardinale
E. Risk factors of Extended-Spectrum B-Lactamase Producing Enterobacteriaceae Occurrence in
Farms in Reunion, Madagascar and Mayotte Islands, 2016-2017. Vet Sci. 5(1). pii: E22. doi:
10.3390/vetsci5010022.
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Abstract: In South Western Indian ocean (I0), Extended-Spectrum [-Lactamase producing
Enterobacteriaceae (ESBL-E) are a main public health issue. In livestock, ESBL-E burden was
unknown. The aim of this study was estimating the prevalence of ESBL-E on commercial farms in
Reunion, Mayotte and Madagascar and genes involved. Secondly, risk factors of ESBL-E occurrence
in broiler, beef cattle and pig farms were explored. In 2016-2017, commercial farms were sampled
using boot swabs and samples stored at 4°C before microbiological analysis for phenotypical ESBL-
E and gene characterization. A dichotomous questionnaire was performed. Prevalences observed
in all production types and territories were high, except for beef cattle in Reunion which differed
significantly. The most common ESBL gene was blacrx-m-1. Generalized linear models explaining
ESBL-E occurrence varied between livestock production sectors and allowed identifying main
protective (e.g. water quality control and detergent use for cleaning) and risk factors (e.g. recent
antibiotic use, other farmers visiting the exploitation, pet presence). This study is the first to
explore tools for antibiotic resistance management in 10 farms. It provides interesting hypothesis
to explore about antibiotic use in |0 territories and ESBL-E transmission between pig, beef cattle

and humans in Madagascar.

Keywords: Indian ocean; livestock; Extended-Spectrum B-Lactamase producing

Enterobacteriaceae; risk factors; CTX-M; enzymes

1. Introduction
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Extended-spectrum B-Lactamase producing Enterobacteriaceae (ESBL-E) is a public and veterinary
health burden worldwide and particularly in West Indian ocean countries (Gay, Belmonte et al.
2017). These multi-resistant bacteria have been identified as a priority in terms of epidemiological
surveillance in humans and animals from the Indian Ocean Commission (IOC) state members (i.e.
Comoros, Madagascar, Mauritius, Reunion, and Seychelles) and Mayotte (French oversea territory)

(Gay, Belmonte et al. 2017).

ESBL-E are resistant to almost all beta-lactam antibiotic drugs including third generation
cephalosporin (3GC), co-resistance are often observed with other classes of antibiotics such as
fluoroquionolones, aminoglycosides, sulfonamides, and tetracyclins, leading to the use of last-resort
antibiotics (i.e. carbapenems) in ESBL-E infections in humans (Blaak, van Hoek et al. 2015).

The occurrence of ESBL-E has been identified in broiler and swine farms in Europe (Mesa, Blanc et
al. 2006, Leverstein-van Hall, Dierikx et al. 2011, Ewers, Bethe et al. 2012) and the CTX-M B-
lactamases is the most frequently detected enzyme in livestock, especially blacrx-m-1(Ewers, Bethe et

al. 2012).

Selection pressure exerted by antibiotic drugs on microbiota favors carriage and persistence of ESBL-
E in humans (hospital and community) (Grall, Lazarevic et al. 2017, van Duijkeren, Wielders et al.
2017), livestock and pets (Cortes, Blanc et al. 2010, Dierikx, van Duijkeren et al. 2012, Grall, Lazarevic

et al. 2017); thus, all could act as potential reservoirs of ESBL-E.

The main known risk factor identified in ESBL-E occurrence in livestock was “use of 3GC or fourth
generation cephalosporin (4GC) (ceftiofur, cefoperazone and cefquinome) in the last 12 months” in
dairy and pig farms (Snow, Warner et al. 2012, Hammerum, Larsen et al. 2014).

Other risk factors such as storage of slurry in a pit, operating an open herd policy and infrequent
cleaning of calf feeding equipment were also identified in dairy farms (4), and fish ponds presence

in poultry farms of Vietnam (Nguyen, Carrique-Mas et al. 2015).

In I0C no estimate of ESBL-E prevalence in livestock was available. Thus, the aim of this study was
first estimate the prevalence of ESBL-E on beef cattle, broiler and pig commercial farms in Reunion,
Mayotte and Madagascar Islands, and identify ESBL enzymes occurrence in each production type
and territory. Secondly, potential risk factors of ESBL-E occurrence in poultry, beef cattle and pig

farms were explored.
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2. Materials and Methods

2.1. Study Population

Reunion and Mayotte are French overseas territories located in South Western Indian ocean.
Reunion with an area of 2512 km2 is home for around 850 996 people (INSEE 2016). In Reunion, 156
poultry producers, 340 pig producers and 331 beef cattle producers are structured in official
breeding organization and could be considered as intensive or partially free ranging (Eric Cardinale,

Personal Communication).

Mayotte with an area of 374 km2 is home for around 235 132 people (INSEE 2016). One hundred
fifty modern poultry producers and 3600 beef cattle farms are recorded in this territory (DGAL
2011). However, twenty poultry producers and 320 beef cattle producers are structured in breeding

official organizations (Philippe Merot, Personal Communication).

Madagascar is the fifth largest island in the world, with a land mass of 587,000 km2 and 24.24 million
inhabitants in 2016 (WorldBank Group, 2015). Its economy is based essentially on agriculture and
tourism; producer census was not available at the Direction of Veterinary Services of the Ministry of

Livestock Production (Michel Rakotoharinome, Personal Communication).

2.2. Sampling

From February to August 2016, broiler, pigs, and beef cattle farms were sampled in Reunion. Due to
a foot-and-mouth outbreak in Mauritius Island, sampling had to be stopped in beef cattle in Reunion
for sanitary reasons. Sampling was reported to August 2017 for beef cattle. In Mayotte, beef cattle
and broiler were sampled from September to October 2016, no pig farms were present in this
territory due to mostly Muslim community representation; thus, no sample of pigs was collected. In
Madagascar, sampling was performed in November 2016. Beef cattle were sampled in Antsirabe,
broiler in Mahitsy and pig farms in Imerintsiatosika, known to be key production sites. It is to be
noted that broiler and beef cattle farms from Mayotte and Madagascar could also raise few hen and

dairy cattle in the farm without being the main commercial activity.

In each territory, the sample size of thirty breeding farms of each livestock production sector were
targeted. Samples were collected using boot swabs Sterisox®. Number of samples depended on the
house’s surface area, one Sterisox® covered 100m? of building. If possible all boxes were visited and
livestock gathering points (e.g. water pond, watering trough) were also sampled. Number of samples

per farm varied between one to five.
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All samples were immediately maintained at 4 °C before analyses proceeded within 48 hours after

reception (transport within the day for Reunion and within one week for Mayotte and Madagascar).

No ethical approval was needed as noninvasive sampling methods were used to identify farm ESBL-

E sanitary status.

2.3. Laboratory Investigations

2.3.1. ESBL-E Phenotype

Sterisox® boot swabs were incubated 20+4h at room temperature with 100 ml of physiological water
and 900 pL of Brain-Heart Infusion broth (BioMérieux SA). Ten uL of the enriched suspension was
directly streaked onto selective chromogenic agar plates (ChromID-ESBL, Biomérieux, Marcy |'Etoile,
France) and incubated overnight at 37°C under aerobic condition. Presumptive ESBL-producers were
sub-cultured individually on Drigalski lactose agar, and bacterial species identification performed
using MALDI-TOF mass spectrometry (Bruker Daltonics, Breme, Germany). All Enterobacteriacae
isolates identified, one or more by positive farms, were considered ESBL-E if confirmed by the
combination disc test according to the European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
guidelines (EUCAST 2015). Thus, Muller Hinton agar with cefotaxime, ceftazidime, cefixime and
cefepime disks with and without clavulanic acid allowed testing. The result was considered positive
if the inhibition zone diameter was =5 mm larger with clavulanic acid than without for at least on

cephalosporin tested.

If ESBL-E were identified, antibiograms were performed on isolates with ertapenem (ETP), nalidixic
acid (NA), ofloxacin (OFL), gentamicin (GEN), Amikacin (AMK), trimethoprim/sulfamethoxazole (SXT)

and tetracyclin (TCN) tested.

2.3.2. Characterization of ESBL genes

ESBL-producing isolates were randomly selected per livestock production sector for each territory
(except Reunion with 35 E. coli isolates). Total DNA was extracted using the
NucliSens® Easymag® system (Biomérieux, Marcy I'Etoile, France) according to the manufacturer’s
instructions. Extracted eluates were stored at —80°C. Molecular characterization was performed
using Check-MDR CT103XL array test (Check-Points Health B.V., Wageningen, Netherlands) for
identification of ESBL genes (i.e. encoding BEL, CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-9, CTX-M-8/25, GES-ESBL,
PER, SHV-ESBL, TEM-ESBL, VEB) and discriminated ESBL and non-ESBL TEM and SHV variants. The
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assay consisted in a two-step amplification process of the ESBL target sequences, followed by a
colorimetric microarray detection of the reaction products. Image analysis and interpretation were

provided by Check-Points “5-2-2015” software.

2.4. Questionnaire

A dichotomous questionnaire to assess potential risk factors on farms was developed. Data
regarding farm building, biosecurity measures, breeding practices including management of
knackery, water quality, quarantine, and effluent, vector control, cleaning and disinfection
techniques, use of antibiotics, and questions related to the breed like housing system and origins of
animals were collected (See questionnaire annex). Answers were cross-checked by direct

observation and corrected if necessary.

2.5. Risk factors analyzes

A farm was considered positive if at least one boot swab was found positive for ESBL-E in
bacteriological analysis. A farm was considered negative if all boot swabs samples were negative for

ESBL-E.

Explanatory variables considered for analysis were categorical. If fewer than five observations
recorded in a category the variable was excluded. The variable to be explained was ESBL-E
occurrence in the livestock production sector in each territory. Bivariate analyzes were performed

using Fisher test (p<0.05).

For generalized linear models (GLM), a preliminary step aimed at evaluating association between
explicative variables and ESBL-E farm status with bivariate analyzes in each livestock production
sectors (including all three territories). Factors associated with ESBL-E positivity with a p-value <0.20
were offered to a full model form multivariate analysis (GLM). The variable territory was not
included in models as it was significantly associated with others variables. Interactions between
variables were not including in the models. The preferred model was the one with the minimum
Akaike information criterion (AIC). Goodness of fit test were also performed. R software was used

to perform statistical analysis (https://www.r-project.org/).
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3. Results

3.1. Prevalence Observed, Bacterial Diversity, and Antibiogram Results

In Reunion, high prevalences were observed in poultry (70.0%+16.7%) and pig farms (53.3%+18.2)
(Table 1.). Prevalence differed significantly between livestock production type in Reunion (p-
value<0.001) with a low prevalence observed in beef cattle farms (3.7%+5.1%). In Mayotte and
Madagascar, no difference in prevalence was observed between livestock type in each territory (p-

value > 0.05).

Comparing prevalence among poultry production in the three territories, no difference was
observed (p-value=0.94). In pig production, the prevalence differed significantly between
Madagascar and Reunion (p-value<0.005). Finally, in beef cattle the prevalence between the three

territories differed significantly (p-value<0.001).

Table 1. Prevalence of ESBL-E in livestock production farms of Reunion, Mayotte and
Madagascar, 2016-2017.
Territory N (positive farm)  ESBL-E positive farms  p-value!¥  p-value®?

Reunion <0.001
Poultry 30 (21) 70.0 % [53.3-86.7] - 0.94
Pigs 30 (16) 53.3 % [35.1-71.5] - <0.005
Beef cattle
54 (2) 03.7% [00.0-08.8] - <0.001
Mayotte 0.70
Poultry 23 (17) 73.9 % [55.6-92.2] - -
Beef cattle 19 (13) 68.4 % [47.1-89.7] - -
Madagascar 0.16
Poultry 30 (21) 70,0% [53.6-86.7] - -
Pigs 30 (26) 86,7% [74.3-99.1] - -
Beef cattle 30 (20) 66,7% [49.5-83.9] - -

N: total livestock commercial farms sampled.
(1) P-value of Fisher test regarding occurrence between livestock production type in each territory
) p-value of Fisher test regarding occurrence in each livestock production type between each territory

In Reunion, four different species were found among Enterobacteriacae isolates with two species
(Escherichia coli and Enterobacter cloacae complex) in both poultry and beef cattle farms, three

species in pig (E. coli, Klebsiella pneumonia, and Citrobacter freundii) (Table 2.).
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In Mayotte, Enterobacteriacae diversity was reduced to E. coli and E. cloacae complex in both

poultry and beef cattle production.

In Madagascar, an important diversity of species was found among Enterobacteriacae isolates with
six different species identified in all types of production. Species diversity varied according to the
production type with five species identified in pig production, three in beef cattle and poultry

production.

The main represented species in all territories and all types of production was E. coli with 89.0%

(n=307) of all Enterobacteriaceae isolates (N=345), 95.1% (n=292) out of them being ESBL

producers.
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No phenotypic resistance to ertapenem (ETP) was identified in ESBL-E isolates (Table 3.). Resistance
to nalidixic acid (NA) was high in ESBL producing E. coli in beef cattle from Reunion (50.0%) and in
Madagascar both in poultry (28.6%) and pig (25.0%) farms. Resistance to ofloxacin (OFX) was high
in ESBL producing E. coli in pig production both in Madagascar (21.4%) and Reunion (25.0%).
Resistance to gentamicin (GEN) was elevated in ESBL producing K. pneumoniae in Madagascar. No
resistant profile to amikacin (AKN) was identified in all territories. In ESBL producing E. coli
trimethoprime/sulfamethoxazole (SXT) resistance was high in Reunion both in poultry and pig
production (75.0% and 87.5% respectively). ESBL producing E. coli most resistant profiles to
tetracycline (TE) were observed in Madagascar (i.e. 92.9% in broiler, 75.0% in pigs and 50.0% in beef

cattle).
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Broiler S

28(100.0%) 0(00.0%)

E. coli (N=28)

(A (S 1(100.0%)  0(00.0%)

(STETENE (SN 2(100.0%)  0(00.0%)

28(100.0%) 0(00.0%)
TR (ST 6(100.0%) 0(00.0%)
(WIS 4(100.0%) 0 (00.0%)
6(100.0%) 0(00.0%)

LT GIER (SN 7(100.0%)  0(00.0%)

22(100.0%) 0 (00.0%)
L (BT 2(100.0%)  0(00.0%)

2(100.0%)  0(00.0%)

0{00.0%)

0{00.0%)

0(00.0%)

0(00.0%)

0(00.0%)

0{00.0%)

0(00.0%)

0(00.0%)

0(00.0%)

0{00.0%)

0(00.0%)

13 (46.4%)

0{00.0%)

0(00.0%)

13 (46.4%)

2(33.3%)

0{00.0%)

0(00.0%)

0(00.0%)

15(68.2%)

2(100.0%)

2(100.0%)

7(25.0%)

0{00.0%)

0(00.0%)

8(28.6%)

2(33.3%)

0{00.0%)

0(00.0%)

3(42.9%)

3(13.6%)

0{00.0%)

0(00.0%)

8(28.6%)

1(100.0%)

1(100.0%)

7(25.0%)

2(33.3%)

4(100.0%)

6(100.0%)

4(57.1%)

4(18.2%)

0{00.0%)

0(00.0%)

22(78.6%)

0{00.0%)

0(00.0%)

20(71.4%)

6(100.0%)

0{00.0%)

0(00.0%)

5(71.4%)

18(81.8%)

2(100.0%)

2(100.0%)

3(10.7%)

0(00.0%)

0(00.0%)

2(07.1%)

0{00.0%)

0{00.0%)

0(00.0%)

0(00.0%)

3(13.6%)

0(00.0%)

0(00.0%)

3(10.7%)

1(100.0%)

1(100.0%)

6(21.4%)

0{00.0%)

4(100.0%)

6(100.0%)

2(28.6%)

1(04.5%)

0{00.0%)

0(00.0%)

27(96.4%)

1(100.0%)

0(00.0%)

28(100.0%)

4(66.7%)

1(25.0%)

0(00.0%)

0(00.0%)

21(95.5%)

2(100.0%)

2(100.0%)

0(00.0%)

0(00.0%)

0(00.0%)

0(00.0%)

0(00.0%)

0{00.0%)

0(00.0%)

0(00.0%)

0(00.0%)

0(00.0%)

0(00.0%)

1(03.6%)

0{00.0%)

1(100.0%)

0(00.0%)

2(333%)

3(75.0%)

6(100.0%)

7(100.0%)

1(04.5%)

0{00.0%)

0(00.0%)

28(100.0%)

1(100.0%)

1(100.0%)

28(100.0%)

6 (100.0%)

4(100.0%)

6(100.0%)

7(100.0%)

22(100.0%)

2(100.0%)

2(100.0%)

ETP: ertapenem; NA: nalidixic acid; OFL: Ofloxacin; GEN: gentamicin; AMK: amikacin; SXT: trimethoprim/sulfamethoxazole; TCN: tetracyclin;

* One ESBL producing £. coli was lost at the laboratory. Antibiograms was performed on 16 of the 17 ESBL-E.
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3.2. ESBL Identification

ESBL-producing isolates were randomly selected per livestock production sector for each territory,
except for Poultry in Reunion. The most common ESBL gene identified in all territories and production
type was blacrx-m-1 Which accounted for 53.7% (n=49) of all E. coli isolates tested (N=95), followed by
blacrx-m-15 (29.5%, n=28) (Table 4.). The higher diversity in ESBL gene was found in poultry production

from all territories.

Table 4. ESBL genes identified in a subset of E. coli isolated from poultry, pig and beef
cattle production farms in Reunion, Mayotte and Madagascar, 2016-2017.

Territory / E. coli

ESBL genes identified (%)
Production type  tested

CTX-M-
ND CTX-M-1 group SHV TEM
9 group
Enzymes CTX-M-1 CTX-M-3 CTX-M-15 CTX-M-32
Reunion
1 2
Poultry 35 3 29 (90.6%)
(3.1%) (6.3%)
Pigs 10 - 7 (70.0%) 1(10.0%) 2 (20.0%)
Beef cattle 2 - 2 (100.0%)
Mayotte
Poultry 10 1 7 (77.8%) 1(11.1%) 1(11.1%)
Beef cattle 10 3 1(14.3%) 5(71.4%) 1(14.3%)
Madagascar
3(30.0
Poultry 10 - 5 (50.0%) 2 (20.0%)
%)
Pigs 9* - 9 (100.0%)
Beef cattle 9* - 9 (100.0%)
9 7 2
TOTAL (100.0% 51 (53.7%) 2(2.1%) 28 (29.5%) 1(1.1%) 3(3.2%)
(7.4%) (1.1%) (2.1%)

* Only 9 E. coli were tested: ND: failure, not determined

92



Chapitre 4 — Quels facteurs de risqued’occurrence d’EBLSE dans les élevages intensifs

3.3. Explanatory Factors of ESBL-E Occurrence in Livestock Sectors Production in Reunion,
Madagascar and Mayotte, 2016-2017

Univariate Odds Ratios (ORs) for the occurrence of ESBL-E in each livestock production sectors and
territory are presented in (Table 5.). Premises building constructed after 1999 were associated with an
increased probability of ESBL-E occurrence in broiler production in Reunion. In pig production,
changing shoes/boots before entering the building was associated with anincrease of ESBL-E
occurrence whereas rodent control by a company and two disinfections between two consecutive

batches of fattening pigs were associated with a decreased probability of ESBL-E occurrence.

In Madagascar, absence of chick introduction in the farm (self-production) in broiler farms was
associated with decreased ESBL-E occurrence. Clearing space around the farm was associated with a

decreased probability of ESBL-E occurrence in beef cattle production.

Table 5. Bivariate explanatory factors of ESBL-E occurrence in livestock from Reunion,
Mayotte and Madagascar, 2016-2017.

Country Livestock Variable OR, 1C95% p-value
12.72 [1.25-
Broiler Premises building constructed>1999 0.01
671.77]
Change clothes before entering house/pen 6.52 [0.92-80.50] 0.05
. 13.62 [1.35-
Change shoes/boots before entering house/pen 0.01
716.37]
Reunion Pigs Rodent control by a company 0.11 [0.01-0.75] 0.01
Lightning in the building 0.18 [0.01-2.13] 0.04
Two desinfections between two consecutive
0[0-0.92] 0.04
batches
Beef cattle
cows
Broiler Chicks produced in the farm 0[0.00-0.91] 0.02
Pigs Use of antibiotic for prophylaxis 0.09 [0.00-1.36] 0.05
Madagascar
Beef cattle Clearing space around the building 0[0.00-0.94] 0.03
Clean condition around the farm 0 [0-1.94] 0.003
, ) 13.39 [0.79-
Broiler Distance from another poultry farm (>500 m) 0.04
Mayotte 883.37]
Beef cattle - - -

Generalized linear models explaining ESBL-E occurrence (all territories included) varied between
livestock production (Table 6). In broiler, “water quality control” was identified was associated with
decreased of ESBL-E occurrence (OR: 0.12); the best model selected the variables “distance to another

”

farm”, “foot bath at entrance”, “water quality” and “water storage tank” (AIC: 93.98).
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”ou

In pig production, “other farmers visiting the farm”, “soak the floor”, “detergent use for cleaning” and

“antibiotic use recently” were identified in the best model (AIC: 65.09).

” o« n o«

For beef cattle, the best model kept “livestock size”, “antibiotic use”, “disinfestation”, “clearing space

n u

around the building”, “pet presence” and “water storage tank” (AIC: 83.53).

Table 6. Best model explaining ESBL-E occurrence in poultry, pig and cow production
(including all territories), 2016-2017.

Dependent variables Independent variables Adj. OR (CI95%) p-value AIC
Distance elev oth species >500m 3.18 (0.65-15.56) 0.15 93.68
Distance elev oth species <500m 0.99 (0.26-4.39) 0.99
Broiler occurence (a) Foot bath at room entrance 5.89 (0.61-57.17) 0.13
Water quality control 0.12 (0.02-0.82) 0.03
Water storage tank 2.58 (0.85-7.79) 0.09
Farmers visits 14.15 (1.17-171.35) 0.04 65.09
Soak the floor 22.34 (1.51-330.98) 0.02
Pig occurrence* (b)
Detergent use for cleaning 0.12 (0.02-0.75) 0.02
Antibiotic use recently (< 1 year) 8.82 (1.09-71.4) 0.04
Livestock size > 25 0.07 (0.02-0.28) <0.001 83.53
Antibiotic drug use recently (< 1 year) 3.94 (1.04-14.98) 0.04
Disinfestation 0.19 (0.04-0.91) 0.04
Beef cattle occurrence (c) Clearing space around the building 0.19 (0.04-0.91) 0.09
Water storage tank 0.38 (0.11-1.35) 0.14
Pet presence 6.87 (1.13-41.67) 0.04
*Reunion and Madagascar only, (a) Intercept = 0.01376, null deviance : 99.832, model d.f.=

4,
(b) Intercept =-2.7919, null deviance : 73.304, model d.f.= 3; (c) Intercept = 0.9959, null
deviance : 132.027, model d.f.= 5.

94



Chapitre 4 — Quels facteurs de risqued’occurrence d’EBLSE dans les élevages intensifs

4, Discussion

Our study pointed out high ESBL-E prevalence in Madagascar, Reunion and Mayotte livestock
commercial farms. Overall ESBL genes diversity in E. coli was reduced with blacrx-m-1 mainly identified.
In Madagascar, all genes identified in pig and beef cattle were blacrx-m-15, main enzyme observed in
humans (Rakotonirina, Garin et al. 2013, Naas, Cuzon et al. 2016). It could confirm circulation of ESBL-
E between human and livestock. Concrete factors associated with an increased risk of ESBL-E
occurrence in farms were identified such as pet presence, farmer visits and recent antibiotic use.
Finally, biosecurity and hygienic measures (e.g. disinfection, water quality control, detergent use) were

globally reducing ESBL-E occurrence in I0C farms.

Our study clearly pointed a high ESBL-E prevalence in Madagascar, Reunion (except beef cattle) and
Mayotte. Prevalence estimate was not accurate as obtained with a limited sample size; Madagascar
ESBL-E prevalence calculated could neither estimate the overall prevalence in this large territory nor
be the reflect of livestock farms diversity. If ESBL characterization allowed, for the first time, to identify
a circulation of blacrx-m-1in all livestock types, the limited number of ESBL found in each livestock and
I0 territory (N=10) cannot rule out patterns. Less diversity was expected by livestock type (e.g in
poultry in each territory, pigs from Reunion and beef cattle from Mayotte) and could highlight needs

of further enzyme identification as diversity could not be captured as a whole.

No phenotypic resistance to ertapenem in ESBL-E isolates was identified, which is in accordance with
the absence of carbapenemase producing Enterobacteriacae (CPE) detection in 10 livestock in 2018
(Gay, Belmonte et al. 2017). However, use of CPE selective media would be more suitable for CPE
detection. Resistance to fluoroquinolone could be low in Mayotte as no resistance to ofloxacin was
observed, but should be confirmed as few isolates were tested. Hypothesis about risk factors
identification in our study was opportunistic and case control or cohort study designs to rule out ESBL-
E control measures would be needed. Furthermore, antibiotic drug use recently was identified as
increasing ESBL-E occurrence in |10 farms but the farmers were not able to tell which antibiotic drug
was used. Further studies should be undertaken to evaluate antibiotic drugs consumption and

practices in 10 farms.

In broiler production estimated prevalence in 10 territories was higher than 50.0% reported in 2012 in
Germany (Dahms, Hubner et al. 2015), but similar to 70.0% reported in Japan in 2007 (19). In India, in
2014, among 87.0% of ESBL-E were detected in broiler and 42.0% in layer farms (Brower, Mandal et al.

2017). In pig farms, the prevalence in 10 was higher than 8.3% reported in pigs in Japan in 2007 (Hiroi,
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Yamazaki et al. 2012). For Madagascar it was similar to the 88.2% of ESBL-E positive farms observed in
2012 in Germany (Dahms, Hubner et al. 2015). ESBL-E occurrence of Mayotte and Madagascar beef
cattle farms were similar to data reported from other studies in Germany with 73.3% of farms tested
positive in 2011 to 2012 (Bavaria) (Schmid, Hormansdorfer et al. 2013) and 54.4% in 2012 in
Mecklenburg-Vorpommern (Dahms, Hubner et al. 2015). In Reunion, the prevalence of ESBL-E in beef
cattle farms tends to be significantly lower than in other territories. It could reflect effectiveness of the
French governmental antibiotic reduction plan (Ecoantibio) in Reunion and better biosecurity applied.
Mayotte is a French oversea territory, breeding practices are clearly different from Reunion with mixed

livestock farms and could explain observed differences.

Finally, the high ESBL-E prevalence observed in 10 territories could point important antibiotic drug use
and/or misuse, including cephalosporins. This is particularly true for pigs in Madagascar where high

antibiotic residues were reported in pork products at abattoirs (22).

Main ESBL-E co-resistance were observed in Madagascar (i.e. ofloxacin, tetracyclin, nalidixic acid, and
gentamicin) and Reunion (i.e. ofloxacin, nalidixic acid, and trimethoprime/sulfamethoxazole). High
ESBL-E co-resistance observed in Madagascar could point out a drug overuse, particularly for widely
available oral agents (Gay, Belmonte et al. 2017). Nalidixic acid resistant isolates were resistant to
ofloxacin in Reunion and Madagascar pig productions as observed in majority of cases (Pereira, Siler
et al. 2014). Fluoroquinolone resistance was high in ESBL producing E. coli in pig production of both
territories which could indicate past or present use/misuse of this critically important antimicrobial
drug. Pig production was identified as the most important antibiotic consumer worldwide (Van
Boeckel, Brower et al. 2015). French national data indicated that fluoroquinolones use was higher in
cattle production than in pig and poultry production (ANSES 2016); trends, not estimated in 10 French

overseas territories, could differ from mainland France.

The most common ESBL gene identified in E. coli isolates tested was blacrx-m-1 (54.4%) as observed in
food-producing animals in European countries (Coque, Baquero et al. 2008). CTX-M B-lactamase is
largely located on plasmids, which allows the horizontal transfer between enterobacteriaceae

(Rodriguez, Thomas et al. 2014) and explains the current epidemic spread of this enzyme worldwide.

Overall ESBL gene diversity was reduced in our study with circulation of few genes by production type
(e.g. blacrx-m-1 in pig and poultry from Reunion and blacrx-m-15 in pigs and beef cattle in Madagascar). It
probably indicated a common past source of contamination with introduction of ESBL-E carriers and

diffusion due to close contact in livestock as reported with blacrx-m-14 in cattle from the United Kingdom
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(Snow, Warner et al. 2012). Thus, overall introduction/exchanges of ESBL-E between reservoirs and
environment seems limited as observed by Dorado-Garcia in the Netherlands (2005-2015) (Dorado-
Garcia, Smid et al. 2017). A more diverse ESBL genes pool was identified in 10 poultry production with
at least three different genes detected in each territory. Most of ESBL genes were blacrx-m-1 but SHV-
ESBL and TEM-ESBL genes were also identified as in Dutch broilers (Huijbers, Graat et al. 2014). This
diversity of ESBL genes in poultry could be related to close contact with poultry house surrounding
environment. Interestingly, blacrx-m-15 was observed in pig production, beef cattle and poultry from
Mayotte and Madagascar; It is the main enzyme observed in humans in 10 (Rakotonirina, Garin et al.
2013, Naas, Cuzon et al. 2016) and circulation of ESBL-E between human and livestock could be

suspected.

In broiler farms, “Premises building constructed after 1999” and “change of shoes/boots before
entering the building” were significantly increasing ESBL-E occurrence in Reunion. Both factors were
difficult to explain as related to improved biosecurity measures. Antibiotic drug use could be higher in
modern farms and “change of shoes/boots” was identified also as a risk factor ESBL-E occurrence in
Vietnam poultry production (Nguyen, Carrique-Mas et al. 2015) confirming that further investigations
are needed to identify a potential confounding explanatory factor. In Madagascar, “chick production
in the farm” significantly reduced occurrence of ESBL-E. This is in accordance with a vertical ESBL-E
transmission into the production chain through external introduction such as imported day-old
grandparent chickens as in Dutch poultry farms (Dierikx, van Essen-Zandbergen et al. 2010). In all IO
territories, “water quality control” was a protective factor of ESBL-E occurrence in commercial farms.
It was in accordance with studies on Campylobacter spp. that showed that electrolyzed water or
chlorinated-water allowed reducing bacterial presence (Mead, Hudson et al. 1995, Park, Hung et al.
2002). Rural surface water may become a large reservoir of antibiotic residues and resistant bacteria
(zhang, Li et al. 2014), thus, in order to minimize transmission of enteropathogens, drinking water

should be of potable quality to ensure freedom from enteric pathogens (Cox and Pavic 2010).

In pig farms, both “rodent control” and “two disinfections between two consecutive batches” were
significantly reducing ESBL-E occurrence in Reunion. Both measures are related to biosecurity and
hygiene helping to control disease and antibiotic resistance spread (Schmithausen, Kellner et al. 2015).
In all 10 territories, “recent antibiotic use”, “soak the floor” and “farmer visits” were associated with
an increase of ESBL-E occurrence in pig production whereas “detergent use for cleaning” was
associated with a decreased occurrence. ESBL-E occurrence could be more determined by the presence

or absence of cephalosporin use at the farm as in Dutch pig production (Dohmen, Dorado-Garcia et al.

2017). “Others farmer visits” has never been identified as increasing ESBL-E occurrence and could be
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more related to the frequency of visits as observed with the veterinarian in cattle farms in Israel (Adler,
Sturlesi et al. 2015). Visitors could contribute to ESBL-E introduction and could carry/share material
that favor transmission pathways. Detergent use for cleaning was associated with a decreased ESBL-E
occurrence in 10 pig production. Using effective detergent for cleaning was identified to decrease the
risk of batch infection by Enterobacteriaceae such as Salmonella sp. (36). However, “soak floor”
practice in 10 pig farm production could be explained by wrong biosecurity practices; for instance, let
water for a too short period could not allow complete cleaning. For instance, a period of one-hour soak
time may could be insufficient to demonstrate a significant difference in organic matter removal in pig
pens (37). Thus, cleaning and disinfection processes are a cornerstone in ESBL-E eradication which was

obtained in pig farms under specific disinfection procedures (Schmithausen, Kellner et al. 2015).

In beef cattle production, “clearing space around the building “and “clean condition around the farm”
reduced significantly ESBL-E occurrence in Madagascar. This explanatory variable could be related to
a confounding factor; garbage presence in the farm probably attracting potential ESBL-E reservoirs
such as dogs, cats or rodents. Accordingly, pet presence in the farm was identified as increasing ESBL-
E occurrence in |0 beef cattle farms. This finding was in accordance with Santman-Berends et al., 2017
(Santman-Berends, Gonggrijp et al. 2017) which found cat presence as an explanatory factor of ESBL-
E occurrence in organic herds in the Netherlands in 2011. It could be due to the fact that pets could be
both given antibiotic drugs by owners and/or play a role of reservoir/vector of ESBL-E from the close
environment. Furthermore, “recent antibiotic use” was associated with an increased ESBL-E
occurrence in beef cattle farms. However, 3rd or 4th generation cephalosporin use in 10 beef cattle
farm was not studied while use was estimated to increase by nearly 4 times ESBL producing E. coli in

dairy farms if used in the last 12 months (Snow, Warner et al. 2012).

Factors associated with a decrease of ESBL-E occurrence in 10 beef cattle farms were “livestock size”
and “disinfection”. 10 big farms, herd size (>25 cattle), could apply stricter biosecurity measures.
However, Adler et al. (2017) reported that an increased density was associated with more ESBL-E
carriage in Israeli cattle farms (Adler, Sturlesi et al. 2015). As discussed before, cleaning and
disinfection seems to be cornerstones in ESBL-E management and hygiene paucity was identified as a
risk factors of ESBL-E occurrence on dairy farms (e.g. storage of slurry in a pit, infrequent cleaning of

feeding equipment) (Snow, Warner et al. 2012).

In 10 ESBL-E occurrence in 2016-2017 was high probably pointing out antibiotic drug overuses and/or
misuses and particularly cephalosporins. The situation could be reversible if better practices were

implemented regarding antibiotic use. For instance, in the Netherlands in 2010-2011, 20% of
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prevalence was observed if no cephalosporin was used (3CG and 4CG) within the preceding year in pig
farms and 79% if those antibiotics were used (Hammerum, Larsen et al. 2014).

Blacrx-m-15 gene, mainly identified in humans both in hospital and community, was observed in 10
livestock and particularly Madagascar Further investigations, including complete genome sequencing,
are needed to evaluate the hypothesis of ESBL-E transmission and diffusion between reservoirs in this
territory. Finally, interesting factors related to biosecurity and hygiene measures in commercial farms

were identified (e.g. controlled water, disinfection, rodent control) to control ESBL-E occurrence.

5. Conclusions

Finally, this study in IOC commercial farms pointed out high ESBL-E prevalences in livestock, except
beef cattle in Reunion. It highlighted probable antibiotic overuse/misuse in farms contributing in ESBL-
E selection. It confirmed the need to evaluate consumption and use of antibiotic drugs in 10C
territories. Concrete protective and risk factors of ESBL-E occurrence (e.g. pet presence, detergent use
for cleaning) were identified, even if further investigations are needed to reinforce these results. This
study is the first to explore the situation of antibiotic drug resistance in farm animals and explore
potential tools for management of ESBL-E in |10 farms. As a whole, it confirms the need for improving
in biosecurity and hygienic measures as efficient means to reduce antibiotic resistance in livestock.
Finally, it provides interesting hypotheses to explore about ESBL-E transmission between food-

producing animals and humans in Madagascar and developing countries.
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Résultats majeurs

L’étude réalisée entre 2016 et 2017 dans les territoires de Madagascar, de La Réunion et de Mayotte
montrait une prévalence d’EBLSE inter-élevage élevée dans les filieres intensives de bovins a viande

(hors Réunion), de porcs naisseurs/engraisseurs et de volailles de chair.

Pour I'ensemble des territoires aucune filiere d’élevage ne semblait plus impactée que les autres.
Néanmoins, des disparités dans la prévalence inter-élevage d’EBLSE étaient observées entre les
territoires. Ce taux de positivité était significativement plus élevé pour les élevages de bovins a viande
(66,7 %) et de porcs (86,7 %) a Madagascar par rapport a ceux de La Réunion (3,7 % et 53,3 %
respectivement). Il était significativement supérieur a Mayotte (68,4 %) qu’a La Réunion pour |'élevage

intensif de bovins a viande.

Globalement, comme dans le compartiment homme (chapitre 3), la colonisation par les EBLSE des
animaux d’élevage était significativement moindre a La Réunion par rapport aux autres territoires

(hors filiere volailles).

Tous territoires confondus, le controle de la qualité de I'eau a été identifié comme un facteur
protecteur de la contamination par les EBLSE des élevages de volailles. Pour les élevages de porcs et
de bovins a viande, les mesures de désinfection des batiments avec des détergents et la diminution de

I'usage d’antibiotiques paraissaient centrales dans le contréle des EBLSE.

Des genes blacrx-w-1s identifiés chez 'homme a Madagascar (Naas, Cuzon et al. 2016) ont aussi été
retrouvés dans I'’ensemble des filieres d’élevage de ce territoire. Bien que fondée sur un faible nombre
d’échantillons, cette observation pourrait indiquer une transmission des EBLSE entre les
compartiments homme et animal a Madagascar (cette hypothése sera testée dans la partie 3 du

manuscrit), comme cela a aussi été noté au Ghana (Falgenhauer, Imirzalioglu et al. 2018).

En résumé, le compartiment animal d’élevage semble étre un réservoir majeur d’EBLSE. Cependant, il
reste difficile d’estimer clairement le fardeau sanitaire des EBLSE dans ce compartiment car le
protocole d’étude reposait sur I'estimation d’une prévalence inter-élevage d’EBLSE (pourcentage
d’élevages positifs pour la présence d’EBLSE) et non d’une prévalence globale par filiere d’élevage
(pourcentage d’animaux colonisé par filiere et territoire). Bien que la typologie de I’élevage (intensif
versus traditionnel) n’était pas identifié comme un déterminant de la prévalence de résistances aux
antibiotiques chez les élevages de porcs en Europe (Mircovich C 2004), une prévalence supérieure en
élevage intensif dans I’'Océan Indien ne peut étre exclus. En effet, I'élevage intensif pourrait étre

favorable aux transmission d’EBLSE interindividuelles.
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La contribution de I'élevage familial dans la problématique sanitaire des EBLSE devrait étre estimée
dans I'océan Indien, cela particulierement a Madagascar ou il occupe une place importante dans la vie
économique du pays avec 80,0 % de la population malgache impliquée dans une activité agricole

(http://www.banguemondiale.org/fr/country/madagascar/overview). Conséquemment, la

contribution des animaux d’élevage a la problématique globale des EBLSE devait étre évaluée a

Madagascar.

Trois points clés sur « compartiment animal de rente »
e Une prévalence inter-élevage élevée toute filieres confondues (de 53,3 % a 86,7 %), hors filiere bovin,
Réunion

e Les élevages intensifs de bovins et de porcs étaient plus contaminés a Madagascar et a Mayotte qu’a La
Réunion.

® Les geénes blacrx-m-15 identifiés majoritairement chez ’homme étaient présents dans toutes les filieres
d’élevage a Madagascar.

Une prévalence inter-élevage d’EBLSE élevée dans I'ensemble des filieres intensives de porcs
naisseurs/engraisseurs, de volailles de chair et de bovins a viande a été estimée dans les territoires
étudiés (hors bovins a La Réunion) dans le chapitre 4. Une contamination environnementale par les
EBLSE a proximité de ces élevages ne peut étre exclue. Les zones géographiques contaminées par les

EBLSE a La Réunion ont été caractérisées a I'aide de rats servant de bio-indicateurs dans le chapitre 5.
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Chapitre 5. L’environnement : les rats comme marqueurs de la contamination
environnementale par les EBLSE

Le Chapitre 4 a permis d’estimer une prévalence d’EBLSE inter-élevage élevée dans les filieres
intensives de porcs naisseurs/ engraisseurs, bovins a viande et de volailles de chair de La Réunion (hors

bovins), Mayotte et Madagascar.

Les Entérobactéries, telles que E. coli, sont capables de survivre plus de 100 jours dans I’environnement
a proximité des élevages et I'accumulation de la bactérie peut conduire a des évenements secondaires
de transmission (van Bunnik, Ssematimba et al. 2014). L’environnement a proximité des hopitaux a

aussi été identifié comme une source d’EBLSE (Diwan, Chandran et al. 2012).

Les rats possédent un mode de vie synanthrope en tirant profit de la proximité a 'homme qui leur
offre abris et nourriture. Ces mammiféres ont été proposés comme indicateurs de la contamination

environnementale par les EBLSE dans une étude berlinoise (Guenther, Wuttke et al. 2013).

Des rats (Rattus rattus et Rattus norvegicus) ont été capturés en 2013-2014 selon un gradient
altitudinal a La Réunion couvrant des zones urbaines, rurales et montagneuses. A Mayotte, sur la
méme période, ils provenaient de zones « peu perturbées » ne couvrant que peu d’écotypes
(échantillon de convenance). La prévalence de colonisation des EBLSE et ERC3G a été estimée pour ces

deux territoires.

L' objectif principal était d’identifier des zones éventuelles de contamination par les EBLSE et ERC3G a

La Réunion.

Les questions adressées secondairement étaient :

- Quelle est la prévalence d’Entérobactéries résistantes aux C3G et des EBLSE chez les rats a La Réunion

(Rattus rattus et Rattus norvegicus) et a Mayotte (Rattus rattus) en 2013-2014 ?

- Quels sont les déterminants de la colonisation par les EBLSE des rats de La Réunion et Mayotte ?

i) d’'une part au travers de I'étude de facteurs intrinséques (masse, sexe) chez les rats de Mayotte et

La Réunion.
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ii) d’autre part au travers de I'étude de facteurs extrinséques liés a I'environnement (occupation du

sol) dans lequel le rat évolue (plus spécifiqguement a La Réunion).

Ce projet a regu l'autorisation d’utiliser des animaux a des fins scientifiques, il est référé sous

I'identifiant APAFIS#10948-2017080114229218 v1 (Annexe 4)

Les résultats de ce travail ont été soumis a la Revue d’élevage et de médecine vétérinaire des pays

tropicaux en 2018.

Article 4. Cohard A, Leclaire A, Belmonte O, Benkimoun S, Etheves MA, Le Minter G, Lagadec E,
Mavingui P, Tortosa P, Cardinale E, Gay N. Prévalence des Entérobactéries résistantes aux
céphalosporines de troisieme génération chez Rattus sp. a La Réunion et Mayotte, 2013-2014. Journal
of Tropical Livestock Science (accepté avec des révisions mineures le 13/05/2019)
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Article 4. Prévalence des Entérobactéries résistantes aux céphalosporines de
troisieme génération chez Rattus sp. a La Réunion et Mayotte, 2013-2014

Audrey COHARD?, Alexandre LECLAIRE?, Olivier BELMONTE?, Samuel BENKIMOUN!?, Marie-Anais
ETHEVES!, Gildas LE MINTER?, Erwan LAGADEC3? Patrick MAVINGUI®>, Pablo TORTOSA3 Eric
CARDINALE?, Noellie GAYY

1. CIRAD, UMR 117, Animal, Santé, Territoires, Risques et Ecosystémes, Montpellier, France.

2. Laboratoire de Bactériologie, Hopital Felix-Guyon, Saint-Denis, La Réunion, France.

3. UMR Processus Infectieux en Milieu Insulaire Tropical, CNRS 9192, INSERM U1187, IRD 249,
Université de La Réunion, Saint-Denis, La Réunion, France.

* Téléphone : 07.68.70.00.14 /email : noellie.gay@cirad.fr

MOTS-CLES

Rattus sp., résistance aux antibiotiques, Entérobactéries, épidémiologie, Réunion, Mayotte

RESUME

Les Entérobactéries résistantes aux céphalosporines de troisieme génération (ERC3G) constituent un
fardeau sanitaire majeur pour les hommes et les animaux dans I'océan Indien. Les rats, au mode de
vie synanthrope, en sont des réservoirs avérés. Nous avons utilisé les rats comme des bio-indicateurs
environnementaux de I'occurrence d’ERC3G. L'objectif principal de cette étude exploratoire était de
générer des hypothéses concernant la contamination environnementale par les ERC3G dans les deux
territoires frangais de I'océan Indien. Cet objectif a été adressé par i) I'estimation de la prévalence des
ERC3G et des Entérobactéries productrices de béta-lactamases a spectre étendu (EBLSE) chez les rats
des deux territoires en 2013-2014 et ii) I'identification des déterminants de ce portage chez les rats
(traits d’histoire de vie et occupation du sol). En 2013-2014, des rats ont été échantillonnés selon un
gradient altitudinal a La Réunion et a Mayotte sur plusieurs sites peu anthropisés.

Sur un échantillon de convenance de 198 et 138 rats a La Réunion et a Mayotte, respectivement, la
prévalence des ERC3G s’élevait a 5,1% et 8,7% et celle des EBLSE a 0,5% et 0,8%. La masse, la longueur
de la queue et la proportion de terrains agricole dans le domaine vital du rat étaient des déterminants
du portage d’ERC3G a la Réunion. A Mayotte, les déterminants de ce portage étaient une masse faible
et le site de capture du rat avec un cluster de cas positifs dans une localité spécifique. Finalement, les

résultats obtenus semblent indiquer une faible contamination de I'environnement par les ERC3G a La

109


mailto:noellie.gay@cirad.fr

Chapitre 5 — L’environnement : les rats comme marqueurs de la contamination environnementale

Réunion et Mayotte en 2013-2014. A La Réunion L’hypothése d’une contamination environnement par

I’épandage de lisier a été soulevée nécessitant des investigations complémentaires.

SUMMARY

Enterobacteriaceae resistant to third generation cephalosporin (ER3GC) are a main public health and
veterinary issue in Indian Ocean. Rats are synathropic reservoirs of these multiresistant bacteria.They
were used as environmental bioindicators of ER3GC in this exploratory survey. Our main objective was
generating hypothesis about ER3GC environmental contamination in French Indian ocean territories.
The objective was addressed with i) the estimation of the ER3GC and extended spectrum Beta-
lactamase producing Enterobacteriaceae (ESBL-E) prevalence in Reunion and Mayotte rats in 2013-
2014 and ii) the identification of the determinants of ER3GC carriage in rats in both territories (life
history trait and land use).

In 2013-2014, rats were sampled in Reunion according to an altitudinal gradient and Mayotte in
different sites (both are french oversea territories).

Convenience sample of 198 and 138 rats from Reunion and Mayotte, respectively, allowed estimating
a prevalence of 5.1% and 8.7% of ER3GC, and 0.5% and 0.8% of ESBL-E (Reunion and Mayotte
respectively). In Reunion, rat mass, tail length and proportion of agricultural land in the rat’s home
range were significantly correlated with ER3GC carriage. In Mayotte, small mass and catch site
(geographical cluster of positive cases) were explanatory factors of ER3GC carriage in rats. Thus, ER3GC
prevalence in rats was moderate and could point limited ER3GC environmental contamination in both
territories. Interesting hypothesis about ER3GC contamination in Reunion due to manuring the

cultures arose and should be investigated further.
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1. INTRODUCTION

Depuis les années 90, les professionnels de santé doivent faire face a I'émergence d’Entérobactéries
multi-résistantes aux antibiotiques, d’abord en milieu hospitalier puis progressivement en milieu
communautaire (i.e. médecine de ville). Ces bactéries multi-résistantes aux antibiotiques (BMR) sont
caractérisées par leur résistance a au moins trois familles d’antibiotiques (Magiorakos, Srinivasan et
al. 2012). Parmi elles, les Entérobactéries résistantes aux céphalosporines de troisieme génération
(ERC3G) qui possedent plusieurs mécanismes de résistance dont les plus communs sont la production
de béta-lactamases a spectre étendu (EBLSE) (i.e. génes de résistance aux antibiotiques a localisation
plasmidique) et la présence du géne AmpC (i.e. géne de résistance aux antibiotiques a localisation

chromosomique).

Les infections aux ERC3G constituent un enjeu sanitaire mondial en raison de la difficulté a trouver des
thérapies antibiotiques efficaces. La propagation des ERC3G entraine l'augmentation de Ia
consommation d’antibiotiques de derniére ligne thérapeutique, notamment les carbapénémes, et la
multiplication d’échecs thérapeutiques (Zahar, Bille et al. 2009). En outre, les Entérobactéries sont des
bactéries commensales du tube digestif qui peuvent devenir pathogénes pour leur hote par
opportunisme. Le portage digestif d’ERC3G par les hommes et les animaux participe a leur succes de
propagation. En effet, les feces libérées dans I'environnement permettent de contaminer de nouveaux

hotes (e.g. contamination de I’eau, de la nourriture ou juste de I'environnement direct) (Hawkey 2008).

Dans le Sud-Ouest de I'océan Indien, le fardeau sanitaire des ERC3G, dont les EBLSE, est généralisé a
tous les territoires pour 'homme et I'animal (Gay, Belmonte et al. 2017).

En 2016, la surveillance des BMR en milieu hospitalier a permis d’identifier La Réunion comme étant
la 4%™ région francaise en termes d’incidence en EBLSE; aucune estimation hospitaliére n’est
disponible en 2019 a Mayotte. De nombreuses inconnues persistent dans ces deux départements
frangais de I'océan Indien, d’une part sur la prévalence des BMR des hommes en communauté (ville)
et d’autre part sur leur distribution dans I'environnement (appréhendant indirectement I'exposition

des populations animales et humaines).

Les rats ont été identifiés comme étant des réservoirs d’Entérobactéries multi-résistantes aux
antibiotiques (Guenther et al., 2012). Les rats sont des omnivores opportunistes pouvant utiliser toutes
les ressources alimentaires disponibles (Soubeyran et al., 2011). lls sont présents dans tout type
d’habitat que ce soit en milieu urbain, agricole ou peu perturbé (Himsworth et al., 2014). Ces

mammiféres ont été utilisés comme indicateurs de la contamination environnementale par les ERC3G
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en milieu urbain en Allemagne (Guenther, Wuttke et al. 2013), au Canada (Himsworth, Zabek et al.
2015), en Guinée (Schaufler, Nowak et al. 2018) mais aussi en milieu agricole (Literal et al. 2009).

En nous basant sur les résultats de ces études, les rats ont été utilisés comme des indicateurs des
niveaux de résistance aux antibiotiques dans I'environnement dans les territoires frangais de I'océan
Indien.

L'objectif principal de cette étude exploratoire était de générer des hypotheses concernant la
contamination environnementale par les ERC3G dans les deux territoires francais de I'océan Indien.

Les objectifs secondaires étaient :

(i) d’estimer la prévalence globale d’Entérobactéries résistantes aux C3G et d’EBLSE chez les rats a

|’échelle des territoires de La Réunion et a Mayotte en 2013-2014 ;

(ii) d’identifier les déterminants (traits d’histoire de vie et occupation du sol) du portage

d’Entérobactéries résistantes aux C3G par les rats a La Réunion et a Mayotte.

2. MATERIEL ET METHODES

2.1. Plan d’échantillonnage

Dans le cadre du projet LeptOl, des rats ont été capturés entre Février 2011 et Février 2014 selon un
gradient altitudinal a La Réunion et dans des zones peu perturbées a Mayotte. Au total, 858 rats (i.e.
R. rattus et R. norvegicus) ont été capturés a la Réunion (Guernier, Lagadec et al. 2016) et 289 rats (i.e.
R. rattus) a Mayotte (Lagadec, Gomard et al. 2016). Seuls les intestins de 138 rats provenant des zones
peu perturbées de Mayotte étaient disponibles en bio-banque.

Pour les deux territoires, une taille d’échantillon de 196 rats a été calculée a partir d’'une prévalence
attendue de 15,0% comme estimée chez les rats urbains de Berlin (Guenther, Wuttke et al. 2013), avec

un risque d’erreur de 5,0% et une précision absolue de 5,0%.

Les animaux échantillonnés dans le cadre de cette étude ont été euthanasiés en accord avec les
directives européennes concernant la protection animale (Directive 2010/63/EU). Le Comité d’Ethique
du CYROI n° 11 a approuvé le protocole, de méme que le Ministére de I'Enseignement Supérieur et de

la Recherche sous I'accréditation 03387 (LeptOl) et 03584 (BatMan).
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2.2. Analyses de laboratoire

Apres dissection, différents organes des rats étaient prélevés et conservés en bio-banque a -80°C. Les
intestins de rats ont été broyés puis placées a 37°C (+/- 1°C) pendant 18h (+/- 2h) dans 50 mL d’eau
peptonée (Jazmati, Hein et al. 2016). L’'ensemencement était ensuite réalisé sur une gélose ChromID
ESBL (Gélose chromID ESBL, bioMérieux SA) puis les boites incubées a 37°C (+/- 1°C) pendant 24h (+/-
3h). Un test Oxydase était réalisé sur les colonies présentes, puis les colonies Oxydases négatives ont
été identifiées au niveau spécifique par spectrométrie de masse (MALDI-TOF, Bruker).

Un ou deux antibiogrammes ont été réalisés sur chaque espéece d’Entérobactérie identifiée selon les
recommandations de I'EUCAST (EUCAST 2015) afin de distinguer I'hyperproduction de

céphalosporinases d’une production de BLSE.

2.3. Analyses spatiales et statistiques

Afin de caractériser I’environnement dans un rayon de 200m autour du point de capture de I'animal,
des cartes d’occupation du sol SPOT5 ont été utilisées (Antenne SEAS-OI, 2014) (Exemple pour La
Réunion en annexe). Ce périmetre correspond au domaine vital du rat (Rahelinirina, Duplantier et al.

2010). Les zones tampon de 200m ont été réalisées a I'aide du logiciel Qgis Version 2.18.13.

Des régressions logistiques binaires (fonction de lien Logit) ont été réalisées entre la variable réponse
« présence/absence de bactéries résistantes aux céphalosporines » et les variables explicatives pour
identifier les déterminants du portage. Ces analyses univariées ont été réalisées pour chaque territoire
sur les données de trait d’histoire de vie des rats collectées sur les individus échantillonnés et
d’occupation du sol extrait des cartes Raster SPOT5 (Antenne SEAS-OI, 2014). Il s’agissait de
caractéristiques biologiques telles que le sexe, I'espéece, la maturité de I'animal, la longueur de la queue
(i.e. proxi de I'age de I'animal et identification de I'espéce), du corps, la masse de I'animal, et de
caractéristiques liées aux types d’occupation du sol (Annexe). Dans un second temps, ces régressions
logistiques binaires ont été réalisées sur I'ensemble des données des deux territoires en excluant les
données d’occupation du sol, trop disparates entre les deux territoires. Le logiciel R version 3.4.2 a été

utilisé pour réaliser ces analyses.

3. RESULTATS/ DISCUSSION

3.1. Caractéristiques des Entérobactéries résistantes aux C3G et des EBLSE isolées chez les

rats de Mayotte et de La Réunion, 2013-2014
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Parmi les rats porteurs d’ERC3G de La Réunion et de Mayotte en 2013-2014, cinq especes bactériennes
étaient identifiées (Tableau 1). Pour les deux territoires confondus, la majorité (52,2%) des
Entérobactéries identifiées appartenaient a I'espece Citrobacter freundii et 30,4% a |'espéce

Enterobacter cloacae. Escherichia coli a été identifiée chez un rat de Mayotte.

Parmi les ERC3G, on observait majoritairement des profils de résistance acquise a la ticarcilline (TIC)
mais une sensibilité conservée aux aminosides (i.e. gentamicine (GM), amikacine (AN)) et a I'acide
nalidixique (AN). Les profils de résistances des deux Entérobactéries identifiées comme productrices
de BLSE ne différaient pas des autres Entérobactéries hyper-productrices de céphalosporinases.

Bien que les effectifs d’'ERC3G étaient réduits, les profils de résistance montraient des différences entre
les deux territoires. Plus de 40,0% des souches de C. freundii et E. cloacae isolées chez les rats de
Mayotte présentaient des phénotypes résistants ou intermédiaires a l'ertapénéme (ERM), un
antibiotique de derniére ligne thérapeutique. En outre, la résistance a la tétracycline (TE) était
observée uniquement a Mayotte (i.e. E. coli et E. cloacae). Des phénotypes d’E. coli résistants a la TE
avaient aussi été rapportés chez des rats au Sénégal en 2007 (Literak et al., 2009) et au Vietnam en
2012 (Nhung et al.,, 2015). En conséquence, les pressions de sélection antibiotiques sur les
Entérobactéries de Mayotte pourraient étre supérieures celles exercées a La Réunion. L'identification
de résistance aux carbapénemes chez les rats a Mayotte souléve I'hypothése d’une diffusion de
bactéries résistantes a ces traitements de derniéere ligne thérapeutique hors du milieu hospitalier. Les
mécanismes de résistance observée a I'ERM, notamment chez C. freundii, devraient étre investigués
pour éventuellement confirmer I'acquisition d’'un plasmide conférant une production de

carbapénémases.
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Territoire  Espéces identifiées N CM  CTX CAZ FEP TIC ERM AMC TE CFR SXT OFX
Réunion Citrobacter freundii* 52 4R/1S 4R/1S 4R/1S 5§ 5R 58 5R 5§ 5R 55 4S/1R
Enterobacter cloacae* 5 4R/1S  5R 4R/11 45/11 5R 58 5R 58 5R 58 5§
Hafnia alvei 1 1R 1R 1R 15 1§ 15 1R 1§ 1R 15 15
Mayotte  Citrobacter freundii 7 7R 7R 7R 6S/1R 7R 6S/1R 7R 6S/1R 6R/1S 7S 6S/1R
Enterobacter cloacae 3 3R 3R 3R 15/21 3R 15/21 3R 35 3R 35 35
Escherichia coli 1* 1R 1R 1R 15 1R 1S 15 1R 1R 1R 15
Enterobacter cerogenes 1 1R 1R 1R 15§ 1R 15 1R 15 1R 15 15
Total 23 21R/2S22R/1S21R/11/15195/31/1R22R/1520S/21/1R22R/1S21S/2R22R/15225/1R215/2R

un rat était porteur de deux espéces différentes d'Entérobactéries résistantes aux C3G

2 une EBLSE identifiée

AM : Amoxicilline ; CFM : Céfixime ; CTX : Céfotaxime ; CAZ : Ceftazidime ; FEP : Céfépime ; TIC : Ticarcilline ; ERM : Ertapénéme ; AMC : Amogicilline + Acide clavulanique ; TE : Tétracycline ;
CFR : Céfadroxil ; SXT : Bactrim ; OFX : Ofloxacine ; GM : Gentamicine ; AN : Amikacine ; NA : Acide nalidixique

R: Résistant ; | : Intermédiaire ; S : Sensible

Toutes les espéces d'Entérobactéries testées étaient résistantes 3 I'amoxicilline (AM) et sensibles aux antibiotiques gentamicine (GM), amikacine (AN) et acide nalidixique (AN).
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3.2. Prévalence des ERC3G et des EBLSE a La Réunion et Mayotte, 2013-2014

Une prévalence de 5,1% [2,0%-8,1%] d’ERC3G a été estimée chez les rats de La Réunion, contre 8,7%
[4,0%-13,4%] a Mayotte. La prévalence d’ERC3G observée a Mayotte n’était pas supérieure a celle
observée a La Réunion (p-value =0,3).

A La Réunion en 2013-2014, un rat était porteur d’une EBLSE, soit une prévalence de 0,5% [0,0%-1,5%].
A Mayotte en 2014, un rat était porteur d’'une EBLSE, soit une prévalence de 0,8% [0,0%-2,1%]. Aucune

différence de la prévalence d’EBLSE n’était observée entre les deux territoires (p-value = 1,0).

Les prévalences d’'ERC3G et d’EBLSE obtenues dans les deux territoires étudiés étaient inférieures a la
prévalence de 16,0% obtenue a Berlin en 2010 (Guenther, Wuttke et al. 2013). Par conséquent, la
prévalence attendue, utilisée a priori dans le calcul de la taille d’échantillon de cette étude était
surestimée. Cette inexactitude réduit la précision de la prévalence obtenue a La Réunion. Malgré cette
limite, la comparaison de la prévalence d’ERC3G estimée avec les données de la littérature reste
pertinente et suggéere une contamination environnementale limitée a La Réunion en comparaison avec
d’autres territoires. A Berlin en 2010, sur 56 R. norvegicus capturés, une prévalence de 16,0% d’E. coli
productrices de béta-lactamase a spectre étendu était observée (Guenther et al., 2013). A Hong-Kong,
de 2008 a 2013, une prévalence d’EBLSE de 13,4% chez R. rattus et R. norvegicus était estimée (N= 491)
(Ho et al., 2015).

Au Sénégal en 2007, la prévalence d’ERC3G de 2,2% chez R. rattus, (N=45) (Literak et al., 2009) était
comparable avec ceux de La Réunion (p-value = 0,7). Les captures réalisées dans le cadre de cette

étude provenaient de zones non habitées.

Finalement, la sous-représentation des rats provenant de milieux urbains dans les échantillons de La
Réunion et Mayotte par rapport aux études réalisées a Hong-Kong et a Berlin pourrait expliquer une
part des différences de prévalence d’ERC3G estimées entre ces territoires.

En effet, le portage des ERC3G par les rats en milieux urbains pourrait étre influencé par la présence
et I'activité de 'homme, et notamment la présence de déchets contaminés constituant une source de
nourriture pour ces mammiféres (Himsworth et al., 2014). En France, des bactéries résistantes aux
antibiotiques de derniere génération tels que les céphalosporines de derniéeres générations et les
carbapénémes ont été détectées dans les eaux a proximité d’hépitaux ou en zone péri-urbaine
(Almakki, 2017).

L'urbanisation de Mayotte en 2014 et de La Réunion en 2013-2014 reste limitée a I’échelle du territoire

et pourrait expliquer les niveaux de prévalence faibles observés. Ainsi, I’habitat du rat semble jouer un
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role central dans le portage de BMR comme l'avait proposé d’autres auteurs (Guenther, Wuttke et al.

2013) gu’il est nécessaire de considérer.

3.3. Occupation du sol et déterminants du portage

L'usage de cartes d’occupation du sol a permis d’identifier le milieu agricole comme un déterminant
du portage d’ERC3G des rats a La Réunion (Figure 1; Tableau 2). Ce portage était associé a
|"augmentation de la proportion de terrains agricoles dans un rayon de 200m autour du point de
capture de I'animal. Cette observation pourrait indiquer une contamination du rat par I'épandage de
lisier de porc dans les champs a La Réunion. En effet, I'élevage de porc peut étre un réservoir important
de BMR avec 53,3% d’élevages porcins positifs a la présence d’EBLSE a La Réunion en 2016 (Gay,
Leclaire et al. 2018). En ce sens, le portage d’ERC3G était significativement supérieure pour les petits
mammiféres capturés a proximité d’élevages porcins au Canada (Kozak, Boerlin et al. 2009). Dans le
méme sens la prévalence d’E. coli résistantes aux antibiotiques était significativement plus élevée chez
les rats capturés a proximité des élevages au Vietnam (Nhung, Cuong et al. 2015). L’hypothése d’une

contamination environnementale par I'épandage de lisier devrait-étre testée a La Réunion.

B Urbain peu dense

W Solmu

B Agi divers

B Prairie élevage
Canne

B Végétation herbacée

B Végétation arbustive

B Végétation arborée

B Eau

* Point de capture

@ COMMUNE

Le diagramme encadré correspond au rat porteur d’'une EBLSE.

Figure 1. Distribution spatiale et caractérisation du milieu de vie autour du point de capture des rats

porteurs d'ERC3G a La Réunion en 2013-2014
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A Mayotte aucun déterminant du portage d’ERC3G lié a I'occupation du sol n’a été identifié (Figure2 ;

Tableau 2).

W Bati

[ Solnu

B Agridivers

B Végétation dense
B Végétation arbustive
W Végétation herbacée
* Point de capture

[0 COMMUNE

Le diagramme encadré correspond au rat porteur d’une EBLSE.

Figure 2. Répartition spatiale et caractérisation du milieu de vie autour du point de capture des rats
porteurs d'ERC3G a Mayotte en 2014

Les rats capturés a Mayotte provenaient principalement de milieux peu perturbés, 'ensemble des
types d’habitat dans ce territoire n’a pas été échantillonné. En effet, seuls cing sites de capture ont été
utilisés avec I'absence de représentation des milieux urbains et agricoles. Un effet site significatif était
observé sur le portage d’ERC3G dans la « forét de convalescence ». Par conséquent, une (des)
caractéristique(s) du site de la « Forét de convalescence », non identifiable(s) par la cartographie de
I’occupation du sol, pourrait influencer le portage d’ERC3G par les rats. Une étude complémentaire
devrait-étre réalisée afin de confirmer une exposition réelle au ERC3G dans la zone et identifier une

potentielle source de contamination.

Un plan d’échantillonnage assurant une meilleure représentation des différents types d’occupation du

sol devrait étre envisagée a Mayotte pour affiner I’étude des zones d’exposition au ERC3G.

118



Chapitre 5 — L’environnement : les rats comme marqueurs de la contamination environnementale

Tableau 2. Déterminants du portage d’ERC3G chez Rattus sp. a La Réunion et a Mayotte, 2013-2014

Territoire Variable Moyenne Moyenne p-value
rats positifs rats négatifs

Réunion Longueur du corps 196,1 cm 185,5 cm 0,06
Longueur de la queue 386,9 cm 207,9 cm 0,04
Masse 155,2% 132,2% 0,05
Proportion de terrains agricoles (rayon 200m) 25,4% 10,5% 0,05

Mayotte Site de capture “Forét de convalescence” -- -- 0,05
Masse 126,8 148,4 0,02

:cr(:.)rli;[toire Longueur de la queue 295,2 214,4 0,06

Des tendances particulieres relatives aux traits d’histoires de vie des rats propres a chaque territoire
ont été observées. A La Réunion, les rats présentant des masses élevées et une queue plus allongée
étaient plus porteurs d’ERC3G. La masse des rats est connue pour étre un bon estimateur de I'dge et
de la maturité sexuelle des individus (Morris, 1972). Cette observation est en accord avec une plus
grande capacité de dispersion des individus matures qui leur confére une probabilité de rencontre
accrue avec I'agent pathogéne, cela a été observé pour le portage de leptospirose chez les rats plus

agés (Himsworth et al., 2013).

A l'inverse, a Mayotte, les animaux de faible masse présentaient un portage supérieur. Il est connu
chez les rats que les réponses morphologiques peuvent varier en fonction d’'un ensemble de
déterminants intrinséques (e.g. régime alimentaire, prédation, compétitions, génétique) (Russell,
Ringler et al. 2011) ou extrinséques (latitude, température, précipitations) (Yom-Tov and Geffen 2006).
Ces différences entre les deux territoires pourraient donc étre expliquées par d’autres paramétres non
mesurés par notre plan d’étude (coupe transversale), leur étude nécessiterait un suivi longitudinal des

animaux. Aucune différence morphologique entre rats de sites différents n’était observée a Mayotte.

Cette étude est la premiere tentative pour évaluer la distribution des BMR dans I'environnement a
I’échelle des territoires de Mayotte et de la Réunion. L'utilisation des rats comme indicateurs
biologiques de la contamination environnementale par les ERC3G a permis de soulever I’hypothese
d’une source de contamination par I'épandage de lisier de porc a La Réunion. Cette hypothese devrait
étre confirmée par des études environnementales. En effet, identifier puis controler les sources
d’exposition aux BMR des populations animales et humaines est un pilier des actions de lutte contre

le fléau sanitaire de I'antibiorésistance.
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ANNEXE
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Résultats majeurs

L’étude transversale de la contamination environnementale par les EBLSE a La Réunion utilisant les
rats comme bio-indicateurs indiquait que la proportion de terrains agricoles dans le domaine vital du
rat était un facteur expliquant la colonisation de son tractus digestif par les d’Entérobactéries
résistantes aux C3G. Ainsi, I'épandage des féces d’animaux dans les zones agricoles et/ou la présence

d’élevages serait une source potentielle de contamination de I’environnement a La Réunion.

La prévalence d’Entérobactéries résistantes aux C3G chez les rats de La Réunion de 5,1 % [2,0 %-8,1 %]
ne différait pas significativement de celle estimée a Mayotte de 8,7 % [4,0 %-13,4 %]. Cette prévalence
de colonisation par les EBLSE était globalement faible en comparaison de celle obtenue dans la
littérature en zone urbaine berlinoise en 2010 (Guenther, Wuttke et al. 2013), un seul rat colonisé par

une EBLSE étant identifié dans chaque territoire respectivement.

La masse, la longueur de la queue étaient des facteurs explicatifs intrinseques de la colonisation par
les EBLSE chez les rats étudiés. Ces variables biologiques sont des estimateurs de I'dge et de la maturité

sexuelle des individus (Morris, 1972).

Il serait nécessaire de confirmer le génotype de la résistance a I'ertapénéme observé chez une
Entérobactérie de Mayotte. L’hypothése d’une circulation communautaire d’EPC dans le territoire de
Mayotte ayant été émise suite a une épidémie d’EPC a géne bla-; de 2015 a 2017 (Miltgen, Bonnin
et al. 2018). La confirmation de cette résistance chez un rat pourrait renforcer I'hypothése d’une

source environnementale et/ou communautaire d’'EPC a Mayotte.

Trois points clés sur le « compartiment environnement »

e Une prévalence globale faible des ERC3G et EBLSE chez les rats a La Réunion.

e Les zones agricoles de La Réunion potentiellement contaminées par les EBLSE provenant du
compartiment élevage.

e L’environnement intervient pour maintenir les EBLSE avec des contaminations subséquentes d’hétes
vertébrés.

Bien que basée sur des indicateurs différents, I'étude de la prévalence inter-élevage d’EBLSE suggérait
un réle important du compartiment animal comme réservoir d’EBLSE (chapitre 4) induisant des

contaminations potentielles de I’environnement (chapitre 5).
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Dans la partie 2 de cette these, nous avons soulevé I'hypothése d’une source substantielle d’EBLSE
dans le compartiment animal d’élevage dans I'océan Indien (figure 9). Des prévalences d’EBLSE
supérieures dans les compartiments homme et animal d’élevage a Madagascar étaient estimées par
rapport a La Réunion. Cependant, le niveau de contamination par les EBLSE de I'environnement dans
ce territoire n’a pas été appréhendé. Le compartiment pourrait jouer un role majeur dans la
transmission d’EBLSE dans les pays en développement facilité par des systémes d’assainissement peu

performants et un faible niveau d’hygiéne (Alvarez-Uria, Gandra et al. 2016).
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Figure 9. Représentation schématique de la prévalence d’EBLSE estimée en partie 2
dans les trois compartiments de I’approche One Health

En conségquence, nous avons souhaité étudier les déterminants de la colonisation par les EBLSE de

I’'homme via l'interaction avec les deux autres compartiments a Madagascar. Ce travail est abordé au

travers d’une approche holistique dans la partie 3.
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Partie 3 : Une approche holistique du concept One Health pour
caractériser les déterminants de la colonisation de I’lhomme en

milieu communautaire

Chapitre 6. Etude des déterminants de la colonisation par les EBLSE du
compartiment humain a Madagascar : facteurs intrinseques et extrinseques en

lien avec les autres compartiments

© Noellie Gay.

Usage de la traction animale a Madagascar, 2018

L’estimation des niveaux de colonisation/contamination par les EBLSE des compartiments animal
d’élevage et homme suggérait Madagascar comme un point chaud de circulation d’EBLSE dans le
SOOI (chapitre 3 et 4). Les génes blacrx-m-15 déja identifiés chez ’homme a Madagascar (Naas, Cuzon
et al. 2016) étaient trouvés dans I'ensemble des filieres d’élevage intensif de ce territoire. Ceci était
potentiellement en faveur d’une transmission d’EBLSE entre les compartiments homme et animal a

Madagascar et indiquait une probable perméabilité des différents compartiments entre eux.

Cette perméabilité entre compartiments a déja été observée chez certaines populations humaines

ayant des contacts rapprochés avec les animaux tels que les éleveurs de porcs (Dohmen, Bonten et
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al. 2015) et de volailles (Huijbers, Graat et al. 2014, Dorado-Garcia, Smid et al. 2017). Ces études
étaient majoritairement réalisées dans des pays développés ol les interactions entre hommes et

animaux restent réduites, en dehors des animaux de compagnie.

Dans les pays en développement, I’élevage familial offre une sécurité alimentaire et une source de
revenus pour le ménage (Faye 2001). A Madagascar, |'élevage familial est commun et occupe une
place prépondérante dans la production nationale, particulierement la production avicole (Mraidi
2014). Cela a été confirmé par une enquéte préliminaire réalisée dans la commune d’étude le 7 ao(t
2018 (Annexe 9). Sur les 67 personnes interrogées habitant la commune d’Andoharanofotsy 100,0%
rapportaient posséder au moins un animal. Parmi les personnes interrogées 32,9% correspondaient
au critere d’inclusion utilisé dans |'étude. L’élevage traditionnel pourrait étre un réservoir
conséquent d’EBLSE, comme proposé dans la partie 2, constituant une source d’exposition aux
EBLSE des hommes en milieu communautaire. En outre, la contamination de I’'environnement par
les EBLSE serait une voie de transmission majeure vers le compartiment humain dans les pays a

faible revenu (Asaduzzaman 2018).

Dans les pays a revenu faible et intermédiaire, un manque d’études sur les facteurs de colonisation
par les EBLSE de ’homme en communauté, en lien avec les autres compartiments, était constaté

(Chatterjee, Modarai et al. 2018).

Une étude transversale réalisée dans la commune d’Andoharanofotsy a Madagascar entre avril et
octobre 2018 a inclus des individus animaux, humains et des prélevements d’eau de boisson
provenant de 70 ménages. Ainsi, les trois compartiments de |'approche One Health étaient

connectés d’un point de vu spatial et temporel.

Les criteres d’inclusion d’'un ménage étaient la possession d’au moins trois espéces animales
différentes, la localisation du ménage dans la commune d’Andoharanofotsy et son consentement a

la participation a I'étude.

L'objectif principal de cette étude était d’identifier les déterminants de la colonisation par les EBLSE
de 'homme en communauté en relation avec les compartiments environnement et animaux

(élevage et domestique).
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Les questions adressées secondairement étaient :

- Quelle est la prévalence d’EBLSE dans chaque compartiment a Madagascar ?

- Quels sont les déterminants intrinséques (tels que I'age, les antécédents d’hospitalisation, le soin
des animaux) de la colonisation par les EBLSE chez ’lhomme en communauté (approche individu

centrée) ?

- Quels sont les déterminants extrinseques (tels que la composition en espéeces animales du ménage,
I'altitude du ménage et les caractéristiques de I’'habitat) de la colonisation par les EBLSE chez

I’'homme en communauté (approche ménage centrée) ?

Ce projet a recu l'autorisation du comité d’éthique de la recherche biomédicale de Madagascar

référencé sous le N°031-MSANP/CERBM (Annexe 8).

Ces travaux seront soumis avant décembre 2019.

Article 5. Gay N. Ramahatafandry ITH, Rabenanrasana MAN, Panandiniaina HP, Rakotonindrina MF,
Grosbois V, Metras R, Collard JM, Cardinale E. Small scale farming in Madagascar : individual and
environmental factors of Extended Spectrum [B-Lactamase Enterobacteroaceae colonization in
human
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Article 5. Small scale farming in Madagascar: individual and environmental
factors of Extended Spectrum f3-Lactamase Enterobacteriaceae colonization in

humans
Noellie GAY'*, llo Tsimok’Haja RAMAHATAFANDRY?, Mamitina Alain Noah RABENANRASANA?,
Harielle Prisca PANANDINIAINA3, Marie Florence RAKOTONINDRINA3, Vladimir GROSBOIS?,
Raphaélle METRAS?, Jean-Marc COLLARD?, Eric CARDINALE™.

1. Centre de coopération Internationale en Recherche Agronomique pour le Développement, Montpellier, France.
2. Direction des Services Vétérinaire, Antananarivo, Madagascar.

3. Institut Pasteur de Madagascar, Antananarivo, Madagascar.

Abstract

low-income countries, risk factors of Extended Spectrum B-Lactamase Enterobacteriaceae (ESBL-E)
colonization in humans are still understudied especially when considering exposure to the
environment and animals in rural setting. We performed a cross-sectional survey in
Andoharanofotsy township, Madagascar, 2018. Households owning at least three different animal
species were included in the survey in order to i) estimate ESBL-E colonization rates in each animal
species, humans, and drinking water; and ii) explore factors associated with ESBL-E colonization in
humans both at the household and individual levels (generalized linear models and generalized
linear mixed models were used respectively). ESBL-E colonization rates with random effect ranged
from 20.6% (95% Cl 04.8%-33.2%) in cats to 78.6% (95% Cl 49.8%-98.1%) in turkey; 33.3% (95% Cl
27.7%-38.8%) of humans were colonized and 11.4% (95% Cl 05.4%-20.2%) of human drinking water
ESBL-E contaminated. At the household level, factors positively associated with ESBL-E colonization
rate in humans was owning pig(s); conversely, elevation of the household, and animal medical
treatment in the past six months were negatively associated with human ESBL-E colonization in the
household. At the individual level, swimming activity and having taken medical treatment in the six
months prior to the survey were positively associated with individual ESBL-E colonization. This
community-based survey of ESBL-E in a rural area of Madagascar reinforced the idea of a One health

approach to fight antimicrobial resistance.
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Background

Madagascar is one of the poorest countries in the world with 75.0% of the population living with
less than 1.9 USD per day and agriculture as livelihood for 80.0% of the population

(http://www.worldbank.org/en/country/madagascar/overview). Low- and middle-income

countries are particularly affected by antimicrobial resistance (AMR) with antibiotic misuses, lack of
laboratory diagnosis (Mendelson, Rottingen et al. 2016) and inadequate food safety controls
(Nadimpalli, Delarocque-Astagneau et al. 2018). High Extended Spectrum [B-Lactamase
Enterobacteriaceae (ESBL-E) colonization in humans was reported both in humans and animals in
Madagascar (Gay, Belmonte et al. 2017). In hospital settings, 21.3% of patients were ESBL-E
colonized in Antananarivo (capital city) in 2006-2008 (Randrianirina, Vaillant et al. 2010), and 21.2%
of children were colonized in a pediatric ward in 2008 (Andriatahina, Randrianirina et al. 2010). In
human community, 10.1% of ESBL-E colonization was reported in 2009 in three communes of
Antananarivo (Herindrainy, Randrianirina et al. 2011), whilst 18.5% of pregnant women in the cities
of Moramanga and Antananarivo were ESBL-E colonized at delivery 2013-2014 (Chereau,
Herindrainy et al. 2015). Regarding animals, 86.7% of semi-intensive main pig farms, 66.7% of beef
cattle farms, and 70.0% of poultry farms were ESBL-E positive in 2016 in the townships of

Imerintsiatosika, Antsirabe and Mahitsy respectively (Gay et al., 2018).

At the household level, private indoors access to drinking water and living in an individual house
were factors positively associated with ESBL-E colonization in pregnant women (Chereau,
Herindrainy et al. 2015) whereas ESBL-E colonization was related to low socio-economic status of

the household in another study (Herindrainy, Randrianirina et al. 2011).

Risk factors of ESBL-E colonization in human communities in Madagascar remains therefore patchy
and unclear, highlighting the need of community-based surveys in order to explore the impact of
human exposure to its spatially close environment and other ESBL-E potential reservoirs (drinking

water, farm-animals, and pets).
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The purposes of this cross-sectional survey were to: i) estimate the ESBL-E colonization rates in each
animal species, humans, and drinking water in a rural setting of Madagascar and ii) explore factors

associated with ESBL-E colonization in humans at both the household and individual levels.

Methods

Study design and location

Andoharanofotsy township is a small rural town, located 12 km South from Antananarivo, the capital
of Madagascar. Andoharanofotsy township covers 7.4 km?, it has 49,181 inhabitants (census, 2008),
and is composed of eight fokontanys (i.e. primary administrative unit) that are small geographical

units of about 0.90 km? (median).

A cross-sectional study was performed in Andoharanofotsy township, Antananarivo district,
Madagascar, from April to October 2018, during the dry season. This study was conducted in
accordance with the Malagasy Law and approved by the ethical committee on biomedical human

research (N° 031-MSANP/CERBM).

Data collection

Selection of participants and collection of biological samples

A target sample of 381 human individuals was estimated assuming an expected prevalence of 20.0%

(Chereau, Herindrainy et al. 2015), an acceptable error of 5%, and 95% level of confidence.

The household inclusion criteria were i) inhabiting in Andoharanofotsy township ii) owning at least
three different animal species (livestock and/or pets), and agree to participate in the survey. The list
of households following the inclusion criteria was established by fokontany chiefs, Andoharanofotsy
mayor, community workers, and veterinarians. Based on that list, at least four households by
fokontany were randomly selected, and visited between 6-7am before household’s members

released animals and left for work.
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In each household, all consenting human individuals and all animals present at the visit (livestock
and pets) were sampled using rectal swabs. A subset of ten animals was sampled if more than 20

individuals of given species were present (i.e. flesh chicken).

Furthermore, 500ml of drinking water intended for human and/or animal use were taken (both if

water sources were different).

Questionnaires

Questionnaires were used to collect information at both the household level and the human
individual level. At the household levels, data were collected regarding location (GPS coordinates,
elevation), total number of animals owned, family member composition (sex and age), habitat
characteristics (shared with other family, individual house), roof, wall and ground types), common
source of water with animals (Y/N), animal disease in the six past months (Y/N), medical treatment

of animal owned (Y/N), antibiotics use in the six past months in animal owned (Y/N).

For human individuals, data collected were: age, sex, occupation, animal farming activity (Yes/No),
water contact activities (fishing, paddy field work, draw the water, swim), disease in the six last
months (Yes/No), if yes disease details, hospitalization in the six last months (Yes/No), medical
treatment taken in the six last months (Yes/No), antibiotics taken in the six last months (Yes/No), if

yes antibiotic details, animal species the person care, children care at home (Yes/No).

Bacteriology and susceptibility testing

After sampling, all swabs were immediately maintained at 4°C and laboratory analyses performed

the same day within two hours after reception at the laboratory.

Swabs were suspended in a Luria Bertani broth (BioMérieux SA, Marcy I'Etoile, France) and
incubated 24 h at 35+2°C with shaking. Ten (10) uL of the enriched suspension was directly streaked

onto selective chromogenic agar plates (CHROMagar ESBL, CHROMagar, Paris, France) and

131



Chapitre 6— Déterminants de la colonisation par les EBLSE du compartiment humain a Madagascar

incubated overnight at 35+2°C under aerobic condition. Water samples were filtered into 0.45um
membrane and directly cultured on selective chromogenic plates (CHROMagar ESBL, CHROMagar,

Paris, France).

Each presumptive ESBL-producers morphotype were sub-cultured individually on LB plate agar and
bacterial species identification performed using MALDI-TOF mass spectrometry (Bruker Daltonics,
Breme, Germany). After identification, Escherichia coli, Klebsiella sp. and Enterobacter sp. were
cryopreserved. Antimicrobial susceptibility testing was performed on one bacterial isolate according
to the standard disc methods described in the 2017 CASFM-EUCAST guidelines. We tested
amoxicillin  (AMX), ticarcillin (TIC), ticarcillin-clavulanate (TCC), amoxilllin-clavulanate (AMC),
ceftazidim (CAZ), cefoxitin (FOX), cefalotin (CEF), cefepim (FEP), cefuroxime (CXM), imipenem (IPM),
ertapenem (ETP), ciprofloxacine (CIP), gentamicin (GEN), aztreonam (ATM), cefotaxime (CTX) and
nalidixic acid (NAL). The presence of ESBL enzymes was confirmed by synergy of CTX, CAZ, FEP with

AMC or TCC.

Statistical analysis

First, ESBL-E colonization rate p; was calculated by species i using null Generalized Linear Mixed

Model (GLMM) with random effect on household using Ime4 package, glmer function (Logit link).

At the household level, the associations between ESBL-E colonization rate in humans and categorical
or quantitative factors were explored at univariate level using Generalized Linear Models (Logit link
function), odds ratio with 95% Cl and p values were calculated with likelihood ratio test (Annex 2
and 3). All factors with a p value less than or equal to 0.2 in univariate analyses were included in the
initial multivariable logistic regression model. The best model minimized the Akaike Information
Criterion (AIC) (Akaike 1981), using both forward and backward stepwise procedure, thus, the final
model provided the best fit while maintaining parsimony. Adjusted odds ratio were calculated based
on factors obtained in the final model. AIC, AAIC, and Fadden Pseudo R? were calculated for final

multivariable logistic regression model and chi-square goodness-of fit-statistic provided.
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At the individual level, the associations between ESBL-E colonization in humans and categorical
factors were explored at univariate level using GLMM (Logit link function), odds ratio with 95% ClI
and p values were calculated with likelihood ratio test. An initial GLMM was performed on
categorical factors with p value less than or equal to 0.2 in the univariate analysis and the best model
minimized the AIC using both forward and backward procedure. Adjusted odds ratio were estimated
using variables of the final model (age, swim, and treatment in the past 6 months) and p value
calculated using likelihood ratio test. AIC and adjusted R? are reported for null, initial, and final

multivariable logistic regression model to show goodness-of-model fit.

Results

ESBL-E colonization rates in each reservoir

In total, 350 humans, 1002 animals, and 92 drinking water samples were taken from 70 households
from April to October 2018. Presence of animal species in households varied widely with poultry
present in 67 households (95.7% of the households owning poultry), dogs were the second species

most represented species (71.4%) (Table 1).

Among the 350 people sampled, 118 were ESBL-E colonization. ESBL-E colonization rates with
random effect showed heterogeneity between reservoirs ranging from absent (i.e. rabbits, guinea

pigs, turtles, sheep, pigeons, quail, parrots, peacocks) to 78.6% (95%Cl 49.8%-98.1%) for turkeys.

Among the 591 ESBL-producing Enterobacteriaceae identified, 516 were E. coli, 55 were Klebsiella

sp., and 20 were Enterobacter sp (Annex 1, see antibiotic susceptibility testing profiles).
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Table 1. Reservoirs, sample size, ESBL-E positive individuals, ESBL-E colonization rates with random

effect, and proportion of each species in the households included in the survey, Madagascar 2018

Reservoirs * n + ESBL-E prevalence with Presence of the reservoir

ESBL-E  random effect on in households (%)
household [95% Cl]

Turkeys 14 11 78.6% [49.8%-98.1%)] 6 (0.8.6%)

Pigs 88 66 74.6% [57.8%-87.9%)] 29 (41.4%)

Goose 51 32 61.6% [39.3%-77.8%] 13 (18.6%)

Ducks 85 51 60.0% [49.4%-72.4%] 25 (35.7%)

Dogs 95 47 49.9% [37.0%-63.5%] 50 (71.4%)

Humans 350 118 33.3% [27.7%-38.8%)] 70 (100.0%)

Poultry 411 143 32.1% [24.3%-40.1%] 67 (95.7%)

Horses 10 3 30.0% [07.5%-71.1%)] 3(04.3%)

Cows 88 22 25.8% [13.1%-41.8%)] 16 (22.9%)

Cats 73 17 20.6% [04.8%-33.2%)] 41 (58.6%)

Drinking water for animal®> 70 16 22.9% [14.1%-33.6%] 70 (100.0%)

Drinking water for humans 70 8 11.4% [05.4%-20.2%)] 70 (100.0%)

Total vertebrate hosts” 1352 511 36.6% [31.9%-41.4%] -

*Drinking water was not included, rabbits (N = 35), guinea pigs (N = 19), turtles (N=11), sheep (N = 7), pigeons (N = 8), quail

(N =5), parrots (N = 1) were not presented as no individual was found positive for ESBL-E colonization but accounted in

the total. ESBL positive could be colonized by one or more than one ESBL-producing bacteria. 2 if water source not common

with human

Investigating factors of ESBL-E colonization in human at the household level

ESBL-E colonization in human households ranged from 0.0% to 100.0% (median 33.3% and mean

35.0%) in Andoharanofotsy township (Figure 1).
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Figure 1. Distribution of ESBL-E human prevalence in households

At the household level, ESBL-E colonization was associated with a lower elevation, low cat
abundance, pig presence, and higher fokontany population density in univariate analyses (p

value<0.05, Annex 3).

In the multivariate analysis an increased ESBL-E colonization in humans was positively associated
with a decreased elevation, pig presence, the absence of animal treatment in the 6 past months

(Table 2).

Table 2. Final model of factors associated with ESBL-E colonization at the household level,

Madagascar 2018
Explanatory factors Adjusted OR Beta SE LRT p value**
[95% CI] coefficient
Elevation (100m) 0.1[0.0-0.7] -2.22 1.00 0.03
Men in household 0.9[0.7-1.0] -0.14 0.08 0.08
Cat abundance 0.8[0.6-1.1] -0.21 0.14 0.12
Dog ESBL-E colonization 0.6[0.3-1.1] -0.52 0.33 0.11
Pig presence 2.1[1.2-3.7] 0.74 0.29 0.01
Animal medical treatment <6 months 0.5 [0.3-0.96] -0.65 0.32 0.04

LRT, likelihood ratio test ; Akaike Information criterion, null model= 206.7, final model= 140.3 AAIC = 66.7. Final model

residual deviance was 46.94 on 43 degrees of freedom. x2 goodness-of-fit=38.2 (p value = 0.68). Fadden Pseudo-R?: 0.38.
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Investigating factors of human ESBL-E colonization at the individual level

In total 70 households were included in our survey with 350 human individuals. Households were
composed of a median of five people; household composition ranged from one to eleven people.
Among individuals, median age was 21 years-old, 52.6% (184/350) were males, and 21.4% reported

animal farming activities (75/350).

At the univariate level, factors associated with ESBL-E individual colonization in humans were being
older, reporting animal farming activities, and having taken a medical treatment in the six past
months (Table 3). At the multivariable level being older and medical treatment in the six past months

were associated with individual ESBL-E colonization.
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Table 3. Explanatory factors of ESBL-E colonization at the individual level

N + - % ESBL-E  OR Cl 95% Univariat Adjusted Multivariate
positive epvalue ORCI9%% P value
Sex 0.31
Male 184 66 118 35.9% 1.2 [0.8-1.9] 0.43 1.3[0.8-2.0]
Female 166 52 114 31.3% 1 1
Age 0.03 0.06
[0-8] 61 12 49  19.7% 1 1
[8-16] 79 23 56  29.1% 1.7 [0.8-3.8] 1.8 [0.8-4.2] 0.14
[16-33] 92 32 60 34.8% 2.2 [1.0-4.8] 2.1[1.0-4.6] 0.07
[33-48] 55 23 32 41.8% 2.9[1.3-6.9] 2.7 [1.2-6.3] 0.02
[48-64] 49 20 29 40.8% 2.8[1.2-6.7] 2.6 [1.1-6.3] 0.03
[64-80] 14 8 6 57.1% 5.4 [1.6-19.6] 5.9[1.4-22.0] 0.01
Animal farming activity 0.05 0.34
Yes 75 33 42 453% 1.8 [1.0-3.0] 1.4[0.8-2.4]
No 275 85 190 30.9% 1 1
Human care 0.94 0.99
Yes 13 5 8 38.5% 1.2 [0.4-3.8] 1.0 [0.3-3.3]
No 337 113 224 33.5% 1 1
Water contact types
- To Fish 0.33 0.32
Yes 22 10 12 45.5% 1.7 [0.7-4.1] 1.6 [0.6-4.0]
No 328 108 220 32.9% 1 1
- To work in paddy fields 0.82 0.82
Yes 44 16 28 36.4% 1.1[0.6-2.2] 0.9 [0.5-1.8]
No 306 102 204 33.3% 1 1
- To draw the water 0.58 0.84
Yes 184 65 119 35.3% 1.2[0.7-1.8] 1.1[0.7-1.7]
No 166 53 113 31.9% 1 1
- To swim 0.01 0.02
Yes 7 6 1 85.7% 12.4 [2.1- 9.1[1.5-175.3] 0.05
235.2]
No 343 112 231 32.7% 1 1
Disease in the past 6 months 0.69 0.01
Yes 293 97 196  33.1% 0.8 [0.5-1.6] 0.4 [0.2-0.8] 0.01
No 57 21 36 36.8% 1 1
Hospitalization within the past 0.79 0.18
year
Yes 2 0 2 0.0% - -
No 348 118 230 33.9% - -
Treatment in the past 6 months 0.01 0.02
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Yes 219 85 134 38.8% 1.9 [1.2-3.1] 1.8 [1.1-3.0] 0.02
No 131 33 98 25.2% 1 1

Antibiotic treatment in the past 0.14 0.78
6 months

Yes 114 45 69 39.5% 1.5[0.9-2.3] 1.1[0.6-1.9]

No 236 73 163  30.9% 1 1

Children care 0.14 0.99
Yes 32 15 17 46.9% 1.8 [0.9-3.8] 1.0[0.3-3.3]

No 318 103 215 32.4% 1 1

The best model included the following factors: Age, Swim, Treatment in the past 6 months (best model). OR were adjusted
with the following factors. Akaike Information criterion, null model 449.4, initial model 441.6, final 438.2 ((AAIC (final/null)
= 11; AAIC (final/initial): 14). Adjusted R, null model 0, initial model 0.075, final 0.07. Final model residual deviance was
422 (p value = 0.002) and x?=348 (p value = 0.4) on 342 degrees of freedom.

Discussion

This cross-sectional survey pointed out high ESBL-E colonization rates in animal species in

Andoharanofotsy township in Madagascar in 2018. ESBL-E colonization rates ranged from 20.6%

(95%CI 04.8%-33.2%) in cats to 78.6% (95% Cl 49.8%-98.1%) in turkey; 33.3% of humans were ESBL-

E colonized and 11.4% (95% Cl 05.4%-20.2%) of human drinking water was ESBL-E contaminated. At

the household level, the ESBL-E colonization of human was positively associated with low elevation,

pig presence and absence of animal treatment in the past six months. At the individual level,

swimming and having taken a treatment in the past six months were associated with human ESBL-

E colonization.

To our knowledge this study was the first community-based survey on antimicrobial resistance in

Madagascar as other studies were implemented at hospital wards or in pediatric cohorts

(Herindrainy, Rabenandrasana et al. 2018, Huynh, Kermorvant-Duchemin et al. 2018).
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ESBL-E colonization estimates could neither be extrapolated for Andoharanofotsy township

population nor to the Malagasy population due to selection bias (i.e. only household owning at least

three animal species included). The human ESBL-E colonization rate in our survey (33.3%) was at

least twice higher than estimates reported previously in literature (i.e. 10.1% in 2009 (Herindrainy,

Randrianirina et al. 2011), 18.5% in 2013-2014 (Chereau, Herindrainy et al. 2015)). This figure could

be explained by higher animal exposure in household sampled than in the general population,

animal contacts known as a risk factor of ESBL-E colonization (de Been, Lanza et al. 2014, Huijbers,

Graat et al. 2014, Dorado-Garcia, Smid et al. 2017). However, ESBL-E estimations eventually offered

a better picture of the community colonization as previous surveys focused on individuals at hospital

entrance that is to say individuals able to pay health care access. Poor socio-economic status

increased ESBL-E colonization in Madagascar (Herindrainy, Randrianirina et al. 2011) and India

(Alsan, Kammili et al. 2018).

Identification of pig presence in households as increasing human ESBL-E colonization suggest

potential transmission between animals and their owners or a similar exposure to a same

contamination source. Direct contact with pigs increased ESBL-E colonization in farmers in the

Netherlands (Dohmen, Bonten et al. 2015). Low elevation of the household was also associated with

human ESBL-E colonization which could be related to fecal infiltration and contamination of water

runoff. Downstream water was reported to be more Escherichia coli contaminated in Australia

(Boon and Cattanach 1999) and ESBL-E prevalence increased dramatically in downstream river

sediment in United Kingdom (Amos, Hawkey et al. 2014). As the study was small-scale (township

level) associations between ESBL-E colonization with watershed fecal contamination should be
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explored at a large scale. A meta-analysis results pointed direct association between antibiotic use

in livestock and antibiotic resistant bacteria in humans (Tang, Caffrey et al. 2017). At the opposite,

lower ESBL-E colonization in human was observed when a medical treatment was given to animals

in the six past months which should question confounding factors such as income of the household.

Medical treatment was not antibiotic treatment (documented in our survey) and could be related

to a better animal care (e.g. vitamin or worming).

At individual level, no association between ESBL-E colonization and contaminated water was found

as hypothesized in a previous study on pregnant women in Madagascar (Chereau, Herindrainy et al.

2015) but was identified for swimming activity. High antibiotic consumption was proposed as a risk

factor a ESBL-E colonization (Chereau, Herindrainy et al. 2015) ; increased ESBL-E colonization was

observed in individuals reporting to take medical treatment in the six past months (probable recall

bias for individuals who cannot remember that it was an antibiotic treatment). Investigated factors

of ESBL-E colonization in humans were related to animal contacts, farming, individual occupation

activities, water consumption, and children care but foodborne transmission routes were not

explored in that study. However, in low or middle-income countries, foodborne transmission could

play an important role in human ESBL-E colonization (e.g. meat and dried fish as probable route of

ESBL-E transmission in Cambodia) (Nadimpalli, Vuthy et al. 2019).

Our community-based survey pointed out high ESBL-E prevalence estimates in animals, humans and

drinking water in a rural area of Madagascar. Associations between ESBL-E colonization in humans,

the animal owned and environmental factors were identified. This study confirms the needs to

consider antimicrobial resistance with a One health approach. Phenotypic characterization of ESBL-
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E was used for the study. To gain insight into potential ESBL-E transmission routes to human,

characterization of the resistance genes and bacterial genome should be considered. Furthermore,

if direct contact with animals is a risk factor of ESBL-E colonization, indirect transmission such as

food and environmental exposure to fecal contamination should complete the investigation of ESBL-

E transmission routes to humans in low-income countries.
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Annex 1. ESBL-producing Enterobacteriaceae antibiotic susceptibility testing profiles

"JUE}SISal B1am sa1ads |elI912eq ||B JO %00T Se paiuasaid Jou XINY

! 218y pajuasald 10U alam sale|osl o2 '3 SupnpouidiadAy |ewosowoiyd aseullodsoleydad aulu 4 “a4sy pajuasald Jou auam sale|os! ‘ds Ja1anqosajug SupnpolidiadAy sseulodsoljeydsd 2T .

%L68 %LT %L %80 %BIL66 %I'B86 %0T %0OT %0VT %Y'IT %SV9 %99S %VEL %00E %V'86 %TT %v0 %966 %0 %9S %LOV %LES
%007 %00 %009 %00 %0007 %0°'S %0'0T %0'S8 %0'0T %00T %008 %0'SS %0'Sy %00 %058 %0'S %00T %000T %00 %00 %0S %0'SE
%605 %00 %l'6F %EL %LC6 %0'00T %00 %00 %T'69 %8BT %8I8 %169 %SPL %¥9T %86 %00 %8BT %000T %00 %00 %I'6 %8TIC
S | d S d S I d S | d S | d S I d S I S | d

W9 WX2 XOd diD YN d13 NdI d3d
%9'ST %981 %699 %P0 LT %6'L6 %6'8 %NOVC %I'L9 %P6 %9'S %0'0 %0'00T %0'SE %0'99 %00 %0007 919  q//02 DIYdli3yds3
%0'ST  %0'ST %00L %00 %0'S %0'S6 %00T %0'SE %0'SS %00 %000T %0'S %SV6e %I'6C %60L %0'S %0'S6 0T . "dsJ2300q042)u7
%8BT %8BT %9EY %00 %L'6 %606 %00C %S'St %SPE %SVL %S'SC %Ot %096 %08C %0CL %00 %0001 qs “ds pjjatsqapy

S | d S | d S | d S Y | Y S Y S Y

az X1 1Y JINV 430 201 1L 351N s210ads |elialieg

142



Chapitre 6 — Etude des déterminants de la colonisatin par les EBLSE du compartiment humain a Madagascar

Annex 2. Categorical factors explaining ESBL-E colonization rates of the households

sampled
n % ESBL-E OR CI 95% LRT p
colonization value
rates
Fokontany 0.24
Belambanana 7 10.0% 49.2% 2.8 [1.3-6.6]
Andoharanofotsy 7 10.0% 40.2% 2.5[1.0-6.0]
Volotra 4 5.7% 42.0% 1.8 [0.6-4.7]
lavoloha 11 157%  42.7% 1.8 [0.8-4.0]
Ambohimanala 12 17.1% 34.0% 1.4 [0.6-3.1]
Mahalovolona 8 11.4% 27.2% 1.3[0.5-3.2]
Mahabo 8 11.4%  32.8% 1.2 [0.5-3.0]
Morarano 13 18.6% 22.9% 1
House shared 0.46
With other households 33 47.1% 38.4% 1.3[0.8-2.0]
Individual house 31 44.3% 32.5% 1
Room shared 6 8.6% 29.4% 0.8[0.3-1.9]
Wall type 0.10
Wood 2 2.9% 66.7% 4.2 [1.1-20.1]
Concrete 5 7.1% 34.6% 1.3 [0.6-2.6]
Brick 63 90.0%  34.0% 1
Roof type 0.86
Tiles 2 2.9% 32.5% 1.0[0.2-3.8]
Sheet metal 67 95.7% 35.2% 1
Straw 1 1.4% 25.% 0.6 [0.1-2.9]
Floor type 0.16
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Wood 7 10.0%  53.1% 1.9 [0.9-4.0]

Clay 4 5.7% 43.8% 1.5[0.5-3.8]

Concrete 39 557% 34.7% 1

Tiles 20 28.6%  27.6% 0.8 [0.5-1.4]

Source of water for humans 0.22
Standpipe 33 471% 37.1% 1.3[0.8-2.1]

Well 37 529% 33.1% 1

Water result 0.71
Positive 9 12.9% 35.1% 1.1[0.6-2.1]

Negative 61 87.1%  35.0% 1

Presence of rodents reported 0.19
Yes 54  77.1% 33.3% 1

No 16 22.9% 40.6% 1.4[0.8-2.3]

Toilets 1
Yes 70 100.0% 35.0%

Toilets shared with other families 0.89
Yes 36 514% 357% 1.0[0.7-1.6]

No 34 486% 34.3% 1

Disease in animal owned in the past six 0.16
months

Yes 25 357%  30.6% 0.7 [0.5-1.1]

No 45 643% 37.4% 1

Medical treatment of animal owned in the 0.16
past six months

Yes 25 357% 31.3% 0.7 [0.4-1.1]

No 45 643% 37.1% 1

Antibiotic treatment of animal owned in the 0.42

past six months
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Yes 19 27.1% 32.7% 0.8 [0.5-1.4]

No 51 72.9% 35.9% 1

Presence of animal species in the household *

- Pigs 0.002
Yes 29 41.4% 2.0[1.3-3.2]
No 41 58.6% 1

* Only animal species with p value <0.2 were presented here. LRT, likelihood ratio test
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Annex 3. Quantitative factors explaining ESBL-E colonization rates in households sampled

Min Max Med OR CI 95% LRT p value

Elevation (100 m) 1253 1324 1266 0.2 [0.03-0.70] 0.02
Family size 2 15 5 0.9 [0.9-1.0] 0.24
Number of men 0 8 3 0.9 [0.8-1.0] 0.20
Number of women 0 8 3 1.0[0.8-1.1] 0.71
Fokontany population density 1748 14937 5784 1.0 [1.0-1.0] 0.04
(inhabitants/km?)

Number of animal species owned 3 8 4 1.1[0.9-1.4] 0.21
Cattle abundance 0 17 0 1.0[0.9-1.0] 0.61
Duck abundance 0 10 0 1.1[0.9-1.2] 0.38
Cat abundance 0 4 1 0.8 [0.6-0.96] 0.02
Dog abundance 0 7 1 1.0[0.9-1.2] 0.93
Rabbit abundance 0 8 0 1.0[0.8-1.1] 0.55
Turkey abundance 0 5 0 1.1[0.8-1.5] 0.51
Goose abundance 0 10 0 0.9 [0.8-1.1] 0.33
Pig abundance 0 13 0 1.0[1.0-1.1] 0.38
Poultry abundance 0 12 5 1.0[0.9-1.1] 0.71
Cattle ESBL-E colonization 0.0% 100.0% 21.7% 2.1[0.4-10.3] 0.36
Duck ESBL-E colonization 0.0% 100.0% 66.7%  1.5[0.5-5.1] 0.46
Cat ESBL-E colonization 0.0% 100.0% 0.0% 1.2 [0.5-2.4] 0.68
Dog ESBL-E colonization 0.0% 100.0% 50.0% 0.6 [0.3-1.1] 0.13
Turkey ESBL-E colonization 0.0% 100.0% 90.0% 0.8[0.1-5.7] 0.81
Goose ESBL-E colonization 0.0% 100.0% 50.0% 0.4[0.1-2.0] 0.25
Pig ESBL-E colonization 0.0% 100.0% 92.3% 1.1[0.5-2.4] 0.76
Poultry ESBL-E colonization 0.0% 100.0% 30.0% 1.6 (0.8-3.3] 0.21

Animal species owned by less than 5 households were not included in the analysis. LRT, likelihood ratio test
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Résultats majeurs

L'étude transversale réalisée en 2018 dans une zone rurale de Madagascar constitue I'une des
premieres analyses des facteurs de colonisation par les EBLSE en lien avec les autres compartiments

de I'approche One Health.

Ce travail a permis, d’une part, d’estimer la prévalence d’EBLSE dans les trois compartiments et
d’autre part, d’identifier des facteurs explicatifs extrinseques et intrinseéques de la colonisation par

les EBLSE du compartiment homme en milieu communautaire.

La prévalence d’EBLSE estimée pour les animaux d’élevage (soit 78,6 % chez les dindes, 74,6 % chez
les porcs, 61,6 % chez les oies) était supérieure a celle des autres compartiments (33,3 % pour les
hommes, 11,4 % et 22,9 % pour |'eau a destination de la consommation humaine et animale

respectivement.

Pour les facteurs extrinseques, I'altitude (OR : 10, pour baisse d’altitude de 100m), la présence de
porcs dans le ménage (OR : 2.1 [1.2-3.7]) et 'usage d’antibiotiques chez les animaux élevés (OR : 0.5
[0.3-0.9]) étaient significativement associés a la colonisation par les EBLSE du compartiment humain.
Les facteurs intrinseéques de la colonisation par les EBLSE des individus étaient I'age, les antécédents

de prise de médicaments (OR : 1.8 [1.1-3.0]) et la pratique de la natation (OR : 9.1 [1.5-175.3]).

Ce travail suggere la perméabilité des compartiments entre eux. L'environnement (notamment
I'altitude du ménage et la pratique individuelle de la natation) et les animaux présents dans le
ménage (la présence de porcs) étaient des facteurs de risque de colonisation par les EBLSE des
hommes. L'altitude est un déterminant peu reporté dans la littérature en 2019 et pourrait étre
I'indicateur d’'une contamination de I'eau par l'infiltration d’EBLSE (ruissellement des féces et des

EBLSE des ménages de plus haute altitude vers ceux en plus basse altitude).
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Trois points clés sur les EBLSE a Madagascar « One Health sur le terrain »

e Le compartiment animal d’élevage constitue un réservoir majeur d’EBLSE.

e Lacomposition du ménage en espéces animales est associée a son niveau de colonisation par les EBLSE,

ceci suggére des transmissions entre compartiments.

e Lerole de I'eau comme véhicule d’EBLSE est proposé.

Dans la partie 2 (chapitre 3, 4, 5) la prévalence d’EBLSE dans les différents compartiments a été

évaluée indépendamment. Dans le chapitre 6, I'approche holistique suggérait une perméabilité des
compartiments entre eux avec une prévalence de colonisation par les EBLSE du compartiment
humain associée aux deux autres compartiments. Ces résultats indiquent des transmissions
potentielles d’EBLSE entre compartiments. Dans la derniere partie du manuscrit la discussion

générale sera abordée.
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L'objectif général de ce travail de these était d’estimer la prévalence d’EBLSE dans les trois
compartiments de I'approche One Health (homme, animal et environnement) pour en identifier le
principal réservoir dans le Sud-Ouest de I'océan Indien. Pour répondre a cet objectif deux approches
ont été utilisées qui mettent en évidence le réle des animaux d’élevage comme réservoir majeur
d’EBLSE dans le SOOI

La premiére approche sectorielle, par compartiment, a permis d’estimer des prévalences d’EBLSE
inter-élevage élevées (pourcentage d’élevages positif) dans les filieres d’élevage intensif (a

I’exception de I'élevage bovin a La Réunion) (chapitre 4). Au chapitre 5, la présence de terrains

agricoles dans le domaine vital des rats était identifiée comme un déterminant de leur colonisation
par les EBLSE. La seconde approche holistique, connectant les trois compartiments spatialement et
temporellement, renforcait encore I'idée d’un réservoir substantiel d’EBLSE chez les animaux

d’élevage, y compris en élevage familial (partie 3).
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Ainsi, malgré les biais de notre approche méthodologique (l.1), les résultats de la thése sont
plausibles (1.2) et supportent I’hypothése d’un réle des animaux d’élevage comme réservoir majeur

d’EBLSE dans le SOOI.

I. Une approche utile pour identifier le principal réservoir d’EBLSE dans le SOOI

I.1. Les limites méthodologiques des approches sectorielle et holistique pour

estimer la prévalence d’EBLSE dans les trois compartiments dans le SOOI

L’étude sectorielle de la prévalence d’EBLSE n’a pas pu étre réalisée simultanément dans les trois
compartiments de I'approche One Health dans I'ensemble des territoires du SOOI. Le niveau de
contamination environnementale par les EBLSE estimé en 2014 a Mayotte et La Réunion pourrait
ne pas représenter celui de 2017 et reste ainsi difficilement comparable avec les données animales

et humaines recueillies plus tardivement (2015 a 2017).

D’autre part, I'usage de différents protocoles d’étude selon les compartiments de I'approche One

Health ne permet pas de comparaison directe de la prévalence d’EBLSE.

Pour le compartiment homme (chapitre 3), le protocole d’étude était basé sur un échantillon de
convenance avec l'inclusion de patients hospitalisés a La Réunion résidant dans les territoires du
SOOI. Cette étude impliquait des biais d’imprécision (faible nombre de patients pour certains
territoires) et d’inexactitude (non aléatoire) dans I'estimation de la prévalence de colonisation par
les EBLSE des patients provenant des territoires du SOOI. Le biais d’imprécision doit étre
particulierement questionné pour I'estimation de la prévalence des BMR aux Seychelles et aux
Comores en raison d’un recrutement limité de patients (n<30). Le biais d’inexactitude provient
principalement du fait que les patients se déplacant a La Réunion pour une hospitalisation
appartenaient probablement a des catégories sociales aisées (hors Mayotte, territoire francais avec
des échanges privilégiés avec La Réunion). En outre, la prise en compte des facteurs de risque de
colonisation par les EBLSE des patients manque pour une interprétation fine des résultats (par
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exemple les antécédents d’usage d’antibiotiques et d’hospitalisation, la notion de voyage a
I’étranger, le contact avec les animaux). Dans ce sens, I'exposition des patients aux autres
compartiments (environnement, animal) n’a pas été documentée pour inférer des hypothéses sur

des sources communautaires de colonisation par les EBLSE des hommes dans les territoires du SOOI.

Pour le compartiment animal d’élevage (chapitre 4), la prévalence d’EBLSE inter-élevage
(pourcentage d’élevages positifs) n’offre qu’une vision partielle de la situation sanitaire des EBLSE
dans les territoires étudiés. L'estimation de la prévalence d’EBLSE chez I'animal d’élevage
(pourcentage d’individus d’une certaine espéce animale colonisés par les EBLSE au sein d’une
population donnée) aurait été plus appropriée. Un échantillonnage a deux degrés avec tirage
aléatoire des « unités élevage » puis un second tirage aléatoire des unités « individus » ou un
échantillonnage en grappes aurait offert une estimation de la prévalence d’EBLSE offrant une base
de comparaison entre compartiments. En outre, la négativité d’élevages prélevés incite a
guestionner notre capacité de détection d’EBLSE avec un nombre réduit de prélévements par
pédichiffonnette. De plus, si la contribution de I’environnement dans la contamination des élevages
était suggérée par I'étude des facteurs de risque, I'exposition des animaux associée a I'activité
humaine n’a pas été considérée (par exemple la gestion des effluents, la consommation

d’antibiotiques par les éleveurs, etc.).

Pour le compartiment environnement (chapitre 5), la contamination par les EBLSE a été
indirectement appréhendée en utilisant les rats comme indicateurs biologiques. Ce modéle a prouvé
son utilité pour évaluer la contamination par les EBLSE du milieu urbain en Allemagne (Guenther,
Wuttke et al. 2013). Cependant, l'utilisation de ce bio-indicateur présente des limites.
Premierement, il s’agit d’'une évaluation indirecte du niveau de contamination de I’environnement
par les EBLSE offrant donc une imprécision quant au niveau réel de contamination de
I’environnement. Ainsi, si les rats de zones agricoles sont plus colonisés par des EBLSE, ils ne
permettent pas d’évaluer le niveau d’émission d’EBLSE provenant des élevages ou de I'épandage de
lisier dans les zones agricoles. Une estimation directe par des prélevements environnementaux (sol,
eau) était envisageable mais plus difficilement comparable avec la prévalence de colonisation par

les EBLSE des autres compartiments. Deuxiemement, les rats sont considérés comme des
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marqueurs a I'échelle du micro-habitat et possédent un domaine vital réduit d’environ 0.13 km?
(Rahelinirina, Duplantier et al. 2010). L'usage de ce modele biologique nécessite un effort
d’échantillonnage soutenu. Ceci semble peu viable pour un suivi de la contamination
environnementale dans le temps et probablement insuffisant pour capturer des phénomenes de
contamination a I'échelle d’un territoire. L'usage d’autres bio-indicateurs, tels que les chats et
chiens divagants ou de canidés sauvages, s’est avéré pertinent dans d’autres territoires (Tamang,
Nam et al. 2012, Mo, Urdahl et al. 2018). Une comparaison de la prévalence de colonisation par les
EBLSE de tels bio-indicateurs entre les différents territoires du SOOI apporterait une information sur
les territoires dont la contamination environnementale est supérieure et éventuellement les zones
géographiques incriminées dans un territoire spécifique (par exemple, les zones agricoles a La

Réunion).

L'approche sectorielle souléve la difficulté de comparer la prévalence d’EBLSE entre les territoires
du SOOI et les trois compartiments. Cette difficulté est soulevée dans notre revue de la littérature
(chapitre 1) pour la comparaison des prévalences de BMR estimées dans le cadre de différentes
études. Elle était aussi soulignée par d’autres revues systématiques (Huynh, Padget et al. 2015,
Rousham, Unicomb et al. 2018) et par le groupe de coordination inter-agence des Nations Unis sur
la résistance aux antibiotiques (IACG 2018). En effet, I'utilisation de différentes stratégies
d’échantillonnage, de prélévements (par exemple, I'usage d’un écouvillon ou la collecte de selles),
de transport et de conservation, de méthodes de détection au laboratoire et de formatage des
résultats met en exergue les limites a la comparaison des résultats entre compartiments et I'intérét

de l'usage d’un protocole de surveillance standardisé.

L'approche holistique a été mise en place a Madagascar pour pallier aux biais de I'approche
sectorielle, elle reposait sur une étude transversale incluant les trois compartiments simultanément.
L'étude était basée sur un protocole d’échantillonnage et des préléevements collectés, conservés et
analysés au laboratoire de maniére similaire. Cette étude a confirmé une prévalence de colonisation
par les EBLSE supérieure dans le compartiment animal d’élevage, y compris en élevage familial
(chapitre 6). Ces résultats renforcent I'idée d’un réservoir principal d’EBLSE dans le compartiment

animal d’élevage dans le SOOI.
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Néanmoins, il faut souligner que I'estimation de la prévalence d’EBLSE dans les trois compartiments
présente des biais d’inexactitude limitant son extrapolation a la population générale. Ces biais
d’inexactitude sont liés a I'absence de tirage au sort des individus inclus dans |'étude (agrégation au
sein du ménage pris en compte dans les modeles statistiques utilisés) et a la sélection de ménages

possédant au moins trois especes animales.

1.2. L’élevage comme réservoir d’EBLSE : un faisceau de preuves, une plausibilité

biologique et une cohérence avec la littérature

La plausibilité biologique d’un réservoir substantiel d’EBLSE est reliée aux fortes densités d’animaux
confinés en batiments favorables aux transmissions interindividuelles (particulierement en élevage
intensif). Les densités animales en élevage sont favorables aux transferts d’agents infectieux entre
les individus (Pappas 2013). Une étude réalisée au Danemark dans trois élevages a montré une
rapide augmentation de la prévalence d’EBLSE estimée a 0,0 %-24,0 % a l'introduction des poussins,
elle augmentait a 96,0 %-100,0% aprés une semaine et s’établissait a 100,0 % au moment de

|’abattage (Dierikx, van der Goot et al. 2013).

Les résultats de notre étude (chapitre 4) ont montré que les prévalences d’EBLSE inter-élevage
estimées a La Réunion, Mayotte et Madagascar variaient de 53,3 % a 86,7 % en 2016-2017 (hors
bovins, Réunion) toutes filieres confondues (volailles de chair, porcs, bovins a viande). Elles étaient
comparables a celles reportées en Allemagne en 2012 (plus précisément 88,2 % en élevage de porcs,
50,0 % en élevage de volailles et 54,5 % pour les élevages de bovins a viande (Dahms, Hubner et al.
2015), 86,7 % dans les élevages mixtes de bovins (Schmid, Hormansdorfer et al. 2013)). Ces
prévalences d’EBLSE inter-élevage élevées suggérent une prévalence d’EBLSE élevée (pourcentage
d’individus d’une certaine espéce animale colonisés par les EBLSE au sein d’une population donnée),
particulierement pour les filieres volailles et porcs connues pour favoriser la circulation d’agents

infectieux (Stalder, Rogers et al. 2017).
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Cependant, les résultats de cette étude ont mis en évidence une baisse de la prévalence d’EBLSE
inter-élevage associée a I'augmentation du cheptel de bovins a viande dans les trois territoires. Ces
résultats sont cohérents avec différentes études menées en Angleterre et aux Pays Bas qui
montraient que la taille du cheptel de bovins laitiers n’était pas corrélée a la prévalence de
colonisation par les EBLSE (Randall, Heinrich et al. 2014, Santman-Berends, Gonggrijp et al. 2017).
Ainsi, la transmission interindividuelle d’EBLSE pourrait étre réduite dans les élevages de bovins
(viande ou laitier) (Hordijk, Mevius et al. 2013), probablement liée a une plus importante séparation

physique des individus.

Si la réduction de l'usage d’antibiotiques a permis une inflexion des résistances observées entre
2011 et 2017 dans les préléevements infectieux en médecine vétérinaire en France (ANSES 2018), il
serait nécessaire de confirmer cette tendance dans les départements francais d’outre-mer tels que
La Réunion et Mayotte (actuellement non inclus dans le réseau de surveillance RESAPATH (ANSES
2018)). En effet, nos résultats suggérent une contradiction entre la baisse de I'usage d’antibiotiques
en élevage a Mayotte et La Réunion, due a la réglementation européenne prévoyant |'arrét de
l'usage des antibiotiques comme promoteurs de croissance dés 2006 (Sanders P 2011), et une
prévalence d’EBLSE encore élevée. Ces résultats questionnent en particulier la diminution effective
du recours réel aux antibiotiques a usage vétérinaire a Mayotte. Si l'usage d’aliments
médicamenteux reste peu probable, I'importation d’antibiotiques a usage vétérinaire en
provenance d’autres pays, hors SOOI, a été observée sans étre quantifiée (Laure Dommergues,
Coopadem, communication personnelle, le 24 mai 2019). A Madagascar, les classes d’antibiotiques

utilisés, leur origine et les quantités utilisées d’antibiotiques en élevage reste méconnu.

En outre, les corrélations entre la réduction de I'usage d’antibiotiques et la diminution de la
colonisation par les ERC3G ne s’avérent pas nécessairement linéaires comme observé dans certaines
filieres d’élevage entre 2004 et 2014 aux Pays-Bas (Dorado-Garcia, Mevius et al. 2016). Ainsi, en
2015, une prévalence de 91,7 % d’ERC3G était estimée a partir de prélévements de poulet de chair
en France (Casella, Nogueira et al. 2017) malgré la politique de réduction de l'usage des

antibiotiques dans le pays.
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Le réle de réservoir d’EBLSE joué par I’élevage pourrait étre maintenu malgré la réduction de I'usage
d’antibiotiques ou en I'absence de traitement antibiotique. Une étude longitudinale réalisée au
Danemark en 2013 dans un élevage biologique de volailles de chair montrait une nette
augmentation de la prévalence d’EBLSE en 48h aprés l'arrivée des volailles en I'absence
d’administration d’antibiotiques (van Hoek, Veenman et al. 2018). Les transferts horizontaux de
genes de résistance dans le tractus digestif des animaux permettraient la multiplication des EBLSE
au sein des élevages (van Hoek, Veenman et al. 2018). Il a été montré que le maintien par les
bactéries de plasmides porteurs de génes de résistance était peu coliteux en terme de valeur
adaptative (Loftie-Eaton, Bashford et al. 2017, Stalder, Rogers et al. 2017). Plus spécifiquement, le
géne de résistance blacrx.m-14 porté par le plasmide pCT était maintenu dans E. coli en I'absence de
pression antibiotique (Cottell, Webber et al. 2012). Conséquemment, malgré les mesures prises ou
a prendre préconisant de limiter I'usage d’antibiotiques en élevage, ce réservoir pourrait s’avérer

substantiel pour les années a venir avant d’en voir infléchir les tendances dans le SOOI.

Cependant, le fait que les animaux d’élevage soient un réservoir d’EBLSE quantitativement
important dans le SOOI n’en fait pas nécessairement un risque sanitaire pour ’lhomme. Ce risque
doit étre relié au niveau d’exposition de 'homme a ce réservoir, exposition qui pourrait étre

différente entre les territoires de la zone du SOOI.

Il. L’exposition de I'homme au compartiment animal d’élevage est-elle

variable selon les territoires du Sud-Ouest de I'océan Indien ?

Rappelons qu’un risque sanitaire est la rencontre entre une population et une exposition, dans le
cadre de ce travail celle de I'homme en communauté avec le compartiment animal d’élevage,
débouchant sur un événement de santé (étre colonisé ou non par une EBLSE). Si cette rencontre
entraine un risque accru de colonisation par une EBLSE pour ’lhomme, il peut étre considéré comme

un facteur de risque. Dans le sens inverse, I'homme peut aussi constituer une source d’exposition
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pour I'animal, mais a notre connaissance aucune d’étude n’appréhende a ce jour le risque sanitaire

des EBLSE sous cet angle.

Les expositions potentielles au réservoir animal d’élevage pouvant induire une colonisation par les

EBLSE chez I’homme reposent principalement sur :

i) le contact direct avec les animaux d’élevage (l1.1),

ii) I'exposition environnementale aux féces provenant de I'élevage, (I1.2)

iii) la consommation de produits d’origine animale (11.3).

Or I'exposition de ’lhomme aux animaux d’élevage n’est pas similaire entre les territoires et pose la
guestion d’un risque sanitaire différentiel pour les populations humaines du SOOI. Cette différence
est abordée sous I'angle du niveau de revenu du pays établi par la Banque mondiale. A ce titre, nous
proposons une dichotomie entre les pays a revenu élevé et intermédiaire de la tranche supérieure
tels que La Réunion, les Seychelles et Maurice et les pays a revenu faible et intermédiaire de la
tranche inférieure tels Madagascar et I'Union des Comores. Bien que cette classification soit
imparfaite car elle n"apporte pas d’éléments clairs sur I’état sanitaire du pays (par exemple, le niveau
d’acces aux soins de la population, I'état du systeme d’assainissement et d’acces a I'eau potable)

elle s’avere utile pour résumer les contextes sanitaires des pays du SOOI.

I1.1. Contact direct avec les animaux d’élevage

Les preuves dans les pays a revenu élevé et intermédiaire de la tranche supérieure

Une colonisation par les EBLSE supérieure a celle de la population générale a été observée chez des
populations humaines en contact avec les animaux d’élevage tels que les éleveurs aux Pays-Bas et
au Danemark (de Been, Lanza et al. 2014, Huijbers, Graat et al. 2014). La prévalence de colonisation

par les EBLSE était plus élevée chez les éleveurs séjournant plus de deux heures quotidiennes dans
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le batiment d’élevage de volailles (Huijbers, Graat et al. 2014). De méme, chez les éleveurs de porcs
des Pays-Bas en 2011 une association entre la colonisation par les EBLSE et le nombre d’heures a
travailler dans I'élevage chaque semaine était notée (Dohmen, Bonten et al. 2015). Une méta-
analyse réalisée aux Pays-Bas indiquait une similarité des séquences d’E. coli BLSE entre les
agriculteurs et les animaux d’élevage (plus particulierement avec les poulets et les porcs) (Dorado-
Garcia, Smid et al. 2017). Néanmoins, une sectorisation claire des génes de résistance et plasmides
entre les animaux et les hommes en population générale était observée et suggére peu de
transmission entre les deux compartiments aux Pays-Bas, hormis la sous-population des éleveurs

(Dorado-Garcia, Smid et al. 2017).

Cette sectorisation des EBLSE pourrait étre une tendance générale pour les pays a revenu élevé et
intermédiaire de la tranche supérieure du SOOI. A La Réunion, a Mayotte, aux Seychelles et a
Maurice (spécifiqguement pour les volailles et les porcs), I’élevage serait majoritairement structuré,
intensif et localisé en zones rurales (Eric Cardinale, CIRAD, communication personnelle, le 28 mars
2019). L’élevage intensif limite probablement les contacts directs entre population générale et
animaux d’élevage. Néanmoins, le part de I'élevage familial au sein de I'activité d’élevage devrait
étre clairement estimée dans ces quatre territoires pour appréhender I'exposition des populations
humaines aux animaux d’élevage. L'élevage familial pourrait étre bien substantiel en milieu rural a
Mayotte et a Maurice, plus spécifiquement pour I'élevage caprin (lié a la pratique de I’hindouisme,
religion majoritaire sur le territoire) (Eric Cardinale, CIRAD, communication personnelle, le 28 mars

2019).

Les preuves dans les pays a revenu faible et intermédiaire de la tranche inférieure

Peu d’études ont estimé la prévalence et caractérisé les profils de résistance des BMR, dont les
EBLSE, chez les animaux d’élevage et les éleveurs dans les pays a revenu modéré ou faible (Rousham,

Unicomb et al. 2018).

La colonisation par les EBLSE n’était pas significativement supérieure chez les éleveurs familiaux de
volailles par rapport a la population générale au Vietnam (Nguyen, Jamrozy et al. 2019). Les genes

de résistance identifiés étaient majoritairement de type blacrx-m-ss chez les volailles et blacrx.m-27 chez
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I’'homme. Ceci indiquait une faible contribution de I'élevage de volailles dans la colonisation par les
EBLSE des éleveurs familiaux. Similairement, des profils de résistance significativement différents
étaient identifiés chez E. coli colonisant les éleveurs et leurs animaux en 2007 au Ghana (Donkor,

Newman et al. 2012).

Dans notre étude transversale réalisée a Madagascar en 2018, les hommes impliqués dans I'élevage
familial étaient significativement plus colonisés par les EBLSE (analyse univariée) mais cette
association disparaissait en analyses multivariées lorsque I'age des individus était considéré comme
un facteur de confusion de cette association, les adultes étant plus impliqués dans des activités
d’élevage. En outre, la prévalence de colonisation par les EBLSE était significativement supérieure
dans les ménages possédant un ou des porcs. Ceci peut indiquer des contacts potentiels avec les

porcs favorables a des transferts d’EBLSE.

Dans les pays a faible revenu, I'élevage familial peut occuper une place centrale dans la subsistance
et la sécurité alimentaire des ménages (Faye 2001). La pratique de cette activité implique la
rencontre fréquente entre 'homme en population générale et les animaux d’élevage. Dans le SOOI,
I’élevage familial pourrait entrainer des contacts fréquents entre les hommes en population
générale et les animaux d’élevage dans I'Union des Comores, a Mayotte en zones rurales, a
Madagascar. Or la proximité aux animaux et leur divagation dans les villages favorisent les contacts
directs entre les compartiments avec des risques potentiels de transmission de bactéries résistantes

aux antibiotiques. Cet aspect a été peu étudié a ce jour.

En résumé, des preuves de transmission directe homme/animaux ont été identifiées chez des
éleveurs en Europe mais pas dans les pays a revenu faible et intermédiaire de la tranche inférieure.
Cependant, I'absence de preuves de transmission d’EBLSE dans ces pays entre homme et animal
n’étant pas la preuve de I'absence de ce mode de transmission. Cette absence de preuve pourrait

étre expliquée par :

i) un biais de surveillance, la majorité des études ayant été réalisées dans les pays a revenu élevé.

ii) le role de l'usage d’antibiotiques en élevage dans la colonisation par les EBLSE des éleveurs.
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En effet, 'usage d’antibiotiques en élevage serait un facteur de risque de la colonisation par les
bactéries résistantes aux antibiotiques chez les personnes en contact avec les animaux d’apres une
récente méta-analyse (Tang, Caffrey et al. 2017). Ceci était observé au Vietnam car si la colonisation
par les EBLSE n’était pas supérieure pour les individus impliqués dans les soins animaux, I'usage
d’antibiotiques chez les animaux le mois précédent était un facteur de risque de colonisation par les

EBLSE des éleveurs (Nguyen, Jamrozy et al. 2019).

Pour confirmer cette hypothése, il serait intéressant de comparer la prévalence de colonisation par
les EBLSE des travailleurs impliqués dans I’élevage intensif avec la population générale a Madagascar
et les communautés d’agriculteurs ruraux supposés utiliser peu d’antibiotiques (FAO 2016).
Néanmoins, des incertitudes demeurent sur un usage moindre d’antibiotiques en élevage familial
avec des situations variables selon les pays (Cuong, Padungtod et al. 2018). Un usage anarchique
des antibiotiques en élevage, circulant sans prescription médicale, était suggéré a Madagascar, de
méme que la miniaturisation des doses utilisées (Michel Rakotoharinome, direction des services

vétérinaires de Madagascar, communication personnelle, le 27 juin 2018).

I1.2. L’exposition environnementale aux féces provenant de I'élevage

Les preuves dans les pays a revenu élevé et intermédiaire de la tranche supérieure

La proximité aux élevages n’a pas été identifiée comme un déterminant de la colonisation par les
EBLSE des populations humaines au Danemark et aux Pays-Bas (Huijbers, de Kraker et al. 2013,

Wielders, van Hoek et al. 2017).

Néanmoins, une forte concentration d’EBLSE dans les matieres fécales provenant d’élevages
intensifs de volailles et leur émission dans I’'environnement était constatée en Allemagne (Laube,
Friese et al. 2014). La prévalence d’EBLSE élevée en filieres porcs et volailles a La Réunion (chapitre

4) et 'augmentation de la colonisation par les EBLSE des rats proches des élevages et/ou des terrains
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agricoles (chapitre 5) suggérent la possibilité d’'une contamination de I'environnement due a cette

activité d’élevage sur l'ile.

Les génes CTX-M persistant jusqu’a une année dans le sol aprées I'épandage de lisier de bovin était
observés en France (Hartmann, Locatelli et al. 2012). Les BMR étaient maintenues dans les nappes
phréatiques plusieurs mois apres I'épandage de lisier de porc indiquant leur dissémination dans les

bassins versants (Byrne-Bailey, Gaze et al. 2009).

Selon Wellington, la majeure part des coliformes fécaux trouvés dans les bassins versants européens
proviennent d’infiltrations aprés I’épandage de lisier (Wellington, Boxall et al. 2013). Ceci n’a pas
été confirmé aux Pays-Bas ou la contamination des eaux de surface par les EBLSE était liée au rejet
d’eaux usées épurées d’origine domestique et non a une activité d’élevage (Dorado-Garcia, Smid et

al. 2017).

Conséquemment, le niveau d’exposition de la population générale dans les territoires du SOOI
possédant un élevage de type intensif devrait étre évaluée. L'exposition environnementale aux
EBLSE provenant de |'élevage pourrait étre variable selon les populations humaines des territoires
du SOOI en fonction : i) de I'urbanisation de I'lle ; ii) de la présence de stations d’épuration des eaux

usées de I'élevage (principalement a La Réunion et aux Seychelles).

Les preuves dans les pays a revenu faible et intermédiaire de la tranche inférieure

Peu d’études réalisées dans les pays a revenu modéré ou faible ont documenté les liens entre
animaux d’élevage et contamination par les EBLSE de I'environnement. Nos résultats sur
I’estimation d’une prévalence d’EBLSE en élevage intensif de porcs, de volailles et de bovins a viande
a Madagascar (chapitre 4) suggérent une probable contamination de I'environnement a proximité

en I'absence de gestion des eaux usées provenant de I'élevage.

Outre I'élevage intensif, les résultats de I'approche holistique (chapitre 6) indiquent une prévalence
d’EBLSE supérieure dans les ménages malgaches possédant un ou plusieurs porcs avec une probable

exposition du ménage aux feces des animaux. D’autre part, ils suggerent un role de véhicule d’EBLSE
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joué par l'eau avec l'identification de la pratique de la natation comme un déterminant de la

colonisation par les EBLSE des hommes a Madagascar.

Ces résultats sont cohérents avec une étude menée en Tanzanie chez les populations humaines
d’Arusha, mettant en évidence le partage de I'eau des hommes avec leurs animaux d’élevage et la
faune sauvage comme I'un des facteurs de risque de colonisation par E. coli multi-résistantes aux

antibiotiques (Caudell, Mair et al. 2018).

Ainsi, la contribution de I'eau contaminée par les animaux d’élevage dans la colonisation
subséquente des hommes par les EBLSE devrait étre mieux évaluée dans les territoires ou I'élevage

familial occupe une place importante.

En résumé, I'exposition environnementale de '"homme aux EBLSE provenant du compartiment
animal d’élevage pourrait étre variable entre les territoires du SOOI. L’intensification de la
production animale, observée dans les pays a fort revenu du SOOI, est susceptible de constituer une
source de pollution environnementale a proximité. La problématique de I'exposition humaine aux
feces provenant de |'élevage devrait étre adressée en I'absence d’épuration des eaux usées de
I’élevage ainsi que pour I'épandage de lisier et la contamination subséquentes des cultures (par

exemple la production de légumes (Richter, Du Plessis et al. 2019)).

L’exposition a cette source pourrait étre conséquente dans les pays a faible revenu. En effet, I'acces
a I'eau potable reste difficile dans de nombreuses zones rurales, notamment dans I'Union des
Comores et a Madagascar. Plus généralement a travers le monde plus de deux milliards de
personnes consommeraient de I'eau de surface contaminée par les excréments (Bain, Cronk et al.
2014). Ainsi, la contamination de I’eau de surface par les élevages (familiaux et modernes) pourrait
étre un véhicule substantiel d’EBLSE dans les pays a bas revenus comme Madagascar ou I’'Union des
Comores. Cependant, la contribution de I'eau contaminée par des coliformes dans la colonisation

subséquente des hommes et animaux par les EBLSE demeure a ce jour non quantifiée.
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I1.3. La consommation de produits d’origine animale

Les preuves dans les pays a revenu élevé et intermédiaire de la tranche supérieure

Les produits d’origine animale contiennent des quantités abondantes de bactéries ainsi que leurs
genes de résistance aux antibiotiques. Ces bactéries peuvent se multiplier ou survivre dans ces
aliments, par exemple, I'espéce E. coli survit dans la viande de beeuf hachée conservée au frais de

un a huit jours (Alexander, Inglis et al. 2010).

L’hypothese d’une colonisation par les EBLSE dans la communauté humaine par la consommation
de volailles était soulevée aux Pays-Bas en 2011 (Overdevest, Willemsen et al. 2011). La méme étude
a été remise en question par l'usage du séquencage qui apporte plus de précision que le typage par
séquencage multilocus (de Been, Lanza et al. 2014, Overdevest, Heck et al. 2014). Malgré cela la
viande de volaille reste une source probablement importante pour la transmission d’EBLSE vers
I’'homme (Lazarus, Paterson et al. 2015). Néanmoins, aux Pays-Bas I'exposition aux EBLSE de la
population générale serait supérieure avec la consommation de boeuf, notamment le steak tartare

(viande de boeuf crue) par rapport a un filet de poulet (Evers, Pielaat et al. 2017).

En résumé, la contribution des produits carnés dans la colonisation par les EBLSE de '"homme n’a

pas été identifiée clairement et fait encore débat.

Les preuves dans les pays a revenu faible et intermédiaire de la tranche inférieure

Une récente étude menée au Cambodge indiquait une transmission probable d’EBLSE par la
consommation de volaille et de poisson séché (Nadimpalli, Vuthy et al. 2019). L’acquisition de génes
de résistances au chloramphénicol chez ’homme en communauté étant probablement liée a la
consommation de produits carnés (Nadimpalli, Vuthy et al. 2019). En outre, une association entre
les volumes de lait cru consommeés et la colonisation par des E. coli résistantes aux antibiotiques

chez les populations Massai était identifiée (Caudell, Mair et al. 2018).

Or la sécurité sanitaire des aliments est rarement assurée dans les pays a revenu faible et
intermédiaire de la tranche inférieure. Ainsi, en Malaisie, 48,8% des morceaux de poulet vendus sur

les marchés de la ville de Selangor étaient contaminés par des E. coli BLSE en 2012-2013 (Aliyu,
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Saleha et al. 2016). Au Kenya, 27,0% de viandes bovines vendues au détail étaient contaminées par

des E. coli multi-résistantes aux antibiotiques (période de temps indéterminée) (Kariuki 2013).

Peu d’études documentent les niveaux de contamination par les EBLSE des aliments d’origine
animale dans les pays a faible revenu suggérant un besoin de surveillance. Par ailleurs, la part de la
colonisation par EBLSE chez ’'homme attribuable a une alimentation d’origine animale reste mal

connue.

La proportion de colonisation de I'homme par les EBLSE attribuable a I’'alimentation carnée pourrait

varier entre les territoires en fonction de leur niveau de sécurité sanitaire des aliments.

La sécurité sanitaire des aliments implique le contréle des conditions d’élevage, de |'abattage et de
la distribution du produit d’origine animale (par exemple, respect de la chaine du froid et de
I’hygiéne chez les restaurateurs). A La Réunion, a Mayotte, a Maurice et aux Seychelles, des normes
de sécurité sanitaire des aliments sont effectives, ainsi, I'exposition alimentaire aux EBLSE minime.
Seule la consommation de produits animaux crus ou insuffisamment cuits pourrait présenter un
risque pour la colonisation des hommes par les EBLSE en population dans ces territoires (par
exemple la consommation de sushis (Vitas, Naik et al. 2018) et de steak tartare (Evers, Pielaat et al.

2017)).

Dans les pays a faible revenu, l'intensité et I'étendu de I'exposition aux EBLSE par voie alimentaire
et le risque sanitaire subséquent de colonisation de I’"homme pourrait étre significativement
supérieur. En effet, I'absence de chaine du froid et de contrdle a I'abattage permet la prolifération

bactérienne sous des températures extérieures élevées et de mesures d’hygiéne précaires.

Quantitativement I’alimentation pourrait constituer une voie de transmission majeure d’EBLSE, et
de BMR plus généralement, entre animaux et hommes (Capita and Alonso-Calleja 2013). Cette
exposition des populations humaines étant supérieure dans les pays a faible revenu comme
Madagascar ou les Comores en raison de I'absence de contréle sanitaire dans les élevages, a
I’abattage (mis en place a Madagascar, sans étre systématique) et lors de la distribution des produits
d’origine animale.
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lll. Une stratégie de lutte contre la résistance bactérienne aux antibiotiques

adaptée aux territoires

Le risque sanitaire pour la santé humaine lié directement ou indirectement au compartiment animal
d’élevage pourrait étre peu comparable entre territoires et zones géographiques. Si les voies
possibles de transmission sont semblables quel que soit le contexte, I'intensité de I'exposition

directe ou indirecte au réservoir animal d’EBLSE pourrait étre significativement différente.

Dans les pays a revenu élevé, la colonisation par les EBLSE du compartiment humain en
communauté semble majoritairement liée a la fréquentation d’établissement de soins
(particulierement les unités de soins intensifs), aux antécédents cliniques (par exemple la prise
d’antibiotiques, certaines maladies chroniques, ou des actes particuliers de soin (pose d'un
cathéter)) (figure 11), sans oublier la notion de voyages dans des pays a forte prévalence d’EBLSE au

niveau communautaire, notamment ceux a revenu faible (McNulty, Lecky et al. 2018).
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Figure 10. Pourcentage d’études quantifiant les déterminants de I’antibiorésistance
chez I’homme (Chatterjee, Modarai et al. 2018)
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Ainsi, la colonisation de 'lhomme par les EBLSE dans les pays a revenu élevé semble faiblement
associée a I'exposition au réservoir animal d’élevage. Si le contact direct entre hommes et animaux
entrainant des transferts d’EBLSE a été documenté, il reste finalement limité a des populations
humaines spécifiques (catégories socio-professionnelles et zones géographiques). L'environnement
pourrait étre un véhicule d’EBLSE vers I'homme a partir du réservoir animal d’élevage, notamment
via I'épandage de lisier ou en I'absence d’épuration de I'eau usée pour les élevages intensifs.
Cependant, la contribution de cette voie de contamination a la colonisation humaine est peu
connue. Finalement, la contamination par I'alimentation dans la colonisation de ’lhomme par les

BMR fait encore débat avec des risques plus spécifiques pour les produits animaux non cuits.

La mise en place de mesures de régulation de l'usage d’antibiotiques en élevage a prouvé son
efficacité en Europe (Dorado-Garcia, Mevius et al. 2016) méme si I'inversion des tendances de
I'antibiorésistance n’est pas nécessairement linéaire. Ceci doit étre conjoint au maintien de
conditions sanitaires convenables et a I'usage de la vaccination dans les élevages pour prévenir les

infections bactériennes.

Dans les pays a revenu faible, I'acquisition de bactéries résistantes aux antibiotiques pourrait étre
principalement liée a une exposition aux EBLSE communautaire, environnementale ou alimentaire,
auquel s’ajoutent les risques d’acquisition d’EBLSE liés aux soins hospitaliers des hommes. Cet acces
aux soins hospitaliers pourrait ne constituer qu’une source secondaire de colonisation par les EBLSE

en communauté dans les pays a faible revenu.

Ainsi, la colonisation de ’'homme par les EBLSE associée a |’exposition au réservoir animal d’élevage
pourrait étre supérieure dans ces pays. En effet, le contact direct entre les animaux d’élevage et les
hommes est davantage susceptible de survenir dans des communautés ou I'élevage familial est
commun. Deux voies majeures de transmission d’EBLSE du réservoir animal d’élevage
apparaissaient particulierement pertinentes en pays a revenu faible. La premiere voie de
transmission est liée a I'absence de contréle de la contamination de I’environnement et de I'eau de
surface par les feces des animaux. En I'absence de systeme d’assainissement par le retraitement des

eaux usées et d’acces a I'eau potable, cette exposition environnementale aux EBLSE pourrait étre
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substantielle mais encore mal appréhendée. La seconde voie de transmission est liée a I'absence de
sécurité sanitaire des aliments. La transmission de bactéries résistantes aux antibiotiques via la
consommation de légumes contaminés et de produits d’origine animale pourrait étre conséquente.
L'accroissement de la demande en produits animaux, lié a l'urbanisation, la croissance
démographique et I'élévation des niveaux de vie dans les pays a revenu modéré ou faible, conduit
a une intensification de I'élevage (Laxminarayan and Chaudhury 2016). Cette demande est a mettre
en parallele de mesures de biosécurité dans les élevages et de contrdles sanitaires a I'abattage

limités ou absents.

En résumé, les résultats de la thése suggérent que les stratégies de controle doivent aller au-dela
de la seule réduction de I'usage d’antibiotiques, stratégie adoptée prioritairement dans les pays a
fort revenu. Ainsi, I'accés a I'eau potable, I'assainissement, I'"hygiéne et la sécurité sanitaire des
aliments semblent étre des clés de voute pour la gestion du risque sanitaire lié a la résistance aux

antibiotiques dans les territoires ou la transition épidémiologique n’a pas été atteinte.

Ce travail de thése met en exergue la nécessité d’étudier des dynamiques épidémiologiques de
transmission de BMR probablement plus complexes dans les pays a faible revenu. Des axes de

recherche sont suggérées dans la derniere partie, les perspectives, de ce manuscrit.

© Noellie Gay.

Officine commercialisant des antibiotiques a usage vétérinaire, Madagascar 2018
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Les perspectives

Le travail réalisé est la premiere tentative de quantification du fardeau sanitaire des EBLSE dans
I’océan Indien avec une approche One Health. Cette these suggere une contribution majeure du
compartiment animal d’élevage a la problématique globale des EBLSE dans la zone du SOOI

(nécessité d’investigations complémentaires dans I'Union des Comores, Maurice et aux Seychelles).

Désormais la contribution relative des animaux d’élevage dans la contamination par les EBLSE de
I’'homme en communauté reste a estimer clairement dans différents contextes géographiques et

particulierement dans des systemes tropicaux plus complexes.

Une perspective a ce travail de these consistera a caractériser les genes, les plasmides et les
génomes bactériens de I'étude transversale a Madagascar pour en inférer des hypotheses sur les

voies majeures de transmission entre compartiments.
Dans les années a venir, des travaux de recherche devront étre entrepris pour :

1) Estimer la colonisation par les EBLSE de chaque compartiment et suivre sa dynamique dans le

temps et I'espace.

2) Estimer la contribution relative de chaque voie de transmission d’EBLSE dans la colonisation de

I’'homme en communauté dans différents contextes géographiques.

Au vu de la diversité des voies potentielles de transmission d’Entérobactéries résistantes aux
antibiotiques (figure 12), la part relative des facteurs suivants dans la colonisation humaine entre
territoires pourrait étre estimée: soins médicaux, alimentation, eau de consommation,

assainissement et hygiene.
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Figure 11. Flux de transmission potentiels de bactéries résistantes aux
antibiotiques entre compartiments (UK 2014)
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En ce sens, le SOOI constitue une zone d’intérét pour les études épidémiologiques comparatives sur
la résistance bactérienne aux antibiotiques avec un panel de contextes sanitaires incluant divers
niveaux d’acces a I'eau potable, d’assainissement, de régulation de I'usage des antibiotiques ou

encore de sécurité sanitaire des aliments.

Une analyse de risque de la colonisation humaine par les EBLSE tenant compte des niveaux
d’émission et d’exposition aux EBLSE provenant de I'élevage devrait étre réalisée dans la zone

insulaire du SOOI.

De ces connaissances découlera une meilleure adaptation des stratégies de contréle de
I'antibiorésistance dans les territoires du SOOI et plus généralement dans les territoires a faible

revenu qui pourraient étre des amplificateurs de ce phénomeéne sanitaire.
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photographies ou autres créations protégées par le droit d’auteur ou un droit privatif, sans avoir obtenu préalablement
I"autorisation des titulaires de ces droits.

La contrefacon et le faux

Conformément aux dispositions du code de la propriété intellectuelle, toute représentation ou reproduction intégrale ou
partielle d’une ceuvre de I'esprit faite ans le consentement de son auteur est illicite et constitue un délit pénal.

L’article 444-1 du code pénal dispose : « Constitue un faux toute altération frauduleuse de la vérité, de nature a cause un
préjudice et accomplie par quelque moyen que ce soit, dans un écrit ou tout autre support d’expression de la pensée qui a pour
objet ou qui peut avoir pour effet d’établir la preuve d’un droit ou d’un fait ayant des conséquences juridiques ».

L’article L335_3 du code de la propriété intellectuelle précise que : « Est également un délit de contrefagon toute reproduction,
représentation ou diffusion, par quelque moyen que ce soit, d’une ceuvre de I’esprit en violation des droits de I'auteur, tels
qu’ils sont définis et réglementés par la loi. Est également un délit de contrefagon la violation de I'un des droits de I'auteur
d’un logiciel (...) ».

Le plagiat est constitué par la copie, totale ou partielle d'un travail réalisé par autrui, lorsque la source empruntée n’est pas
citée, quel que soit le moyen utilisé. Le plagiat constitue une violation du droit d"auteur (au sens des articles L 335-2 et L 335-
3 du code de la propriété intellectuelle). Il peut étre assimilé & un délit de contrefagon. C’est aussi une faute disciplinaire,
susceptible d’entrainer une sanction.

Les sources et les références utilisées dans le cadre des travaux (préparations, devoirs, mémoires, théses, rapports de stage...)
doivent étre clairement citées. Des citations intégrales peuvent figurer dans les documents rendus, si elles sont assorties de leur
référence (nom d’auteur, publication, date, éditeur...) et identifiées comme telles par des guillemets ou des italiques.

Les délits de contrefagon, de plagiat et d’usage de faux peuvent donner lieu & une sanction disciplinaire indépendante de la
mise en ceuvre de poursuites pénales.
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Annexe 2. Déclaration de conformité de la Commission nationale de
I'information et des libertés

CNIL.

3 Place de Fontenoy - 75334 PARIS Cedex 07
T.0153732222-F0153732200

www.cnil.fr

Monsieur GAY Noellie

CENTRE DE COQOPERATION INTERNATIONALE EN
RECHERCHE AGRONOMIQUE POUR LE
DEVELOPPEMENT

RECEPISSE

DECLARATION DE CONFORMITE A
UNE METHODOLOGIE DE UMR 117 ASTRE

REFERENCE TAA-117 / E - CAMPUS INTERNATIONAL DE

Numéro de déclaration BAILLARGUET
2210928 v 0 TAA-117 / E - CAMPUS INTERNATIONAL DE

du 10 janvier 2019 BAILLARGUET

ALIRE IMPERATIVEMENT

La délivrance de ce récépissé atteste que vous avez transmis a la CNIL un dossier de déclaration formellement complet. Vous pouvez désormais metire en oeuvre votre
traitement de données & caractére personnel

La CNIL peut a tout moment vérifier, par courrier, par la voie d’un controle sur place ou en ligne, que ce traitement respecte 'ensemble des dispositions de la loi du 6 janvier
1978 modifiée en 2004. Afin d'&fre conforme & la loi, vous étes tenu de respecter tout au long de votre fraitement les obligations prévues et notamment :

1) La définition et le respect de la finalité du traitement,

2) La pertinence des données traitées,

3) La conservation pendant une durée limitée des données,

4) La sécurité et la confidentialité des données,

5) Le respect des droits des intéressés : information sur leur droit d'acces, de rectification et d'opposition.

Pour plus de détails sur les obligations prévues par la loi « informatique et libertés », consultez le site internet de la CNIL - www:cnil fr.

. B e

Nom : CENTRE DE COOPERATION INTERNATIONALE EN N° SIREN ou SIRET :

RECHERCHE AGRONOMIQUE POUR LE DEVELOPPEMENT 331596270 00016

Service : UMR 117 ASTRE Code NAF ou APE :
72192

Adresse : TAA-117 / E - CAMPUS INTERNATIONAL DE

BAILLARGUET TAA-117/ E - CAMPUS INTERNATIONAL DE Tél. : 04 67 61 58 00

BAILLARGUET Fax.:

-~ Code postal : 34398
L\ﬁlle :MONTPELLIER CEDEX 5

Finalité : MR3 - Recherches dans le domaine de la santé sans recueil du
consentement

" Transferts d'informations hors de I'Union européenne : Non

Fait a Paris, le 10 janvier 2019
Par délégation de la commission

e

Isabelle FALQUE PIERROTIN
Présidente
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Annexe 3. Questionnaires utilisés dans I’étude du chapitre 4 (Article 3)

Supplementary Materials: Risk factors of Extended-Spectrum [5-

Lactamase producing Enterobacteriaceae occurrence in farms in
Reunion, Madagascar and Mayotte Islands, 2016-2017

Noellie Gay *, Alexandre Leclaire, Morgane Laval, Guillaume Miltgen, Magl Jégo, Ramin Stéphane, Julien Jaubert,
Oliwier Belmonte and Eric Cardinale

MName and code of the farmer: . Territory © oo
Date: f /16
Animal spedes Herd size
Building
Purification
Presence of a water source near River Pond staiomor |MNone
other

It ves, distance from the farm <100m =100m
Closed building Yes Mo
Concrete access to building Yes No
More than one building Yes Mo
if Yes

Building mumber in the 1 3 =2
exploitation
Age of the livestock exploitation
Ohther livestock specdies in the farm No |Cow IPig |P:|u]tr_1_.r Other:.. ...
w&omWMm[sm =500 m ~500m
spacies)

istance from another farm (other <500m > 500 m

species raised)
I Yes ) Cow Pig Ofther

Type of species
Vegetable production on the farm Yes No Type:
Cleam condition aroumnd the farm Yes No
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Hygiene and biosecurity

Hypgiene measure

Presence of a vestibule at building entrance Yes No

Boot bath at building entrance Yes No
Presence of a lavabo closeby Yes No Showers 7
Change of work dothes at building entrance Yes No
Change of shoes/boots at building entrance Yes No
Clothes and shoes Dharty Clean
Entrance frequency in the building by day =3 4 =4
Other farmers visiting the expleitation Yes Mo
Share equipement with an other exploitation Yes No
Share workers with an other exploitation Yes Mo
Boot bath at building entrance Yes No
Respect of biosecurity measures Yes No
Rendering
Ma.nagement of dead livestock Consumption I Buried | Burned I Thrown
Water

Rain

Type of water used in the exploitation Public River Other. well, ste.
Water storage presence Yes No
Potable quality control Yes Mo
Water filtration Yes Mo
Water treatment Yes Mo
Water quality control Yes No
CJ.ea.anE' of water pipes Yes No Mo pipes
Vector control
Fodent presence Yes No
Rodent control Mone By farmer | By a sodety
Ifyes Type of control Poison Traps Oher :
Clearing around the farm Yes Mo
Desinfestation Yes Mo
Pet presence in the farm Yes Mo Spedes :
Could bird enter the building Yes Mo
Presence of flies Elevated Moderate
Craarantine
If buying breeding stock

Carantine before entering the stock Yes No

Quarantzine in 2 different building Yes (=50m) | Yes (10-50m) No
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All in all out practice Yes No

Cleaning before next batch Yes No
Effluents
Manure storage on exploitation Yes Mo
Spreading of the mamure on the exploitation Yes Mo
5iYes

Diistance from the farm
Spreading of the marnure on another farm Yes I Mo
Scraping manure Yes No
Soaking surface Yes Mo
Water use for cleaning Public | Fiver | rain I Other -
Detergent use for cleaning Yes I Mo I

. Ground Ceiling Wall
Cleanied surfaces
Through

Application Bucket | Sprayer | Lather |Other:
Pickling Yes No
Lightning in the building Good Moderate Bad
Crawlspace Yes No
Two desinfectations Yes No
Clean condition around the farm Clean Crurty

B — Antibiotic use :
¥ Motivation Therapeutic Prophylactic
Last antibiotic treatment : <1 year =1 year
Amntibiotic use in : previous livestock sampled one
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Annexe 4. Notification obtention du comité d’éthique projet
rongeurs

E’ﬁv.

Liberté + Egalité + Fraternité

REPUBLIQUE FRANCAISE

MINISTERE DE L'ENSEIGNEMENT SUPERIEUR,
DE LA RECHERCHE ET DE L’INNOVATION

paris, le 0 6§ HOY. 2017

Objet : Notification d'autorisation de projet utilisant des animaux a des fins

Direction générale scientifiques
de la recherche
et de linnovation

Service de la performance,

du financement et de la En application des dispositions du code rural et de la péche maritime,
00“”?“[“9“5:“0“ ‘:l"eg':es notamment ses articles R.214-87 4 R.214-126, le projet :

APNAMER LR (eenerne - référencé sous le numéro APAFIS#10948-2017080114229218 v1,
Département de a cullure ayant pour titre : Evaluation du portage de bactéries multi-résistantes & la
scien}iﬁque et des relatians Reéunion et Mayotte chez les populations de Rattus spp,

fvecin sockts - déposé par I'Etablissement Utilisateur : GIP CYROI,
Cellule Animaux ulilisés & des numéro  dagrément A974001, dont le responsable est
Fins Scientifiques - AFiS - Monsieur Christian MERIAU

At siivie par - et dont la responsabi]_ité de la rnise. en cuvre générale’ du projet
Virginia Vallet et de sa conformité & [l'autorisation est assurée par
Chargée de mission Monsieur Eric CARDINALE,

Responsable de Iz cellule AFiS est autorisé.

thélf . L'autorisation de projet est accordée, sous réserve de la validité de I'agrément de
@%ﬁéﬂ?ﬁﬂfm I'Etablissement Utilisateur, pour une durée de 2 ans & compter de |'autorisation.
o Le projet précité a été évalué sur le plan éthique par le Comité d'éthique en

apafis demal@recherche. gouv.i expérimentation animale N°114 et a re¢u un avis favorable,

T Ce projet ne fera pas l'objet, & l'issue de sa réalisation, d'une appréciation
75231 Paris Cedex 05 rétrospective,

Pour la ministre et par délégation
’adjointe au chef du service de la performance, du
financement et de la confractualisation avec les
organismes de recherche

Christine COSTE

Monsieur Christian MERIAU
GIP CYROI
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Annexe 5. Poster Prevalence of third-generation cephalosporin-
resistant Enterobactericeae among urban rats (Rattus sp.) in
Reunion Island, 2017-2018

) 4

t Enterobacteriaceae among
hq 2017-2018

Prevalence of third-generation cephalospori
urban rats (I“sp.) in Re
P 3

ci C‘IU Y. Abbade!, A. Cohard', M.A. Etheves", 0. Belmonte , E. Cardinale’, . Gay* (Igpl» ( ASTRE
A REUNION — F ~ . ) i
oelie.qay@cirad. o

F-97490 Ste Clotilde, Réunion, France.
ce. Address: CYROI 2 rue Maxime Riviére, Salnte-Ck:ulde Réunion
Hospital, Saint-Denis, Reunion, France. ‘

CIRAD, INRA, Univ Montpellier, Montp
2 Bacteriology laboratory,

Introduction

In South-western Indian ocean, Enterobacteriaceae resistant to third-generation cephalosporins (ER3GC) are a main public
and veterinary health issue in 2018 [1].

In Reunion, ERC3G epidemiology in humans (except hospitals), animals, and environment remained unclear.

’ff\\MAdagmv

Rats were used as bioindicators of ER3GC environmental occurrence due to:

v' Synanthropic ecology => close proximity to humans. § Réunion
v Antibiotic drugs contaminations => ER3GC selection in rat digestive tract. Z TR

Meckan Ocesn
Sitaing, 2 Mavitivs

Study objectives were:
g » Estimate the prevalence of ER3GC in Reunion urban rats, 2017-2018.
|« Identify area displaying probable ER3GC environmental contaminations.

| =1 A N AR

.

Methods Results
» Sampling strategy: L 2017-2018, ER3GC prevalence in urban rats was:
Sample size calculated of 196 rats. * 9.1% [5.8%-13.9%] of ER3GC positive rats.
Expected prevalence of 15.0% [2], acceptable error of
5.0%, and confidence level of 95.0%. ERC3G bacterial species:
* Sampling: 5(N§‘“{Lv
From May 2017 to July 2018, 198 rats (Rattus rattus and R. y ‘
norvegicus) were captured in urban area of Reunion. t (s
47.4)
- Laboratory: e
v Rat intestines were cultured on selective media plates. = Enterobacter cloacae
v Bacterial species were identified using MALDI-TOF. e i o
v Antibiograms on Enterobacteriaceae (EUCAST, 2017). O e o bactoria s Ly weeet

- ESBL-E identification: synergic test using Mueller Hinton
media with cloxacillin.

Discussion

No geographical cluster of ER3GC positive rats found. ‘

Conclusion
Comparable methodology,

overall similar prevalences ER3GC prevalence in urban rats from Reunion does not

differ from other studies.

20.7 % [7.5%=-35.8%)] R
" Guinea, West Africa 2015 Limited ER3GC urban environmental contamination
Bne I highlighted.
" 13.4 % [10.4%-16.4%)] s . |
Hong Kong, China . ==) Environment close to farms ?
2008-2013 [4] .
References
[1]N. Gay, O. Belmonte. J M. Collard, M. Halifa, M.I Issack.S. Mindjae, P Palmyre, A A Ibrahim, H. Rasamoslina, L. Flachet, L
| Filleul, E. Cardinale. 2017 Review antibiotic resistance in the Indian ocean commission: a human and animal health issue. Front
Public Health.. 5. 162. doi. 10.3389/fpubh 2017.00162. eCollection 2017.
1 Gl fiwue. A, | Vol Shatker T seanior kG INCHIEH MSGECE 2017 <feFecoCaagect
Utban Rats a Risk for Public Health? », Antimicrob. Agents
16.0 % [6.2%-25.8%] Chemother. 57(5). 2424-2425.
< 3] Kalharina Schaufler, Kathin Nowak, Ariane Dix, Torsten Semmier, Laura Villa, Laye Kourouma. Karm Bangoura, Lothar H
Reinfeld, Germany, Wieler, Fabian H. Leendertz and Sebastian Guenther, « Glinically Relevant ESBL-Producing K pneumoniae ST307 and E.coli ST38
201 0 [2] in an Urban West Afncan Rat Population », Frontiers in Microbiology. Volume 9, Numéro 150, publied lin march 2018.
[4]Ho PL, Lo WU. Lai EL, Law PY, Leung SM. Wang Y, Chow KH. 2015, Clonal diversity of CTX-M-producing. multidrug-resistant
Escherichia col from rodents. Journal of Medical Microbiology. 64, 185-190.
T AR V. A Aad
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Annexe 6. Poster One Health approach of antibacterial resistance in
Madagascar, 2018

@ One health approach of antibacterial £
mstutposterr— resistance in Madagascar, 2018 dcirad

que

NT

Gay N. 13, Ramahatafandry I.2, Rabenandrasana N. 3, Rakotonindrina F. 1.3, Panandiniaina H. 13, Loire, E. 1, Rieux, A4,
Collard J.M. 3, Cardinale E.*
1UMR ASTRE, French Agricultural Research Center for International Development, Montpellier, France, 2 Department of Veterinary Services,
Ministry of Agriculture and Livestock, Antananarivo, Madagascar, 3 Experimental Bacteriology Unit, Pasteur Institute of Madagascar, Antananarivo,
Madagascar,  UMR PVBMT French Agricultural Research Center for International Development, Saint-Pierre, Reunion.

Email: noellie.gay@cirad.fr / gnoellie@hotmail.com

Hotspot of antibacterial resistance in South Western Indian ocean In short
Madagascar is located South East of Africa. < Among ESBL-producing E. coli clusters, 72.2% involved poultry probably

High prevalence of Extended Spectrum Beta-Lactamase- pointing out foodborne transmission in Madagascar.

producing Enterobacteriacae (ESBL-E) reported [1-2]:

-

< Farming activity was a determinant of the human carriage.

ESBL-E carriage in community and family farming livestock was poorly addressed.
Patterns of ESBL-producing Escherichia coli between humans and animals in low
income country were unknown.

« Old animals carried more ESBL-producing E. coli.

High ESBL-producing E. coli carriage observed in smallholders farms probably

Study objectives were: related to low sanitation and antibiotic global misuses.

1) Estimate the closeness of ESBL-producing Escherichia coli carried by
humans, pets, livestock, and drinking water. Probable transmission pathways of ESBL-producing E. coli between human,

2) Identify determinants of ESBL-producing Escherichia coli carriage in animals animal, and through drinking water will be further explored in Madagascar

& humans. (preliminary data presented here).

ESBL-producing E. coli in reservoirs closeness (preliminary data) Determinants of ESBL-producing E. coli carriage

May-October 2018, 350 humans, and 1002 animals (70 households) sampled.
» 181 E. coli sequences Prevalence ranged from 21.9% to 75.0% for cats and pigs respectively.

(28 households).

90,0% *Only animal species with > 20 individual

. 80,0% sampled were presented.
» 25 clusters of E. coli detected 8 ’ P

70,0%
(99.0% homology).

62/1%  61p%
60,0%
50,5%
% 18 clusters of humans & 50,0%

animals: 13/18 involved poultry, 400%

10/18 ducks, catlle & pigs (8/10). 30,0%
20,0%
< 2 clusters with humans only: 10,0%

310%
230%  220%  21J0%

same households (one probable 0,0%
water contamination).

Goose Ducks Dogs Poultry Humans Cows Drinking Cats
water

“ 5 clusters of animals only.
» Farming activity associated with ESBL-producing E. coli carriage in human
individuals (p=0.002).
Methods

v Location: Andoharanfotsy, Antananarivo district, Madagascar. > Among 350 people included 114 reported taking antibiotics in the last six

v Inclusion: household owning 2 three animal species (livestock &or domestic) months (32.6%). The main antibiotic used was Amoxicillin (79.0%).
v Sample size: 385 humans; 20.0% prevalence basis [1], 0.04 acceptable error, . . . o . .
and 95.0% confidence level (CI). > Prevalence in all animal species was significantly higher in adults than

v Ethical approval obtained (N°031-MSANP/CERBM). youngs (p=0.03).

v Sampling: swabs for feces collection, 500 ml of drinking water collected.

~-@- !l -

Bioinformatics analysis:
Phylogenomic, resistome

) analysis, virulence factor
detection, MLST in silico,
Rectal swab  Bacterial culture on Identification by Antimicrobial DNA extraction by Whole genome plasmid replicon detection
ChromAgar ESBL MS MALDI-TOF  susceptibility testing  qjacube HT (Qiagen) sequencing with and plasmid assembly
(focus on E. coli) Miseq (lllumina)
References
[1] Chereau, F., P. Herindrainy, B. Garin, B. T. Huynh, F. Randrianirina, M. Padget, P. Piola, D. Guillemot, and E. Delarocque-Astagneau. 2015. '‘Colonization of P um-bet: 1ase- and
NDM:-1-producing Enterobacteriaceae among pregnant women in the community in a low-income country: a potential reservoir for ission of i Enter i to neonates', Antimicrob

Agents Chemother, 59: 3652-5.

[2] N. Gay, A. Leclerc, M. Laval, G. Miltgen, M. Jégo, R. Stéphane, J. Jaubert, O. Belmonte, E. Cardinale. 2017. Risk factors of Extended-spectrum beta-lactamase-producing Enterobacteriaceae
occurrence in farms in Reunion, Madagascar and Mayotte islands, 2016-2017. Vet Sci, 5(1): 22.

[3] P. Herindrainy, F. Randrianirina, R. Ratovoson, E. Ratsima Hariniana, Y. Buisson, N. Genel, D. Decré, G. Arlet, A. Talarmin, and V. Richard. 2011. Rectal carriage of -spectrum bet:
producing gram-negative bacilli in community settings in Madagascar. PLoS One, 6: 22738
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Annexe 7. Poster Antimicrobial resistance in low-income countries
— How to stop transmission ?

ANTIMICROBIAL RESISTANCE IN LOW
INCOME COUNTRIES

How to stop transmission ?

by

Noellie Gay

Reunion University

== ears
=

freest DIDERGT

@

Saint Denis

W —

Iretiiut Pasteur

PSL*

e sTREITE R e

Madagascar is a hotspot
of antibiotic resistance in
y| Indian Ocean.

High prevalence of Extended Spectrum
p-lactamase preducing Escherichia coli
(ESBL-EC) reported for humans and
hivestock [1, 2].

ESBL-EC are gut commensals; they can
exchange antibiotic resistance gemes
with pathogenic bacteria.

MATERIALS AND METHO

In 2018, 70 households located in
Andcharanofotsy township,
Antananarivo district, were sampled.

Household inclusion criteria = 3 animal
species.

.| Few ESBL-EC
g8 transmission events
between  farmers
and livestock
have been reported
worlddwide.

It suggests low ESBL-EC transmission
between animals and humans.

However, all studies have been

implemented in high-income countries.
|

Are transmission patterns similar in
low-income countries?

Smdy objectives were:

i) Estimate the ESBL-EC rate of
colonisation of amimals, humans, and
drnking water in a rural area of
Madagascar.

i) Identify ESBL-EC phylogenetic
closeness between reservoirs.

Fecal samples were collected using
swabs and 500ml of drnking water
taken in each household. All samples
were stored at 4.0+2.0°C for 5+2hours.

Swabs were streaked onto chromogenic

agar plates incubated overmight at
35.0£2°C.

Bacterial species were identified with
Mass spectrometry and antibiogram
performed on E. coli according to 2017
EUCAST standard [3].

One ESBL-EC was sequenced by
positive carrier at the Institut Pasteur.

Phylogenetic analysis were performed.

350 humans, 1,002 amimals and 92
drinking water were analysed.

33.3% of humans were positive for
ESBL-EC.

Pigs, goose, and ducks were
significantly more ESBL-EC colonised
than humans.

a) Prevalsace of ESBL-EC in sach resarvedr, 2016
&) ESBL-EC phylogmnstic closansss betwean msarvoirs, 2018

Preliminary amalysis of 181 ESBL-EC

sequences pointed out 25 clusters
(99.0% homology).
¥ 18 clusters imvolved human &

animal : 72.2% were poultry
¥ 5 involved amimal & animal
# 1 cluster involved human & water

# 1 cluster involved human & human

CONCLUSION H

Ammals could play an important role in
human antimicrobial resistance
colonization in Madagascar and low-
income countries.

Indeed, if hospitalisation is a well
known pattern of ESBL-EC acquisition
for humans, poultry meat consumption
1s still underexplored.

Low food safety could be an important
source of ESBL-EC colomisation for
humans in low-income countries.
Further investigations are needed.

REFERENCES

[1] Cherean F., Herindrany P, Garin B., Hoynh B.T., Randrianitina F_, Padget M., Piola P., Guillemot D. and Delaroque-
Asmapnesu E. 2015. Colonization of extended-spectrum betz-lacamase- and NDM-1-producing Entercbacteriacea among
pregnant women in the commmunpity in & low-income couniry: @ potential reserveir for ransmission of multiresistant

Enterobacteriaceae to neonates, Antimicob Agents Chemother, 59: 3652-5.

[2] Gay M., Leclerc A., Laval M., Miltgen M, Jégo M., Ramin 5., Jaubart T, Belmonte O, Cardinale E. 2017. Rick factors of
Extended-spectrum beta-lactamase-producing Enterobacteriacese occmrence in famrs in Reunion, Madagascar and Mayotte

islands, 2016-2017. Vet Sci, 5(1):22.

[3] EUCAST. 2017. Awailable at: http://worw_eucast.org/clinical_breakpaints' [27/08/2019]
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Annexe 8. Autorisation du comité d’éthique de la recherche
biomédicale, Madagascar

REPOBLIKAN’I MADAGASIKARA
Fitiavana-Tanindrazana-Fandrosoana

COMITE D’ETHIQUE DE LA RECHERCHE
BIOMEDICALE

N° 0%\, - MSANP/CERBM

AUTORISATION

Aprés consultation et avis favorable du Comité d’Ethique de la Recherche Biomédicale aupres

du Ministére de la Santé, Mme Noellie GAY et Dr Jean Marc COLLARD. Institut Pe:stcur de
Madagascar sont autorisés a effectuer la recherche intitulée : « Etude de la transmission de /2
bactéries résistantes aux antibiotiques entre ’homme et I’animal » financé par InterREG
(projet/ TROI/Réseau ONE HEALTH/201 7/Financement N°18-66)

Antananarivo. le

30 MR 2018

Dr. Joses RATSIRARSON
octeur en Santé Publique et épidemiotogie
Ducwar on Médecine
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Annexe 9. Enquéte préliminaire sur la composition des ménages en

espéces animales

Une enquéte a été réalisée lors du jour de marché a Andoharanofotsy, le 07/08/2018.

Son objectif était :

i) d’évaluer la composition en espéces animales des ménages ;

ii) d’estimer la proportion de ménages possédant trois espéces animales ou plus dans la commune

d’Andoharanofotsy (critere d’inclusion utilisé pour I’étude réalisée au chapitre 6).

Sur 70 personnes interrogées, 100,0 % possédaient au moins une espéece animale au domicile.

Au total 23 individus possédaient trois especes animales ou plus, ainsi 32,9 % des personnes enquétées

correspondaient au critére d’inclusion (figure 13).

40,0%
35,0%
30,0%
25,0%
20,0%
15,0%
10,0%

5,0%

0,0%

34,3%

32,9%

Olesp O2esp

Critére d’inclusion

\

28,6%

4,3%

3esp O4esp

Figure 12. Pourcentage des individus enquétés possédant une a quatre espéeces animales

(n=70)
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Parmi I’ensemble des personnes enquétées 68,6 % possédaient au moins un porc et 57,1 % au moins

une poule (figure 14).

68,6%

I 57,
L JEIEY

I 22 o
| AR

2 | AR
B 3%

< ) 14%

PORC POULE CHIEN CHAT CANARD B

Figure 13. Distribution des espéces animales possedées par les personnes enquetées
(n=70)

Parmi les individus correspondant au critére d’inclusion 73,9 % possédaient au moins un porc et 87,0

% au moins une poule (figure 15).

X

L JEWE
17,4%

B

| R

B 23%

PORC POULE CHIEN CHAT CANARD BOVIN LAPIN OVIN

I 73,5
I  <7.0%

Figure 14. Distribution des espéces animales possedées par les personnes enquetées
correspondant au critére d’inclusion (N=23)

L'enquéte réalisée au marché d’Andoharanofotsy était basée sur un plan d’échantillonnage non
aléatoire conduisant a des biais de sélection. La structure de la population n’étant pas connue dans la

commune il n’était pas possible d’effectuer un redressement a partir des caractéristiques des ménages
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de la population générale. Ainsi, il est probable que les ménages a faible revenu aient été sous-estimés

dans I’échantillon ayant moins acces aux biens de consommation vendus sur le marché.

Ce travail nous a permis d’évaluer rapidement la composition en espéces animales dans les ménages
correspondant a notre critére d’inclusion. En effet, les poules et les chiens étaient bien représentés
dans I’étude réalisée chapitre 6 (95,7 % et 71,5 % respectivement) mais finalement les porcs ont été
moins échantillonnés (41,5 % des ménages en possédaient au moins un contre 73,9 % dans I'enquéte).
Ce qui appuie I'hypothéese d’une sous-représentation des ménages a bas revenu dans I'enquéte au

marché, I'achat d’un porc étant plus onéreux que celui d’'une volaille.
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