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|. Introduction

|.1. Projet One Health

La découverte des antibiotiques et leur utilisation en médecine humaine ont
constitué un tournant décisif dans le contréle des infections d’origine bactérienne.
Premiére cause de mortalité en 1940, on estime désormais que les infections
bactériennes ne sont responsables que de 2 % des déceés en France. (1)

L’innovation pharmaceutique soutenue jusqu’a la fin du XXéme siécle a grandement
renforcé cette impression illusoire de triomphe total contre le péril bactérien, de
nouvelles molécules venant remplacer celles devenues moins efficaces... Et c’est
tardivement que la prise de conscience de leur préciosité est survenue.

Dans un contexte désormais inquiétant avec une antibiorésistance croissante pour
toile de fond, la santé humaine se retrouve a nouveau menacée. L’avénement de I'ére
post-antibiotique est méme évoquée... (2) L’'usage des antibiotiques en appelle
dorénavant a la raison et au discernement, tandis qu’une réflexion approfondie sur leur

utilisation doit étre initiée.

Depuis le début des années 2000, les trois principales organisations internationales
chargées de la protection de la santé publique (OMS) et de la santé animale (FAO et
OIE) militent pour le développement d’'une approche plus globale de la santé. (3)

Tout comme les bactéries ne connaissent pas de frontiére, il n’en existerait pas non
plus entre santé humaine et animale. Le concept «One World, One Health» (OWOH)
ensuite renommeé « One Health » vient en 2007 concrétiser les linéaments de cette
réflexion (4) : la santé humaine est indissociable de I'environnement et de la santé
animale. Cela se congoit en pratique par la collaboration a co-égalité de disciplines
multiples, ayant pourtant parfois évolué de facon séparée (hyperspécialisation), mais

ayant en commun cette méme lutte contre les menaces sanitaires. (5)
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Cette vision holistique de la santé n’est pas nouvelle : le pathologiste allemand Robert
Virchow soulignait des la fin du XIXe siecle I'absence de division entre la médecine
vétérinaire et humaine. « L’objet est différent, mais I'expérience obtenue constitue la

base de toute médecine » (6).

Dans cette perspective, I'OIE insiste sur la nécessité « a agir d'une maniére plus
concertée, en liaison avec les gestionnaires de la santé publique ». (7) L’'implication
des vétérinaires et plus largement de toute personne en contact régulier avec
I'environnement est nécessaire dans ce processus visant a mieux caractériser, évaluer
et hiérarchiser les risques sanitaires se profilant a I'interface homme-animal...

Selon le Dr Monique Eloit (directrice générale de I'Organisation Mondiale de la Santé
Animale : OIE), une collaboration construite entre ces différents acteurs et un
engagement commun sur les grands enjeux a mener sont plus que jamais

fondamentaux dans la prévention et la réponse aux crises sanitaires.

Santé humaine et animale sont donc interdépendantes. Il n’existerait pour ainsi dire
pas d’étanchéité bactérienne absolue entre ces deux mondes. Si certaines résistances
sont développées au sein de cheptels d’animaux, une propagation dans leur
environnement direct (et a terme, chez 'Homme) est tout a fait concevable. Le CDC
va méme jusqu’a imputer une origine alimentaire et/ou animale a 20% des infections

humaines a germe multi-résistant. (8)

La résistance des entérobactéries aux antibiotiques s’affichant en particulier comme
une menace commune, l'étude des niveaux d’antibiorésistance effectivement
constatés dans le monde animal permettrait ainsi de mieux appréhender les risques

sanitaires potentiellement encourus en santé humaine...
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ANIMAL

One

Health

ENVIRONNEMENT

Figure 1 - Diagramme de Venn illustrant les trois domaines concernés par I’approche
intégrative One Health (d’aprés le CDC) (9)

|.2. L’antibio-résistance

L’antibiorésistance s’affiche comme un probléeme de santé publique et une
source de préoccupation majeure, tant au niveau national que mondial.
L’ECDC (European Centre for Disease Prevention and Control) lui attribue chaque
années 25 000 décés en Europe, du fait d’infections a BMR de plus en plus difficiles a
traiter. (10) Aux USA, on avance un chiffre comparable de 23 000 décés annuels.
(estimation du CDC en 2013) (11) Et d’ici 2050 a I'échelle mondiale, le bilan pourrait
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encore s’alourdir, jusqu’a atteindre quelques 10 millions de déces supplémentaires par

an, soit plus que la mortalité globale liee au cancer aujourd’hui. (12)

D’un point de vue économique, la résistance aux anti-microbiens (RAM) représenterait
actuellement pour 'Europe un surcodt estimé a plus de 1.5 milliard d’euros chaque
anneée, se partageant en frais médicaux directs (maladie, décés) et indirects (perte de
productivité plus généralement). Si aucune mesure concréte n’est prise aujourd’hui,
les prévisions sont tout aussi pessimiste : certains experts estiment que le codt
économique lié a la RAM atteindrait les 100 000 milliards de dollars en termes de
pertes de production d’ici a 2050, « soit plus que la taille de 'économie mondiale » .
(13)

.2.1. Origines de I'antibio-

résistance

L’antibiorésistance est une réponse physiologique de la bactérie soumise a un
antibiotique, faisant tres probablement partie des mécanismes d’évolution du vivant.

Cette derniere renvoie a un mécanisme d’adaptation d’origine naturelle ou acquise.

Pour rappel, la résistance naturelle (ou encore intrinséque / innée) d’'une bactérie a
un antibiotique concerne d’emblée toutes les souches d'une espéce donnée a
I'antibiotique en question. De support chromosomique, cette résistance délimite le

spectre naturel de I'antibiotique, et constitue ainsi une aide a l'identification. (14)

Cependant, a la faveur d’événement génétiques variés (mutations, acquisition de
nouveaux genes), une partie des souches d’'une espéce naturellement sensible a un
antibiotique peut y devenir résistante : c’est un phénomeéne acquis, variable selon
I'espéce, I'antibiotique, le lieu et le moment. La résistance acquise définit ainsi le
spectre « utile » de la bactérie aux antibiotiques, dont I'appréciation est nécessaire a
la mise en place d’'une éventuelle thérapeutique adaptée... Il s’agit d’'un phénoméne
dynamique, devant faire I'objet d’'une surveillance minutieuse car pouvant impliquer

(en sus du chromosome bactérien) des éléments génétiques dit « mobiles » (EGM).
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Sila résistance naturelle et la résistance par mutation chromosomique sont supposees
présenter un risque minime, les résistances acquises portées par des EGM sont au
contraire considérées comme a potentiel de dissémination. Elles peuvent s’assimiler
au génome d’'une bactérie ou d’une espéce bactérienne qui en était auparavant
dépourvue, et in fine contribuer a 'adaptation de cette derniére au changement de son
environnement. (15)

Grace aux mécanismes de transformation, conjugaison plasmidique et transposition,
I'échange d’ADN entre bactéries pourtant génétiquement éloignées devient possible.
N’importe quel géne de résistance peut théoriquement étre concerné deés lors qu'il est
exporté par un bactériophage, un plasmide ou encadré par des séquences d’insertion
mobilisatrices. Un exemple bien connu d’éléments génétiques trouvant leur origine
dans le chromosome bactérien concerne les micro-organismes producteurs
d’antibiotiques (pour la plupart présents dans le sol). Ces génes qui initialement ont
assuré la survie de leurs hétes sont maintenant considérés comme la principale source

de résistance plasmidique disséminée aux bactéries multi-résistantes.

1.2.2. Homme et animal : des

enjeux communs

La question du passage de l'antibiorésistance entre le monde animal et
'Homme a longtemps été débattue. Face a l'inquiétude légitime qu’elle suscite, cette
guestion a bien souvent été traitée avec passion jusqu’a parfois marquer des prises
de décisions notables en matiére de politique sanitaire publigue au nom du « principe
de précaution ».

Citons notamment l'interdiction dans les 1990 de l'usage de I'avoparcine en élevage
pour diminuer la prévalence accrue des entérocoques résistants aux glycopeptides
(ERG) chez ’'Homme : en Europe, plusieurs études ont rapporté dans les années 1990
une prévalence eéetonnamment élevée de portage fécal d'ERG en milieu
communautaire. (jusqu’a 28 % de portage ont été décrits en Belgique) (16) Ce portage

communautaire a rapidement été confronté a I'utilisation intensive d’avoparcine en
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élevage, un glycopeptide apparenté a la teicoplanine et utilisé en tant que promoteur
de croissance dans les exploitations porcines et avicoles. (17) L’hypothése est faite
d’'une sélection des ERG dans le tractus digestif des animaux, puis d’'une transmission
a ’Homme via la chaine alimentaire. Suite a l'interdiction de I'avoparcine en 1999 en
Europe, une réduction massive et rapide de la prévalence du portage d’ERG dans la

filiere avicole a alors été observée, renforcant cette hypothese. (18)

Entre ’THomme et I'animal, rien n’indique que le transfert de la RAM soit un phénoméne
unidirectionnel, et il apparait légitime de considérer que ces flux s’opérent (a priori)
dans les deux sens : de I'animal vers ’'Homme, et inversement. Deux observations

simples en font argument d’autorité :

- La plupart des familles d'antibiotiques sont partagées entre I'nomme et
lanimal : 64% des classes d’antibiotiques ayant une AMM en médecine

humaine en ont également une en médecine vétérinaire ; (19)

- Toutes les entérobactéries, quelle que soit leur origine, partagent les mémes

mécanismes de résistance.

Certaines études ont d’ailleurs eu la possibilité de prouver le sens de ces échanges, a

la faveur d’une situation épidémiologique particulierement « favorable ».

Comme exemple de transmission documentée « Animal-> Homme », nous pouvons
évoquer le cas du SARM animal appartenant au complexe clonal CC398. Ce clone de
S. aureus trés prévalent dans la flore des porcs sains a été mis en évidence pour la
premiere fois chez ’THomme aux Pays-Bas en 2006, a la faveur d’une recrudescence
d’infections staphylococciques graves chez des patients s’avérant initialement tous
étre éleveurs de porcs. (20) La prévalence alors quasi-nulle des SARM dans les
hépitaux néerlandais a effectivement permis de repérer ce phénoméne
épidémiologique inhabituel, et de poser in fine cette hypothése d’exposition
professionnelle. Un tel événement serait probablement passé inapercu dans d’autres
régions du monde et notamment en France, ou la proportion de SARM était alors plus

élevée.
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Dans le sens « Homme—->Animal », des exemples de transmission documentée
existent aussi. Citons notamment dans les années 2010 I'inhabituelle recrudescence
de mammites & SARM relevant du clone hospitalo-communautaire Géraldine, mise en
évidence au sein d’un élevage de vaches francais. Une identité moléculaire a alors pu
étre établie entre les souches animales et celles retrouvées chez leur éleveur,
immunodéprimé et ayant bénéficie de nombreux séjours hospitaliers a la méme

époque. (21)

Il est aujourd’hui difficile d’évaluer le flux de génes circulant entre les compartiments
bactériens humain et animal. Des marqueurs suffisamment précis sont nécessaires
pour identifier d’'une part leur support génétique, et remonter d’autre part jusqu’a leur
écosysteme originel (humain ou animal). Les outils dont nous disposons actuellement
dans cette optique s’avérent parfois inadaptés face a la taille conséquente des
éventuelles populations a tester pour atteindre les objectifs méthodologiques que cela
impliquerait. La tache devient méme quasi-impossible lorsqu’il s’agit de bactéries
ubiquitaires (entérobactéries), lesquelles constituent une part importante de la flore
commensale de tous les mammiféres. Ces genres bactériens cohabitent dans un

méme écosysteme intestinal ou les échanges intra-compartimentaux sont légion. (22)

Chaque utilisation d’antibiotique contribuant possiblement a sélectionner des bactéries
multi-résistantes, la simple hypothése d’un réservoir animal a I'antibiorésistance justifie
la mise en place de mesures de précaution strictes, adaptées a la mesure du risque
encouru. Et la maitrise de ce probléeme demeure entre les mains des prescripteurs.
Vétérinaires et médecins disposent du méme arsenal thérapeutique, cantonné a une
dizaine de familles d’antibiotiques. Son élargissement vers de nouvelles familles se
réduit un peu plus chaque année, au point d’amener 'OMS en septembre 2017 a
exhorter a une prise de conscience rapide du « grave manque de nouveaux
antibiotiques en développement » face a la menace croissante des bactéries multi-
résistantes. (23) Des lors, I'appréciation de la progression de I'antibiorésistance ne
peut se concevoir sans une surveillance coordonnée. Chez ’lHomme bien entendu, ce
qui est largement le cas de nos jours, mais aussi chez I'animal ! Observer ce qu’il se
passe chez I'un nous renseignerait sur ce qu’il pourrait se passer chez l'autre, et

inversement.
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.2.3. Cas des E-BLSE

(entérobactéries productrices de

béta-lactamase a spectre élargi)

L’augmentation de la multi-résistance aux antibiotiques chez les bacilles Gram
négatif représente un enjeu majeur de santé publique, notamment illustré par le
phénoméne dissémination mondial des entérobactéries productrices de béta-
lactamase a spectre élargi (E-BLSE).

Les E-BLSE sont omniprésentes au niveau mondial ; 1,5 milliard de personnes
seraient a ce titre présentement colonisées par au moins une E-BLSE (24). Leur
prévalence est d’ailleurs en constante augmentation. Si ce fardeau semblait
initialement étre I'exclusivité des pays riches (ceux disposant par ailleurs des outils de
surveillance épidémiologique), il est désormais établi que ce phénomeéne concernerait

encore davantage les pays les moins développés, ou le recours aux antibiotiques

peine a étre réglementé. (25)

% Africa Region European Region Western Pacific Region

o >10% - . 9 .

QO >3% . Regions of the Eastern Mediterranean - South East Asia Region
o >15% America Region

Figure 2 - Prévalence globale de la colonisation a E-BLSE au sein de la population humaine dans

le monde (d’aprés Karanika et al.) (25)
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C’est au début des années 1980 que les premieres souches de BLSE humaines ont
été décrites, peu de temps aprés [lintroduction en pratique clinique des
céphalosporines de 3eme génération (C3G). Initialement rapportées en Allemagne et
en France, des pénicillinases de type SVH ou TEM avaient alors démontré un
élargissement de compétence vers les C3G non reporté jusqu’alors, a la faveur
d’éléments mutationnels. Ces BLSE étaient alors décrites comme essentiellement

responsables d’infections nosocomiales. (26)
Cefotaximases (CTX-M)

Les années 2000 ont cependant vu I'étonnante émergence de la classe des
céfotaximases, dite CTX-M (27). Cette enzyme non-TEM et non-SHV fut isolée pour
la premiére fois en Allemagne en 1989. La présence d’un résidu arginine en position
276 est a l'origine de son activité hydrolytique envers les C3G, a I'image de ce qui était
retrouvé précédemment pour TEM et SHV en position 244. (28). Elle a cependant été
dénommée CTX-M du fait d’'une activité préférentielle sur le céfotaxime au regard de
la ceftazidime (on parle de ce fait de « céfotaximase »). Les CTX-M sont de nos jours
considérées comme les BLSE les plus répandues au niveau mondial chez ’lhomme,
et concernent aussi bien le secteur hospitalier que le milieu communautaire. (29)
Plus de 150 variants de CTX-M ont actuellement été identifiés (30), et classifiés en 5
grands groupes compte-tenu de leur séquence en acides-aminés : CTX-M-1, CTX-M-
2, CTX-M-8, CTX-M-9 et CTX-M-25.

Group 2

CTX-M-2/4-7/20/31/43/44/56/59/
74/75/92/97/124/131

Group ! CTX-M-5/76/77/95/124
CTX-M-13/10-12/15/212328-30 ) 1A 1.6.7/8-12

32-34/36/42/52-55/57/58/60-62/ (K arcorbato) Group 25
66/68/69/71/72/79/30/82/88/96/ e

101/107-109/114/116/117/133 41/39/91/94/100 CTX-M-45
CTX-M-78 (K. georgiana)

CTX-M-23 (K. ascorbata)
CTX-M-37 (K. cryocrescens)

Group 8
CTX-M-132

CTX-M-8/40/63
KLUG-1 (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 3 - Arbre phylogénétique du géne CTX-M et clustérisation en 5 grands groupes -

(d’aprés Decousser et al.) (29)
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Le gene chromosomique de béta-lactamase de classe A « bla Kluc » identifié chez
I'entérobactérie Kluyvera cryocrescens est considéré comme I'ancétre du groupe CTX-
M-1. (31) De facon similaire, on attribue une parenté pour le groupe CTX-M-2 au géne
klua de Kluyvera ascorbata, et a trois différentes béta-lactamases chromosomiques
de Kluyvera georgiana (groupes CTX-M-8, CTX-M-9, et CTX-M-25). (32)

Le plasmide portant I'enzyme de type CTX-M s’avere trés souvent étre le support
d’autres génes de résistance aux antibiotiques, et notamment aux aminosides,
tétracyclines, sulfamides, trimétroprime et fluoroquinolones, impliquant de fait la
possibilité de phénomeénes co-résistance et de co-sélection. (33) L'utilisation non-
raisonnée d’antibiotiques a donc probablement largement contribué a ce phénomeéne
de dissémination quasi épidémique des CTX-M, au méme titre que I'explosion des

échanges internationaux observée au début des années 2000. (34)

CTX-M-15

Présente sur les cing continents, on considére aujourd’hui que I'enzyme CTX-M du
sous-groupe 15 (= groupe 1) est de loin la plus représentée au niveau mondial chez
'Homme. (35) Ce phénoméne de globalisation des CTX-M15 va méme jusqu’a se
manifester dans le compartiment environnemental (regroupant les eaux, sols et
animaux sauvages). (36) Cette enzyme tient filiation au sous-groupe CTX-M-3 (=
groupe 1) du fait d’'une unique mutation Asp240Gly, induisant une hydrolyse beaucoup

plus importante du ceftazidime par rapport au céfotaxime. (37)

Les CTX-M15 semblent avoir plus une grande capacité de dissémination, du fait d’'une
séquence d’insertion et de mobilisation ISEcp1 singuliére. (38) Cette derniere se
targue en effet de plusieurs atouts non négligeables, prédisposant tout naturellement
son enzyme CTX-M-15 a un succes manifeste, en milieu communautaire notamment.
ISEcpl code tout d’abord pour une transposase, ce qui assure la mobilité plasmidique
du gene CTX-M-15 auquel elle est associée. Elle présente par ailleurs d’'une activité
promotrice forte, renforcant de fait I'expression de I'enzyme a laquelle elle est
associée. Enfin, elle exprime une affinité toute particuliére envers les entérobactéries
et notamment E. coli, du fait d’interactions facilitées et privilégiées avec leurs

plasmides « naturels » résidants de groupe F. (39)
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Ainsi, a la faveur d’un faible colt énergétique de maintenance chez E. coli (pas de
perte de « fitness »), les plasmides F se maintiendraient beaucoup plus longtemps, et
ce indépendamment d’'une éventuelle pression de sélection antibiotique intercurrente.
(40)

Malgré cette omniprésence mondiale de CTX-M-15 dans le compartiment humain,
certaines CTX-M particulieres apparaissent comme « spécifiques » d’'un pays ou d’une
aire géographique bien particuliere. Citons a ce titre le sous-groupe CTX-M-2 (=
groupe 2) en Amérique du sud, le sous-groupe CTX-M-1 en Italie ou encore le sous-
groupe CTX-M-14 (= groupe 9) en Espagne et en Asie (Chine, Japon, Corée du Sud
et pays d’Asie du Sud-Est notamment). (41)

Gulf States

Figure 4 - Répartition des principaux sous-groupes de CTX-M au niveau mondial chez FHomme :
2009 — présent (d’aprés Edward et al) (40)
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CTX-M-14 |
CTX-M-27
Other

Figure 5 - Répartition des principaux sous-groupes de CTX-M au niveau européen chez ’lHomme:
2009 — présent (d’aprés Edward et al) (40)

La France ne fait pas exception a la régle, et le sous-groupe CTX-M-15y est largement
représenté au sein de la population humaine. (42) Notons toutefois que de récentes
études y ont montré une prévalence du sous-groupe CTX-M-1 presque aussi élevée
que celle de CTX-M-15.

Dans zone océan indien, peu de données ayant rapport a la prévalence et au typage
des BLSE circulant dans le compartiment humain sont disponibles. Néanmoins, ces
contrées ont nécessairement développé d’'importants flux d’échanges avec le reste du
monde compte-tenu de leur localisation géographique parfois reculée et de leur
fréquente situation d’insularité. L’éventualité d’'une soustraction au phénoméne

d’antibiorésistance apparait de fait trés improbable.

A Madagascar, la prescription des antibiotiques en santé humaine releve la plupart
du temps d’un médecin assermenté (43), et leur distribution s’envisage théoriquement
dans le cadre d’'un circuit « formel », Iégal. Leur recours s’envisage pourtant tres
souvent de fagcon probabiliste par le prescripteur, compte-tenu de l'insuffisance de
couverture en laboratoires d’analyses biologiques (dont les prestations s’averent de
toute facon bien au-dela des bourses de la plupart des ménages malgaches) (44). Bien
qgu’officiellement réprimé par le Code de la Santé malgache (activité passible

d’amende et d’emprisonnement), un secteur informel de distribution des antibiotiques
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existe. Ce dernier est méme officieusement intégré par I'Etat et prend volontiers le relai
du secteur formel en cas de pénurie d’approvisionnement. (45) Certains antibiotiques
circulent ainsi librement sur les étals des marchés notamment, et leur distribution
s’apparente a celle de biens de consommation ordinaires. En matiére
d’antibiorésistance, il n’existe pour I'heure aucun programme national de surveillance
dédié a ce phénomeéne. Les rares études réalisées en la matiére sont pour la plupart
soutenues par des organismes privés et autres organisations non gouvernementales
(Institut Pasteur et OMS entre autres). De ce fait, les premieres souches humaines
malgaches d’E-BLSE ont été décrites dans la littérature assez tardivement (2005) (46).
Ce sont actuellement des prévalences globales en E-BLSE voisines des 21% qui sont
avanceées au sein de la population malgache (47) (48), chiffre proche de ce qui est
retrouvé plus largement au sein de la zone Afrique. (25). D’un point de vue
enzymatique, une franche majorité de CTX-M-15 est décrite (49) (50), laissant
Madagascar s’inscrire dans la méme tendance de celle observée a la Réunion (51) et

plus largement dans le reste du monde.

A Mayotte, le processus de départementalisation initié suite au referendum local de
2009 implique théoriquement le respect des mémes obligations que celles prévalant
au niveau national en médecine humaine, et notamment en ce qui concerne la
prescription et la distribution des antibiotigues. La réalité du respect de ces
considérations n’a toutefois pas été vérifiee dans cette étude. Toute comme la
Réunion, Mayotte apparait particulierement exposée au risque d’antibiorésistance
compte-tenu de son implication dans la prise en charge sanitaire de patients en
provenance des lles avoisinantes (évacuations sanitaires et immigration illégale
notamment). L’ARS Océan Indien se positionne dans la lignée du Plan National
Antibiotiques 2018 et exhorte a une réflexion de fond quant a 'usage observé des
antibiotiques dans ces deux iles afin d’en diminuer les prescriptions inutiles. En 2014,
'ensemble Réunion-Mayotte se présentait comme l'une des régions avec les plus
fortes incidences d’entérobactéries multirésistantes, (52) et ce taux continuer
d’augmenter de facon plus marquée qu’en métropole. La consommation totale
d’antibiotiques tous établissements confondus positionne la région Réunion-Mayotte

en 2éme place des régions les plus consommatrices d’antibiotiques (53).
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Chez I’'animal

Le monde animal n’échappe pas a 'omniprésence des céfotaximases. De la méme
facon, si les béta-lactamases de type TEM et SHV étaient largement reportées
jusqu’au début des années 2000 dans les élevages européens (54), il apparait
désormais qu’un switch enzymatique s’est récemment opéré au profit des CTX-M. Le
sous-groupe CTX-M-1 en particulier apparaitrait pour I’heure comme étant le plus
répandu au niveau européen (prévalence totale atteignant les 72%). (55)

Bien que de nombreuses études se soient attachées a évaluer la prévalence des E-
BLSE au sein des élevages de rente dans le monde, tres peu de données existent

spécifiquement a la zone Océan Indien.

Des travaux préliminaires ont été menés par Miltgen et al. en 2014 (56) sur quatre iles
de la région : Madagascar, I'archipel des Comores, Mayotte et I'lle Maurice. L’objectif
alors affiché était d'estimer la part du réservoir animal dans le phénoméne
d’antibiorésistance via I'appréciation des niveaux de prévalence en E-BLSE constatés
au sein des principales exploitations animales qui y étaient rencontrées. Au moyen de
prélevements réalisés directement au niveau du rectum ou du cloaque des animaux,
c’est un total de 27 fermes qui ont ainsi été sondées au cours de I'année 2014 lors de
missions de collectes spécifiques, ciblant aussi bien des exploitations de bovins,
d’ovins, de porcins et de volailles. (Madagascar : 6 sites et 84 animaux ; Comores : 3
sites et 89 animaux ; Mayotte : 6 sites et 37 animaux, Maurice : 7 sites et 67 animaux).
63 des 277 animaux testés se sont avérés porteurs d’au moins une E-BLSE, soit un
taux de colonisation moyen de 22,7% toutes espéces et régions confondues. C’est
donc une forte prévalence globale en E-BLSE qui a ainsi été mise en évidence dans
la zone Océan Indien, avec toutefois la mise en évidence d’'importantes disparités
inter-régionales (40,5% de prévalence pour Madagascar contre 6,7% aux Comores)
et inter-espéces (filiere porcine : 70% de colonisation contre 10% pour les volailles).

Les fortes prévalences ainsi retrouvées ont dés lors souligné la nécessité
d’investigations supplémentaires a mener au niveau régional notamment. Il s’agirait
d’établir de facon plus précise les niveaux de prévalence observes par ile et par filiere
sur de plus grands effectifs, et de mieux comprendre ce « niveau élevé » de résistance
(identification d’éventuels facteurs de risque et typage moléculaire des souches

bactériennes ainsi isolées).

-27 -



Tirant parti de ces observations préliminaires, Ramin-Mangata et al. (57) ont entrepris
d’affiner cet état des lieux en 2016 spécifiquement pour l'ille de la Réunion. Des
modifications substantielles ont d’ailleurs été apportées quant aux méthodes mises en
oeuvre. Brievement, de plus larges effectifs de fermes ont été sondés sur la base d’'une
étude bibliographique des niveaux de prévalence décrits dans les autres élevages du
monde. Le recueil biologique par pédichiffonnette a été privilégié et un questionnaire
ayant trait aux conditions d’élevage a été renseigné de facon conjointe, afin d’identifier
d’éventuelles pratiques a risque. Enfin, un typage moléculaire des souches d’E-BLSE
a été realisé. Les observations faites dans cette étude seront plus longuement
détaillées et permettront la comparaison avec nos résultats dans le cadre d’une mise

perspective régionale.

1.2.4. Cas des E-RPP

(entérobactéries avec résistance

plasmidiqgue aux polymyxines)

La dissémination des entérobactéries multi-résistantes (et notamment aux
carbapénémes) a occasionné le retour en médecine humaine de la polymyxine E
(colistine) lorsque les alternatives thérapeutiques s’averent limitées. (58)
Contrairement a la médecine vétérinaire ou les polymyxines sont de recours ordinaire,
ces derniéres ont longtemps été écartées des protocoles thérapeutiques hospitaliers
en raison d’une forte toxicité (en particulier rénale). Les polymyxines s’envisageaient
alors dans des infections particulierement graves, et le plus souvent en tant que

traitement de dernier recours.

L’augmentation récente de leur recours s’est rapidement accompagnée d’une
majoration des infections a germes naturellement résistants (59), et de facon plus
alarmante de I'émergence d’un phénomene de résistance acquise chez des bacilles

Gram négatif qui y étaient habituellement sensibles.
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Pour rappel, les polymyxines sont des antibiotiques produits naturellement par une
bactérie Gram positif d’origine environnementale : Paenibacillus polymyxa (60). On en
dénombre cing classes chimiques (A, B, C, D et E) dont seulement deux sont utilisées
en pratique : la polymyxine B (aux USA notamment) et la polymyxine E (ou colistine).
(61) Il s’agit de volumineuses molécules polypeptidiques cationiques ciblant le
lipopolysaccharide (LPS) bactérien, composant fondamental dans le maintien de
I'intégrité de la paroi des bacilles Gram négatif (BGN). Méme si leur mode d’action
exact n'est a ce jour pas totalement élucidé, la bactéricidie des polymyxines tiendrait
a une perturbation des intéractions électrostatiques s’opérant au sein de la membrane
bactérienne (I'affinité du LPS vis a vis des polymyxines étant supérieure a celle des

cations divalents membranaires y résidant: Mg2+, Ca2+) (62) (63) (64).

Pendant longtemps, le concept d’'un support plasmidique aux genes de résistance des
BGN aux polymyxines a largement été rejeté par la communauté scientifique.
Lorsqu’ils étaient étudiés, ces derniers correspondaient toujours a des mutations
chromosomiques de génes impliqués dans les voies de biosynthese de la capsule
(substitution de la cible) ou du lipide A (modifications de la cible). Les niveaux de
résistance observés sont dans ce cas généralement élevés (CMI >8 mg/L).

En novembre 2015, Liu et al. identifient pour la premiere fois chez des souches
d’entérobactéries d’origine animale et humaine un gene de support plasmidique
nommé MCR-1 (plasmid-mediated colistin resistance), codant pour une phospho-
éthanolamine transférase (pEtN) responsable d’une résistance acquise a la colistine.
(65) Les modifications du LPS ainsi causées par MCR-1 confereraient un niveau de
résistance relativement faible (CMI comprises entre 2 et 8 mg/L), mais potentiellement
transférable horizontalement. D’ou la frayeur occasionnée dans la communauté

scientifique. Depuis, 7 autres familles de génes MCR ont été décrites. (66)

Aprés la publication de la séquence nucléotidigue du géne MCR-1, de nombreux
groupements scientifiques ont recherché sa présence dans leur base de données
d’ADN bactérien. Ainsi, au 1er aolt 2016, 1472 souches d’entérobactéries
productrices de MCR-1 étaient recensées par Dortet et al (67), révélant une
dissémination d’ordre mondial de I'enzyme. Si la majorité des souches identifiées
provenait d’Europe et d’Asie, ces dernieres étaient préférentiellement issues du monde
animal, suggérant ainsi un tres probable réservoir animal.

Bien que décrit de récemment, ce mécanisme de résistance a été retrouvé au sein de

collections bactériennes remontant aux années 1980 (élevages de poulets de chair
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chinois) (68). La circulation de MCR-1 se serait opérée de facon silencieuse pendant
une vingtaine d'année a la faveur d'une absence totale de surveillance

épidémiologique et d’'un défaut de techniques de détection adaptées.

MCR-1 chez I'animal

Il est désormais entendu que la dissémination de MCR-1 concernerait de fagon
majoritaire le compartiment animal, et tout particulierement les élevages de rente (69).
Un lien a rapidement été établi avec les fortes quantités de polymyxines qui y sont
utilisées (70). Notons toutefois que la faune sauvage n’échapperait pas a ce
phénomeéne (71) (description de souches d’E. coli co-résistants CTX-M et MCR-1 chez
les goélands a Ushuaia, oiseau de mer sauvage n’étant naturellement pas soumis a
d’éventuels traitements antibiotiques), et jouerait méme un role de catalyseur dans la

dissémination mondiale de I'enzyme (capacités migratoires).

Si I'on s’attache spécifiguement aux élevages de rente, la présence de MCR-1 a été
rapportée dans les exploitations animales d’au moins 29 pays, couvrant les quatre
principaux continents. (72). L’Europe serait particulierement concernée, avec des

niveaux de prévalence parfois élevés. (73) (74)
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Figure 6 - Distribution mondiale de MCR-1 dans les élevages de rente (illustration d’aprés

Giamarellou et al.) (72)
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En France, les premiéres souches animales d’entérobactéries MCR-1+ ont été mises
en évidence de facon rétrospective dés 2005 au sein d’élevages de veaux atteints de
diarrhée infectieuse. De fagon peu étonnante, il s’agissait pour lintégralité des
souches collectées d’E. coli démontrant une co-résistance aux C3G du fait de la
production associée de BLSE. (75) Ce phénomene de co-résistance facilite trés
probablement la sélection et la dissémination des souches MCR-1 dés lors qu’une
forte pression antibiotique est exercée (comme c’est notamment le cas au sein des
élevages). Plus récemment, un état des lieux de la résistance plasmidique a la
colistine a été mené au niveau national a partir de prélevements réalisés
rétrospectivement entre 2007 et 2014 dans le cadre du Programme de Surveillance
de la résistance aux antibiotiques dans les élevages. Si des prévalences relativement
modérées sont actuellement retrouvées en France par rapport au reste du monde, (76)

elles apparaissent toutefois constante augmentation depuis le début des années 2010.

E. coli strains E. coli strains Proportion of mcr-1 positive (n) among  Prevalence of mcr-1 positive E.
Year Animals tested for MIC resistant to colistin colistin-resistant £. coli strains (N) coli strains
n/N % (95%C1)
Turkeys 239 14 14/14 5.9 (2.9-8.8)
2014 -
Broilers 227 4 4/4 1.8 (0.1-3.5)
Pigs 196 1 1/1 0.5 (0.0-1.5)
2013 -
Broiler 193 3 3/3 1.6 (0.0-3.3)
Pigs 194 0 N.a. N.a.
2012
Broiler 201 o N.a. N.a.
2011 Pigs 200 1 1/1 0.5 (0.0-1.5)
2007 Turkeys ND ND 0/246 0 (0.0-1.2)

Figure 7 - Etudes francaises ayant apprécié la prévalence de MCR-1 en élevage entre 2007 et

2014 (illustration d’aprés Perrin-Guyomard et al.) (76)

Au niveau régional, la premiére souche animale d’entérobactérie MCR-1 a été isolée
en janvier 2018 a la Réunion par Belmonte et al (données non publiées), lors d’'un
screening réalisé a postériori sur pédichiffonnettes prélevées en 2016 au sein
d’élevages de rente réunionnais. Apres décongélation et ensemencement sur gélose
de dépistage spécifigue SuperPolymyxine (ELITech MICROBIO), une souche d’E. coli
résistante a la colistine et revenant positive a MCR-1 en biologie moléculaire avait été
isolée au sein d’un élevage de porcs du sud de l'ile. (exploration moléculaire réalisée

par le CNR de la Résistance aux Antibiotiques du CHRU de Clermont Ferrand.

La dissémination de MCR-1 de 'animal vers ’'Homme ferait craindre la confrontation
a de véritables situations d’impasse thérapeutique (notamment dans le cas d’infections
a germes multi-résistants). La simple évocation d’'une telle occurrence suffit donc a
justifier la nécessité conjointe d’'une surveillance renforcée du compartiment humain.
(77)
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MCR-1 chez ’'Homme

A la différence du compartiment animal, la prévalence des souches humaines MCR-
1+ resterait pour I'heure encore faible. Sur les 21006 isolats bactériens collectés dans
le cadre de I'étude SENTRY (78), plus grande évaluation internationale de la
prévalence humaine de MCR-1 (programme de surveillance mis en place entre 2014
et 2015 au sein de 183 hdpitaux), seuls 19 ont été retrouvés positifs 8 MCR-1, ce qui
représente une prévalence globale inférieure a 0,1%.

Au niveau régional, peu de données existent spécifiquement a la zone océan indien.
Les premiéres souches humaines d’entérobactéries MCR-1+ ont été isolées en 2016
en Afrique du Sud chez des patients provenant a la fois du milieu communautaire et
hospitalier. Ces souches présentaient toutes une co-résistance au florfénicol,
antibiotique d’'usage vétérinaire uniquement, ce qui suggére encore une fois une

contribution animale directe a ce phénomene. (79)

A la Réunion, une souche humaine d’entérobactérie MCR-1+ a été isolée en janvier
2017 au CHU Sud. Il s’agissait d’'une patiente de 30 ans « evasanée » d’un service de
soins intensifs mauritien pour syndrome de Guillain Barret dans les suites immédiates
d’'un syndrome grippal développé lors d’un séjour au Moyen Orient. Son hospitalisation
avait notamment été marquée par le développement d’une infection urinaire non
compliquée a E. coli multi-résistant (co-producteur de BLSE de type TEM et d’'une
carbapénémase de type NDM-1), démontrant une résistance inhabituelle a la colistine.
(CMI= 4g/mL). Bien que la souche ait été retrouvée positive par PCR a MCR-1,
I'origine autochtone du cas n’avait alors pu étre certifiée compte-tenu de cette notion

de séjour en Arabie Saoudite et dans un hépital mauricien. (80)
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|.3. L’élevage de rente dans
I’Océan Indien : exemple de
Madagascar et de Mayotte

1.3.1 Madagascar

L’élevage tient une place importante a Madagascar. On estime a ce titre qu’environ
72% des ménages ruraux malgaches sont concernés pour des pratiques ayant trait a
I'élevage d’animaux (de la basse-cour au gros bétail. (81) Il s’agit a vrai dire d’'une

source durable et non négligeable de revenus pour 'ensemble de la population.

Boeufs

Le zébu (Bos taurus indicus) est un bovidé domestique introduit des les années 1880
a Madagascar. Pres de 8 millions de malgaches pratiqueraient I'élevage de zébus
selon le ministére de de I'Elevage malgache. (82) Il fournit un indispensable support a
la population dans tous les aspects de la vie quotidienne, a tel point que I'équipe de
football nationale est surnommée « Baréa », ce qui signifie « zébu ». Son élevage se
concoit selon deux systémes distincts suivant la région considérée :

- Dans les régions les plus rurales (versant occidental et sud-ouest de I'ile), le zébu
est élevé pour venir en aide a la réalisation des travaux agricoles. Moyen de production
peu codteux, ce dernier se préte particulierement aux activités de traction comme le
labour et le piétinement des rizieres. Son fumier profite a la fertilisation des terres.
L’élevage contemplatif de zébus s’envisage d’'un point de vue sociétal comme un signe
extérieur de richesse : posséder un grand troupeau est un moyen détourné d’afficher
aux autres sa reussite sociale. Les régions Sud (Tuléar) et Ouest (Mahajanga)
rassemblent ainsi prés de 65% de I'effectif du cheptel national. (83)

- Dans les régions urbaines et péri-urbaines (Antananarivo et Antsirabe), I'élevage de
bovidés s’envisage plutdt pour la consommation. La population y est plus dense et le
pouvoir d’achat élevé. La proximité des services vétérinaires et des centres d’abattoirs
facilite le développement de grandes exploitations agricoles ou I'élevage de bovidés
s’envisage selon un systeme intensif. (84)
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Volailles

Bien que la consommation de volaille soit encore relativement faible & Madagascar
(3kg par personne par an versus 50kg en Europe), I'élevage avicole n’est pas en reste
et la demande croissante pour ce type de viande bon marché. (85)

L’élevage avicole se répartit principalement en deux sous-compartiments distincts :

- L’'un, majoritaire, est de type traditionnel. Largement répandue dans tout le territoire
malgache (jusqu’aux régions les plus enclavées), I'aviculture villageoise constitue pour
cette tranche de la population un systéme d’épargne a part entiere, mobilisable a tout
instant. 67% des ruraux possederaient ainsi au moins une poule. Il s’agit le plus
souvent de poulets dits « akoho gasy » : race locale et assez rustique, elle supporte
bien les différents climats de Madagascar et est appréciée pour sa chair et ses ceufs.
Elle permet surtout d’obtenir rapidement et a moindre colt une viande a bon
rendement : l'investissement a supporter est modéré et son cycle de production
relativement court (la croissance d’un poulet varie entre 40-45 jours ; une poule peut
pondre dés 8 mois et avoir jusqu’a 3 couvaisons par an). La plupart des taches ayant
trait a l'aviculture villageoise revient en premier lieu aux femmes et aux enfants. Les
unités d’élevage sont de taille modeste (5 a 20 sujets), sans gestion particuliére. (86)
L’Etat encourage activement le développement de ces filieres traditionnelles pour
assurer un minimum de ressources au plus grand nombre.

- L’autre, plus industrialisé, est a ce jour encore minoritaire mais tend a se
développer. (87) L’élevage avicole industriel se concentre en périphérie des zones
urbaines et périurbaines, la ou la demande en viande et en ceufs est la plus forte et
les centres d’abattage disponibles. Antananarivo et sa proche banlieue (Mahitsy,
Ankazobe) rassemblent ainsi la quasi-totalité des exploitations de Madagascar. (85)
Les éleveurs sont des professionnels a part entiére et tirent leurs revenus de volailles
génétiguement sélectionnées sur leur capacité a produire viande et ceufs a un bon
rendement. Ces derniéres recoivent une alimentation spécifique ainsi que les mesures
sanitaires prophylactiques de pratique courante dans les exploitations modernes.
L’élevage est confiné dans un poulailler et I'application des mesures sanitaires fait
'objet d’'un management rationnalisé. Les éleveurs se fournissent principalement en
poussins auprés d'accouveurs professionnels, lesquels importent massivement
d’Europe leurs ceufs a couver pour pallier a la forte demande en produits
intermédiaires. Le développement de sites d’élevage parentaux est actuellement

encourage.
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Porcs

Seconde en importance, la filiere porcine se concentre principalement dans les
Hautes-Terres (Antananarivo, Fianarantsoa) et les régions sud (plus de 80% du
cheptel total). Il s’agit le plus souvent des races locales (« kisoa zanatany »), bien que
I'importation d’espéces génétiquement perfectionnées se rencontre de plus en plus.
(88). Sa commercialisation se destine exclusivement a la consommation locale du fait
de I'endémicité de la maladie de Teschen (encéphalite a entérovirus du porc) et des
épidémies récurrentes de peste porcine africaine sévissant depuis 1998, concourant

a l'interdiction d’exportation d’animaux vivants.

La encore, on identifie principalement deux types d’élevages:

- le plus répandu, traditionnel et de gestion familiale rassemble de modestes effectifs
(moins de 10 tétes, de race locale). Les porcs sont voués a I'engraissement (et non
pas a la reproduction) a la faveur des restes de cuisines et surplus de récoltes. Leur
rendement reste favorable grace a la valorisation des déchets et a des mesures
d’entretien quasi nulles. Les installations sont rudimentaires (abris en bois accolés a
la maison familiale), et le contexte sanitaire soumis aux considérations de son éleveur.
- a I'opposé, les élevages intensifs relevant d’'une logique industrielle s’avérent de
grande taille (plus de 100 tétes en moyenne). Les races concernées sont le plus
souvent améliorées et importées (croisements a haut rendement). Si la majeure partie
du cheptel est allouée a I'engraissement, l'autre se destine a la reproduction afin de
garantir sa pérennité. La taille de la porcherie est ajustée au nombre d’individus qu’elle
recoit, ventilée et nettoyée régulierement. L’alimentation est adaptée et les contraintes

sanitaires connues de I'éleveur.

1.3.2. Mayotte

Boeufs

Prés de 3600 élevages bovins sont recensés a Mayotte (89). Leur répartition est

cependant assez inégale. S’il s’agit dans la majorité des cas (60%) de petites

exploitations (moyenne de 4,8 tétes), il n’en demeure pas moins que 8,9% des
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éleveurs de possedent a eux seuls 31% du troupeau local (soit 5200 bovins). Par voie
de conséquence, la gestion de la majorité des troupeaux se fait encore de facon
traditionnelle : a l'attache, les bovins sont régulierement déplacés pour étre placés
au plus prés des ressources fourragéres environnementales disponibles localement....
Les troupeaux fonctionnant sur un mode plus industrialisé impliquent quant a eux le
parquage dans des parcelles concues a cet effet, une complémentation alimentaire
spécifique et des mesures de vaccination préventive. La plupart de ces gros troupeaux
se concentrent dans les régions centre de l'lle (Ouangani, Sada), communes

historique en matiere,d’élevage...

Volailles

Plus de 2150 exploitations avicoles sont recensées a Mayotte. (89)

- La grande majorité des élevages (environ 2000) répond encore a un mode
d’exploitation de type traditionnel, et produisent essentiellement des poulets de chair
de race locale dite « bicyclette ». Le nombre d’individus ne dépasse pas la dizaine,
dans des installations précaires type « toles, bois et grillage » ; il s’agit avant tout de
satisfaire les besoins alimentaires familiaux (le surplus étant vendu dans un second

temps uniquement...)

- A l'opposé, s’ils sont moins représentés (environ 150), les élevages modernes
drainent quant a eux des effectifs beaucoup importants (de la centaine au millier de
tétes). lls s’avérent plus diversifiés en matiére de production (poules pondeuses,
poulets de chair, pintades et dindes). La totalité de la production avicole industrielle se
destine a la consommation. Les normes d’hygiénes répondent aux standards

nationaux depuis la départementalisation de I'lle.

Le marché mahorais avicole est fortement déséquilibré : si le marché de I'ceuf était
considéré comme auto-suffisant (90), la production de poulet de chair ne parvient
quant a elle pas a satisfaire plus de 1% de la demande locale. (91) Méme si cette
filiere tend a se développer, de hombreuses contraintes brident cette aspiration. Il
n’existe a ce jour qu’un seul abattoir (a Coconi). Ce dernier est arrivé a saturation et
ne parvient pas a absorber toute la demande. La production industrielle d’oeufs

fécondés sur place (grace a des élevages de reproducteurs) est actuellement trop
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technique pour étre envisagée. De ce fait, I'import est nécessaire. Jusqu’en 2016, il
s’agissait de poussins en provenance de la métropole, avec une limite de 3000 par
voyage, et bien trop souvent soumis aux aléas du fret aérien. La mise en place récente
d’'un couvoir en mars 2016 a ouvert la voie a l'importation d’oeufs fécondés :

transportés a 13°C, ces derniers supportent des temps de transports plus longs.

|.4. Spécificités de
I’antibiothérapie vétérinaire :

Les antibiotiques sont largement utilisés dans les élevages. L’'OMS a estimé en 2001
gu’au moins 50 % des antibiotiques produits dans le monde étaient destinés aux
animaux d’élevage et de compagnie, pour les soigner ou favoriser leur croissance.
(92). Aux Etats-Unis, ou le recours aux antibiotiques vétérinaire est beaucoup fréquent,
on avance méme le chiffre de 80%. (93)

En chiffres, 13 600 tonnes d’antibiotiques ont été vendues en 2011, a destination de

la filiére animale aux Etats-Unis, contre 3500 pour les Américains eux-mémes.

1.4.1. Indications

La finalité des antibiotiques a usage vétérinaire peut différer suivant les objectifs de
I'éleveur et la région du monde ou se situe I'élevage :

- a but thérapeutique, I'antibiotique remplit alors son indication primitive, c’est-
a-dire celle pour laguelle il a été initialement développé : la lutte contre les infections
causées par des bactéries. (94)

- a usage zootechnique ou sub-thérapeutique, il s’agit la plutét d’améliorer le
rendement des productions animales. (95). L’antibiotique est alors envisagé en en

tant de promoteur de croissance, et son recours détourné de son indication primitive.
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Usage thérapeutique

Comme 'Homme, les animaux peuvent étre sujets a des infections qu’il convient
parfois de prévenir ou traiter : on estime que 60% des 1400 pathogenes recensés
pour les humains le sont aussi pour les animaux. (96) Ceci se congoit d’autant plus
en condition d’élevage, lorsque les importantes densités d’'individus mettent en péril
le fragile équilibre sanitaire du troupeau. Les troubles sanitaires affectant les
animaux d’élevage seraient ainsi responsables a I'échelle planétaire d’'un manque a
gagner de plus 20% en termes de production, selon I'Organisation Internationale de
la Santé Animale (OIE). (97) D’ou I'intéret des antibiotiques: 96% du tonnage produit
en 2018 concernait les animaux destinés a la consommation. (98) Maitriser la santé
animale permet alors d’assurer a la fois le bien-étre des animaux, mais aussi les

performances économiques du cheptel pour son producteur.

Le recours aux antibiotiques en tant que médicament dans les élevages s’envisage le

plus souvent selon trois modes distincts (99) :

- dans la majorité des cas, leur utilisation répond a un besoin « curatif » chez des
animaux cliniquement malades. L’objectif est ici principalement d’éviter leur mort et de
restaurer a plus ou moins court terme leur production (et de réduire leur souffrance).
Le traitement curatif ne se concgoit qu'a a I'échelle individuelle (c’est-a-dire qu’il est

administré uniguement aux sujets atteints).

- le traitement « métaphylactique » s’envisage dans les élevages a haute densité,
lorsqu’une infection que I'on sait contagieuse commence a apparaitre chez un nombre
significatif d’individus (seuil de 10 a 15% du troupeau généralement choisi).
L’ensemble du cheptel sera alors traité pour enrayer la progression de I'agent
infectieux chez des animaux encore sains, mais ayant pu étre en contact étroit avec
ceux atteints. Il s’agit donc ici d’allier le curatif au préventif avec une posologie adaptée
afin de limiter les phénomenes de sélection. L’Arrété du 22 juillet 2015 relatif aux
bonnes pratiques d'emploi des médicaments des substances antibiotiques conditionne
le recours a la métaphylaxie par en médecine vétérinaire une analyse rigoureuse du
rapport bénéfice/risque du traitement aprés examen minutieux du groupe d'animaux,

en tenant notamment compte des antécédents de I'élevage en question.
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- enfin, des animaux sains peuvent étre traités de facon prophylactique (ou
préventive) lorsqu’ils ont été exposés a un facteur de risque reconnu et ont de ce fait
une forte probabilité de développer la maladie a trés court terme. Le traitement
prophylactique intervient donc avant méme I'expression de la maladie. Une réflexion
approfondie est actuellement menée sur la limitation de ce mode d'usage, de sorte
gu’il ne se substitue en aucun cas a une indispensable maitrise sanitaire. (100) A titre
d’exemple, une prophylaxie est systématiquement appliquée chez les vaches laitieres
au moment du tarissement, facteur de risque reconnu d’infections mammaires
potentiellement sévéres. Il en est de méme chez les porcelets a I'époque du sevrage
et chez les veaux pendant l'allaitement (période propice aux cas des épisodes de

diarrhée invasive).

Dans tous les cas, un animal en bonne santé permet au producteur une meilleure
valorisation des aliments consommeés, un abatage rapide, et en bout de chaine une
viande estampillée « de qualité », ne représentant a priori aucun risque sanitaire pour

le consommateur.

Usage zootechnique :

Le recours aux antibiotiques en tant qu’additifs alimentaires dans les élevages est
répandu dans le monde entier, et I'était jusqu’a trés récemment en Europe notamment.
Ajoutés en petites quantités, les antibiotiques améliorent les performances
zootechniques des animaux qui y sont exposés. Les doses utilisées (de I'ordre du
mg/kg d'aliment) ne sont ni bactériostatiques ni bactéricides au regard de celles
utilisées a visée curative (centaines de mg/kg). Le mécanisme précis de ces effets
zootechniques n’est a ce jour pas formellement identifié. Néanmoins, beaucoup de
travaux mettent en avant des modifications des relations symbiotiques de la microflore
avec I'animal hote. (101)

Les antibiotigues réduiraient certains effets nutritionnels néfastes de la flore
bactérienne pour I'animal. Le catabolisme bactérien de 'urée (trés colteux en énergie
pour I'animal et servant a la détoxification) se retrouverait inhibé (102) tout comme
celui des acides aminés, permettant in fine une épargne relative et une amélioration
de la rétention azotée. (103) (104) (105) L’efficacité alimentaire est renforcée,

permettant ainsi une augmentation de la vitesse de croissance au profit de I'animal. |
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faut donc moins d’aliments pour produire autant de viande, et moins de temps

consacré a I'élevage d’un troupeau.

1.4.2. Contexte légal et normatif

Une enquéte menée aupres des 130 pays membres de I'OIE (World Organisation for
Animal Health) révéle que 110 pays n’ont pas encore de |égislation clairement établie
en ce qui concerne limportation, la fabrication, la distribution et l'utilisation des
antibiotiques en médecine vétérinaire. Par conséquence, ces derniers circulent
librement comme des biens de consommations ordinaires, et leur usage n’est pas
contrélé... (106)

A Madagascar

A Madagascar, l'accés aux médicaments vétérinaires est « officiellement »

réglementé. Cela s’avere quelque-peu différent en pratique.

Droit de Prescription

La prescription doit obligatoirement étre réalisée sous la responsabilité d’'un vétérinaire
inscrit au tableau de 'ordre National des Docteurs Vétérinaires Malgaches (ONDVM)
pour le secteur privé, ou a la direction des services vétérinaires (DSV) en ce qui
concerne le secteur public. En 2012, on estimait a 200 le nombre de vétérinaires du
secteur privé en activité, soit une moyenne d’un vétérinaire pour 10.000 exploitations.
On constate une répartition inégale de 'ensemble du corps vétérinaire sur le territoire,
la majorité se regroupant en cabinets privés aux alentours des principales
agglomérations. Les élevages les plus reculés sont |ésés par cette inégalité de
répartition, et ne peuvent bénéficier d’'un suivi sanitaire. Pour pallier a ces difficultés et
répondre a court terme a cet objectif de proximiteé, des organisations paysannes (OP)

se mettent en place. Il s’agit le plus souvent de villageois sélectionnés et formés par
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les services de I'état, afin de répondre sur place aux besoins de santé les plus urgents :

soins curatifs urgents, programmes de vaccination, surveillance épidémiologique ...)

Délivrance

Aucune regle n’est imposée sur la délivrance des médicaments. De ce fait les
vendeurs opérent librement, généralement sans ordonnance et sans avoir vu les
animaux a traiter. Il faut noter que les éleveurs sont souvent amenés a traiter eux-
mémes leurs animaux, lorsque les techniciens vétérinaires ne peuvent se déplacer ou
lorsque leur prestation est trop colteuse. Le libre acces a des médicaments a bas prix
disponibles dans les centres urbains tend a favoriser le développement de pratiques

déraisonnées en matiére d’antibiothérapie ...

En 2014, une étude effectuée par la direction du service vétérinaire (DSV) du ministére
de I'Elevage a révélé que 37% des viandes contrélées sur le marché de la capitale
contenaient des résidus d’antibiotiques en quantité significative. (107) Les prévalences
étaient d’autant plus importantes en province par rapport a Tananarive (42.4%) ce qui
suggere un recours aux antibiotiques plus répandu dans les élevages les plus éloignés
(et donc moins contrdlés). Toutes les principales classes d’antibiotiques d’usage
courant en médecine vétérinaire seraient concernées. (108) L’hypothése d’une
utilisation détournée des antibiotiques a visée zootechnique apparait donc probable,

en sus de son indication premiere.

Des contrdles de bonnes pratiques peuvent étre réalisés par les Services Officiels
Vétérinaires, lesquels sont autorisés a inspecter les exploitations et a pénaliser si une
non-conformité était constatée. Ces contréles sont en réalité trés rares. En résulte un
global manque de sensibilisation des éleveurs quant aux potentiels risques liés a une

mauvaise utilisation des antibiotiques...

A Mayotte et en France

Département francais a part entiere depuis 2009, Mayotte est concernée au méme

titre que la Réunion par la législation nationale en matiere de médecine vétérinaire. Il
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convient toutefois de préciser que le contexte local de la réalité de son application n’a

pas été évalué.

Droit de prescription :

L’'usage en général de traitements médicamenteux (dont traitement antibiotiques) sur
les animaux d’élevage est autorisé (109), mais est soumis a certaines régles...

Seul un vétérinaire diplomé et inscrit a I'Ordre des vétérinaires est autorisé a prescrire
des médicaments vétérinaires. (110) Ce dernier est libre dans l'exercice de ses
activités de traitement et de prescription, mais « dans les limites posées par la loi et
dans le respect Code la santé publique ». (111) Sa prescription doit non seulement
prendre en compte la santé de I'animal, mais aussi les considérations économiques
de propriétaire. Elle implique donc un examen clinique rigoureux de I'animal considéré.
La prescription doit étre accompagnée d’'une ordonnance, permettant la délivrance des
médicaments par un ayant droit et garantissant la tracabilité du traitement administré.
(112) La prescription doit cibler en priorité un médicament « autorisé pour I'animal de
'espéce considérée et pour lindication thérapeutique visée ». (113) Si aucun
médicament correspondant aux conditions sus-citées n’est disponible, le vétérinaire
s’attachera alors a respecter le dispositif « de la cascade » dans le choix d’un

médicament alternatif.

Cas particulier des animaux de rente :

Dans le cas d’animaux d’élevage, des spécificités s’appliquent...

Le vétérinaire est le plus souvent salarié au sein d’'un groupement d’'éleveurs pour
lequel il officie. Il n’est alors autorisé a délivrer des médicaments qu’aux membres du
groupement uniquement. La prescription s’inscrit dans un programme global de
« surveillance sanitaire » de I'élevage. (114) Il s’agit d’'un ensemble d’interventions
programmées selon un calendrier préétabli, et adaptées aux dominantes
pathologiques spécifiques de I'élevage surveillé.

La liberté de principe du vétérinaire quant au choix du traitement est plus encadrée
lorsqu’il est assigné a des animaux dont la chair ou les produits sont destinés a la
consommation humaine. Les substances pharmacologiquement actives (et
notamment antibiotiques) qu’il contient doivent étre autorisées au niveau européen
(115) garantissant leur innocuité a la fois vis-a-vis de I'animal et du consommateur.
L’existence d'une LMR (limite maximale de résidus) doit étre évoquée, renforcant la

nécessité d’'un respect rigoureux des conditions d’administration du traitement a
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'animal. La LMR correspond a la teneur maximale de résidu acceptable dans les
denrées alimentaires provenant d’animaux qui ont été traités. Des seuils spécifiques
sont proposés par le Comité du Médicament Vétérinaire (CVMP) pour chaque
molécule, espéce animale et voie d’administration, puis publiés au Journal Officiel

Européen.

Promoteurs de croissance :

Jusqu’en 2006, 'usage d’antibiotiques en tant qu’additifs était autorisé dans I'Union
Européenne. Leurs modalités d’emploi étaient encadrées sous la forme d’une liste
positive. (116) (117) Ces pratiques étaient alors largement répandues : on estime
gu’elles concernaient en France en 1998 de facon quasi-systématiques les porcelets
(98%) et dindons (96%), et de facon largement majoritaire pintades (81%), porcs
(70%) et poulets de chair (68%). Les pondeuses (20%) et bovins (28%) étaient moins
concerneés. (118)

En 1981 la Suéde se prononce en faveur d’'un usage restrictif des antibiotiques en tant
qgu’additif, avant de les interdire complétement au ler janvier 1986 et engage une
réflexion générale sur l'intérét de leur maintien dans leurs usages les moins vitaux.
(119) En 1999, la réglementation européenne commence a suivre 'exemple suédois
et réduit a quatre le nombre d’antibiotiques autorisés a des fins de croissance en
production animale. Cette interdiction partielle a été considérée comme le premier pas
mené dans la lutte contre 'usage déraisonné des antibiotiques dans I'agriculture. Les
effets sont immédiats : en 2001, la Fédération Européenne pour la Santé de I’Animal
enregistre une diminution de 50% de la quantité d’antibiotiques toujours utilisés a des
fins d’élevage dans 'UE par rapport a 1997. (120)

Il faudra attendre le 1er janvier 2006 pour que I'UE interdise formellement I'utilisation
d'antibiotiques comme facteurs de croissance dans les aliments pour animaux.
L’addition d’antibiotiques dans les aliments pour animaux n’est dorénavant envisagée

qu'a des fins thérapeutiques ...
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1.4.3. Quels antibiotiques en

pratique ?

A Madagascar

Il est difficile de connaitre précisément les quantités d’antibiotiques importées sur la
grande ile, ainsi que leur provenance. Il apparait qu’environ deux tiers des molécules
disponibles proviendraient d’'Inde et d’Asie, et un tiers d’Europe (France et Hollande
principalement). (121) La distribution s’opére via des fournisseurs spécialisés baseés
dans les grandes agglomérations. Deux grandes classes de molécules seraient
principalement utilisées : les tétracyclines et les béta-lactamines (avec une place toute
particuliere des pénicillines). Les pénicillines sont en effet tres largement utilisées a
Madagascar et plus largement dans les pays en voie de développement du fait de leur
faible colt et de leur disponibilité aisée dans les systemes de vente en produits
pharmaceutiques. Leurs indications étant au demeurant assez larges, cela suffit a en
faire des antibiotiques de recours trés fréquent a la différence de ce qui est observé
en France notamment. Ces pénicillines sont souvent co-administrées (streptomycine
en injection par exemple) pour élargir au maximum leur spectre d’action, d’autant plus
lorsque lidentité microbiologique de linfection s’avére incertaine, en I'absence de

présence vétérinaire suffisante.

A Mayotte et en France

La filiére animale francaise est encore trés consommatrice de molécules antibiotiques.
Méme si cette tendance s’inscrit a la baisse, il apparait en 2017 que la majorité des
antibiotiques produits en France le seraient encore a visée vétérinaire. (717 tonnes

allouées a la médecine humaine versus 761 pour la médecine vétérinaire). (122)

De facon générale, la majorité des familles antibiotiques sont partagées par les deux
médecines. Selon 'AFFSA ANMV et 'AFSSAPS, 64% des classes d’antibiotiques
ayant une AMM en médecine humaine en France en ont également une en médecine

vétérinaire. Cependant, quelques spécificités existent. (123)

44 -



Comparatif des principales spécialités
antibiotiques approuvées en France

Classes Médecine humaine Médecine

d’antibiotiques vétérinaire
Aminoglycosides oui oui
B-Lactamines :

- pénicilline G oui oui
- pénicilline VvV oui oui
- pénicilline M oui oui
- pénicilline A oui oui
- carboxypénicillines oui non
- uréidopenicillines oui non
- CI1G oui oui
- C2G oui oui
- C3G oui oui
- C4G oui oui
- C5hG oui non
- monobactames oui non
- carbapénemes oui non
Fluoroquinolones oui oui
MLSK :

- macrolides oui oui
- lincosamides oui oui
- streptogramines oui non
- pleuromutilines non oui
- kétolides oui non
Nitrofuranes oui oui
Polymixines oui oui
Sulfonamides oui oui
Tétracyclines oui oui
Glycylcyclines oui non
Trimethoprime oui oui
Glycopeptides oui non
Imidazolés oui oui
Anti-tuberculeux oui oui (rifamycine)
Acide fusidique oui oui
Bacitracine oui oui
Dapsone oui non
Daptomycine oui non
Fosfomycine oui non
Novobiocine non oui
Mupirocine oui non
Linézolide oui non
Thiostrepton non oui

Figure 8 - Tableau comparatif des classes d’antibiotiques autorisées a ce jour en médecine

humaine et vétérinaire en France (d’aprés Moulin et al.) (124)

Seule la sous-famille des pleuromutilines (apparentées aux macrolides) apparait
spécifique a la médecine vétérinaire, avec notamment la fumagiline, la novobiocine et
le thiostrepton. (125)
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Au sein des familles d’antibiotiques autorisées pour les deux filieres, certaines
spécialités dites « d’'importance critique » sont exclusivement réservées a l'usage
humain. Leur utilisation est de fait interdite en médecine vétérinaire francgaise. (126)

A linverse, les molécules qui sont autorisées chez I'animal sont déclinées en un
nombre de spécialités volontairement restreint afin d’en réduire les possibilités d’'usage
et d’éviter, in fine, une diffusion inter-filiere des mécanismes de résistance qui s’y

rapporteraient.

Classes d’antibiotiques Spécialités interdites chez
autorisées dans les deux filieres I’animal

Ceftriaxone
Céfixime
C3G .
Cefpodoxime
Céfotiam
Céfotaxime
Ceftazidime
C4G Céfépime
Cefpirome
Lévofloxacine
Fluoroquinolones Loméfloxacine
Péfloxacine
Moxifloxacine
Enoxacine
Rifampicine
Antituberculeux Rifabutine
Capréomycine
Isoniazide
Ethionamide
Pyrazinamide
Ethambutol
Clofazimine
Figure 9 - Extrait des spécialités d’utilisation interdite en médecine vétérinaire en France.

(d’aprés Moulin et al.) (124)

De facon pratique, lafiliere animale francaise se caractérise par un recours préférentiel
aux molécules antibiotigues anciennes, et s’avérant au demeurant les moins
colteuses. (127) Pour exemple, les tétracyclines représentaient en 2017 pres de 38%
du tonnage total d’antibiotiques de production francaise et a destinée animale. De la
méme facon, la majeure partie de la colistihne et de [I'association

triméthroprime/sulfaméthoxazole produites I'étaient a visée animale. (124)

Afin de rendre compte des pratiques spécifiques relatives a chaque filiére d’élevage,
un état des lieux de l'utilisation des antibiotiques a été réalisé par les principaux

représentant des Groupements Techniques Vétérinaires et la Société Francaise de
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Buiatrie. Un bref résumé des pratiques observées par élevage et par catégorie
d’individu apparait nécessaire pour nous permettre de mieux appréhender les résultats
observés dans la suite de notre travail. Un parallele avec les ALEA (Animal Level of
Exposure to Antimicrobials) par molécule pour I'année 2017 en France a été effectué
pour mettre en exergue les principales classes thérapeutiques utilisées pour chaque

filiere animale, hors colistine. (98)

Bovins
Infection fréquente / a redouter : Traitement :
Nouveau-nés Entérite néonale & Escherichia coli Amoxicilline + acide clavulanique ou colistine
Si grave : C3G ou fluoroquinolone
Veaux Pneumopathie a Mannheimia haemolytica | Fluroquinolones ou macrolides
(pasteurelle commensale de la muqueuse | Si grave : florfénicol (phénicolé a large spectre)
respiratoire des bovidés). car nécessite une fenétre avant
commercialisation
Laitieres Mammite infectieuse (fréquent +++) Association tétracyclines-néomycine-
bacitracine par voie intra-mammaire
Tarissement (fréquent +++ traitement Pénicillines ou céphalosporines par voie intra-
préventif) mammaire (temps d’attente nul pour le lait)
Boeufs adultes | Panaris du pied Tétracyclines

Selon TANSES, les bovins étaient en 2017 maijoritairement traités par tétracyclines,

pénicillines et aminoglycosides. (hors colistine)

Porcins
Infection fréquente / & redouter : Traitement :

Truies Cystite et métrite infectieuses (périodes de | Tétracyclines ou sulfamides-triméthoprime ou
saillie et de gestation) (fréquent +++) béta-lactamines (PO)

Porcelets Diarrhée infectieuse lors du sevrage Associations colistine-tétracyclines ou colistine-
NB : Lawsonia intracellularis doit étre macrolides (traitement systématique a visée
systématiquement pris en compte (intra- préventive sous forme de pré-mélange, avec
cellulaire des cryptes intestinales a haut action intracellulaire nécessaire)
potentiel pathogéene)

Infection invasive a Streptococcus suis Amoxicilline
Porcs Infections respiratoires (rares) Tétracyclines ou Amoxicilline (IM)

Les tétracyclines et pénicillines apparaissent comme les molécules les plus

frequemment utilisées dans le traitement des porcs francais en 2017 (hors colistine)
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Volailles

Infection fréquente / a redouter : Traitement :
Poussin Entérite nécrosante Macrolides
Poulets de Non traités (durée de vie courte, ne le
chair justifiant pas)
Poules Si possible : aucun traitement Tétracyclines ou colistine (délai d’attente avant
pondeuses Entérite ou complication infectieuse post- | commercialisation des oeufs : nul)
virale

Pour les volailles, polypeptides, tétracyclines et pénicillines arrivent en téte des

molécules les plus utilisées en 2017 en France (hors colistine)

Cas de la colistine en médecine vétérinaire

La part de la colistine dans I'exposition totale aux antibiotiques des animaux d’élevage
(a visée curative et prophylactique notamment) varie aussi selon les espéces. Selon
'ANSES, les élevages les plus concernés en France en 2014-2015 étaient les volailles
(40% de I'’ALEA total) contre 28% pour les porcs et 7% pour les bovins. Administrable
par voie orale sous forme de prémélange médicamenteux, poudre pour aliments ou
eau d’abreuvement, la colistine s’avere étre un antibiotique particulierement commode
a l'usage en pratique vétérinaire. Faiblement absorbée au niveau du tractus gastro-
intestinal, elle remplit aisément son role en cas de diarrhées infectieuses coli-
bacillaires. Son élimination se faisant presque exclusivement par voie fécale, les temps

d’attente avant commercialisation s’avérent trés courts. (128)

Espéce traitée : Temps d’attente :

Volailles : Viande et abats : 1 jour
CEufs : O jour

Veaux et porcins : Viande et abats : 1 jour

Figure 10 - Temps d’attente applicables en cas de traitement a la colistine chez I’lanimal de rente.
(d’aprés les RCP de ’ANSES applicables pour la spécialité COLIVET)
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1.4.4. Guides de bon usage et

Indicateurs

Guides de bon usage

De nombreux guides de bon usage des antibiotiques en médecine vétérinaire
ont été établis au niveau national et international. Ces derniers ont en commun
d’exhorter a la nécessité d’'un usage raisonné de ces molécules, et détaillent les
responsabilités inhérentes aux éleveurs, vétérinaires, industriels ainsi que les

institutions faisant autorités dans les pays ou régions concernées.

Au niveau international, le Codex Committee on Residues of Veterinary Drugs in
Foods (CCRVDF) (ou Code d’'usage visant a réduire au minimum et a maitriser la
résistance aux antimicrobiens) fait office de référence pour de nombreux pays.
Disponible en 6 langues et édité par la FAO et TOMS, il fournit des recommandations
générales destinées a prévenir ou réduire la sélection de micro-organismes résistants
chez les humains et les animaux. Il fournit aussi des indications quant a la notion de
LMR s’appliquant aux animaux destinés a la consommation. (129)

L’on peut aussi citer le rapport « Responsible and Prudent use if Antimicrobial agent
in Veterinary Medecine » publié en 2001 par I'OIE et mis a jour en 2017 qui constitue

une base documentaire de référence au moins équivalente a celle du CCRVDF. (130)

Au niveau national, le Guide de bonnes pratiques de I'antibiothérapie vétérinaire a
'usage des vétérinaires édité par la SNGTV (Société Nationale des Groupements
Techniques Vétérinaires) constitue la base de la promotion d’'une prescription et une
utilisation raisonnée de I'antibiothérapie vétérinaire en France. Elaboré en prenant en
compte les principales recommandations internationales (Codex Alimentarius, OIE9),
il y integre les spécificités de la réglementation nationale, et notamment en matiere de

prescription. (131)
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Indicateurs

Pour vérifier 'application de ces mesures de bon usage, des indicateurs ont été
développés spécifiguement dans le monde animal. Ces outils permettent de rendre
compte de facon objective et mesurable I'évolution des pratigues en matiére
d’antibiothérapie vétérinaire. Etant donné I'absence de données existant a ce sujet a
Madagascar, nous nous attacherons uniquement a décrire les principaux indicateurs

actuellement en place sur le territoire frangais.

A l'instar de ce qui est actuellement réalisé en médecine humaine, un suivi des ventes
de médicaments vétérinaires contenant des antibiotiques a été mis en place en France
depuis 1999. Il s’agit d’'un indicateur de consommation. Ce suivi est réalisé en
collaboration avec le Syndicat de I'Industrie du Médicament Vétérinaire (SIMV) et se
base sur une déclaration annuelle des ventes par les laboratoires qui les

commercialisent, par espece de destination.

Les volumes de vente d’antibiotiques ne peuvent toutefois pas a eux seuls étre le reflet
direct de leur utilisation réelle et du niveau d’exposition appliqué aux animaux. Les
antibiotiques les plus récents (et donc les plus efficaces) nécessitant une posologie
moindre, une diminution du volume leur ventes ne traduira pas forcément une
diminution de leur utilisation. (132) Il est ainsi apparu nécessaire de prendre en compte
d’autres informations, et en particulier la posologie, la durée d'administration et
I'évolution de la population animale au cours du temps. L’ALEA (Animal Level of
Exposure to Antimicrobials) s’envisage ainsi comme indicateur d’exposition,
marqueur le plus adapté pour estimer le niveau d’exposition des animaux aux

antibiotiques.

Des objectifs chiffrés sont fixés: le plan national EcoAntibio mis en place en
médecine vétérinaire en 2012 visait une réduction de 25 % de l'usage des antibiotiques
(toutes familles confondues) sur 5 ans. Reconduit en 2017, ce nouveau plan insiste
désormais préférentiellement sur la nécessité d’inscrire dans la durée les réductions

observées, en favorisant notamment I'accés aux alternatives aux antibiotiques.

Une surveillance de I’antibiorésistance des bactéries d’origine animale est réalisée

grace au support du réseau RESAPATH. Initialement créé pour les bovins en 2001,
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RESAPATH s’est progressivement étendu aux principales autres filieres animales
d’élevage. Il s’agit d’un réseau de surveillance « évenementielle » : des laboratoires
d’analyses vétérinaires transmettent sur la base du volontariat leurs analyses en
matiére d’antibiorésistance (antibiogrammes, taux de résistance par espéce et par
molécule antibiotique). Ces derniéres peuvent alors étre comparées a ce qui est
retrouvé chez ’'Homme, dans le cadre de 'Observatoire national de I'épidémiologie de
la résistance bactérienne aux antibiotiques (ONERBA).

Au travers de cette mise en commun permanente, la détection d’éventuels
phénoménes émergents d’antibiorésistance devient possible.

En 2017, 71 laboratoires vétérinaires étaient adhérents au réseau RESAPATH, avec
une répartition toutefois strictement cantonnée au territoire métropolitain. Les régions

d’Outre-Mer dont La Réunion et Mayotte n’en faisaient pas partie.
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ll. Objectifs

Nous nous sommes proposés de continuer le travail initié en 2016 par Ramin-
Mangata et al. (57) et nous sommes intéressés a deux autres iles de 'océan indien,
voisines de la Réunion et nouant avec cette derniére des liens étroits : Madagascar et

Mayotte.

Suivant la méme méthodologie, I'objectif principal de ce travail était d’évaluer le niveau
de portage en E-BLSE au sein des trois principales filieres d’élevage en place dans

ces deux iles (bovine, porcine et avicole).

L’analyse génotypique des souches ainsi collectées a été réalisée, nous permettant
dans un second temps d’apprécier la répartition enzymatique des BLSE vy circulant,
et rendant des lors possible une mise en perspective avec ce qui est retrouvé dans la

littérature dans le reste du monde.

Enfin, nous avons tenté de dresser le profil phénotypique des souches dE-
BLSE (co-résistances) afin de le confronter aux pratiques décrites en matiere
d’antibiothérapie vétérinaire dans ces deux territoires. Une attention particuliere a été
portée a la prévalence des entérobactéries présentant une résistance plasmidique aux
polymyxines (MCR-1), compte-tenu du caractére émergent de ce meécanisme de

résistance.
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l1l. Matériels et
Méthodes

L’objectif principal de ce travail était d’estimer la prévalence des E-BLSE au sein des
élevages de rente malgaches et mahorais (bovins, volailles et porcins).

Les objectifs secondaires consistaient en une caractérisation génotypique puis
phénotypique des souches d’E-BLSE ainsi isolées (co-résistances).

111.2. Analytique

111.2.1 Population : élevages

sondés

La collecte des échantillons a été confiée aux équipes vétérinaires du CIRAD de l'ile

de la Réunion, au cours de deux missions de prélevement spécifiquement dédiées.

Madagascar

A Madagascar, la mission collecte s’est échelonnée sur une période de 12 jours.
Etant donné I'étendue de ce vaste territoire, la zone des hauts plateaux du centre de
lile (& proximité des agglomérations d’Antananarivo et d’Antsirabe) a concentré

I'essentiel des prélevements réalisés.
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31 fermes bovines ont été sondées entre le 7 et le 11 novembre 2016, et se trouvaient
en périphérie d’Antsirabe pour la plupart. Les dérivés du lait sont la branche d’activité
qui connait actuellement le plus grand développement dans la région, permettant
I'installation de vastes unités de transformation a proximité. (133) Avec une moyenne
de 24 tétes par ferme, notons qu’il s’agissait pour la plupart d’exploitations modestes,

regroupées en coopératives paysannes. (min : 3, max : 318, médiane : 7).

La collecte des fermes avicoles (n=30) s’est déroulée entre le 10 et le 15 novembre
2016. Les exploitations visitées étaient situées en périphérie de le capitale nationale
Antanarivo, la ou la demande en viande et en ceufs est la plus forte. Elles répondaient
ainsi pour la majorité a une logique d’élevage de type industriel, au sein de poulaillers
clos faisant I'objet d’'un management rationnalisé. On dénombrait en moyenne 402

individus par exploitation. (min : 15, max : 1500, médiane : 250).

Enfin, 30 élevages porcins ont été sondés entre le 4 et le 16 novembre 2016. De la
méme facon que pour les volailles, les porcheries visitées se concentraient en proche
banlieue d’Antananarivo, puisque s’y établissent la majorité des centres d’abattage
dédiés. Cette filiere frappe par la diversité de tailles des exploitations rencontrées
(allant de la ferme particuliere avec une gestion intra-familiale des animaux, jusqu’a la
porcherie industrielle). On observait a ce titre une moyenne de 85 tétes par exploitant,
mais avec des disparités dans la distribution des effectifs (min : 5, max : 312, médiane :
26).
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Figure 11 - Répartition des élevages sondés a Madagascar
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Mayotte

A Mayotte, le sondage des élevages a d’abord intéressé la filiere bovine (19
exploitations visitées entre le 26 et le 30 septembre 2016), pour se terminer par la
filiere avicole (23 exploitations, du 04 au 07 octobre 2016). A noter qu’il n’existe pas
de filiere porcine sur I'lle du fait de raisons confessionnelles : 95 % des Mahorais sont
d'obédience musulmane et de rite sunnite. Aucun prélévement d’élevage de porcs n’a

donc été pratiqué. (134)

Les fermes bovines visitées étaient majoritairement de type semi-traditionnel
puisqu’'on dénombrait en moyenne 24 tétes par exploitation, [min: 5; max: 70;
médiane : 18]. Elles étaient pour la plupart localisées au sein de vastes étendues de
steppes s’étendant entre les communes de Bandraboua au nord, jusqu’aux collines

d’Ouangani au centre.

Les fermes avicoles se répartissaient quant & elles plus volontiers sur 'ensemble de
I'lle, et le plus souvent a proximité immédiate des grandes agglomérations. Il s’agissait
d’exploitations a haut volume de rendement, avec une moyenne de 1543 tétes par
ferme. [min : 178 ; max : 5000 ; médiane : 1462]. Les pratiques observées relevaient

de process industriel, avec les contraintes sanitaires s’y rattachant.
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Figure 12 - Répartition des élevages sondés a Mayotte
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111.2.2. Conditionnement des

échantillons

Le sondage des fermes s’est effectué par prélevement « sous le pied » au
moyen de pédichiffonnettes individuelles de type Sterisox®. Ces sur-chaussures
stériles en coton tissé absorbant permettent de prospecter facilement de larges
surfaces tout en assurant une collecte de matiére suffisante pour I'exploitation
bactériologique en découlant. Chaque paire devait couvrir au moins 50% de I'élevage
considéré, avec un soin particulier dédié au passage sur les zones fraichement
souillées et/ou recevant de fortes densités d’animaux.

Un suremballage hermétique de type sac déchirable a refermeture par lien métallique
était alloué a chaque pédichiffonnette ainsi prélevée, garantissant I'étanchéité des
échantillons. L’identification compléte des prélevements était systématiquement
réalisée, garantissant leur tracabilité et la fiabilité des résultats a émettre. Elle incluait

notamment : le nom de I'éleveur, le numéro interne de I'élevage, le type d’animal

associé, la date de prélevement et le nom du préleveur.

Figure 13 — Pédichiffonnettes

(images d’illustration: https://cbioclean.fr/chiffonnette/47-kit-pedichiffonnette.html)

L’ensemble des pédichiffonnettes a été rapatrié de facon groupée au laboratoire de
microbiologie du CHU Félix Guyon par convoi aérien pour exploitation analytique
immédiate. Le transport en sac isotherme avec pain de glace garantissait un maintien
en température basse des échantillons le temps du voyage (1h35 pour Madagascar et

2h10 pour Mayotte). A réception au laboratoire d’arrivée, les échantillons étaient
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conservés a -20°C avant décongélation sélective en vue de la poursuite des
investigations analytigues. Un soin particulier était apporté au maintien des
échantillons en température négative au laboratoire afin de garantir la viabilité des
éventuels micro-organismes d’intérét. In fine et pour chaque collecte considérée, un
délai inférieur a 10 semaines s’est écoulé entre la date de prélévement et la cléture de

I'expertise analytique.

111.2.3. Approbation et ethique

Le préléevement par pédichiffonnettes étant de type non-invasif, il n'’a pas été

nécessaire de recueillir d’approbation éthique.

111.2.4. Enrichissement et isolement

des colonies suspectes de BLSE

Aprés décongélation lente, chaque pédichiffonnette était unitairement incubée
dans un bouillon d’enrichissement (100mL d’eau stérile+ 2mL de bouillon infusion
coeur cervelle (BioRad) pendant 20+4h a température ambiante. Notons que cette
d’étape d’enrichissement vise a augmenter le seuil de détectabilité d’éventuelles E-
BLSE présentes au sein dune flore communément riche, polymorphe et

potentiellement envahissante.

Aprés homogénéisation par retournement lent, 10uL de la suspension étaient
ensemencés en cadrant sur gélose de type ChromID-ESBL (Biomérieux, Marcy
I'Etoile, France) et incubés a 35+/-2°C sous atmosphére aérobie, conformément aux
recommandations du fournisseur. (135) Cette gélose rendue sélective par I'adjonction
d’antibiotiques (dont le cefpodoxime) se préte particulierement bien a la détection
rapide des entérobactéries résistantes aux C3G (dont celles productrices de BLSE),

et s’avére d’usage courant au laboratoire dans son activité de routine.
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La lecture des cultures était facilitée par une coloration différentielle des colonies
suivant leurs capacités métaboliques. Les colonies productrices de B-glucuronidase
(dont E. coli) apparaissaient rose a bordeaux, B-glucosidase (dont Klesbiella sp.,
Enterobacter sp., Serratia sp. et Citrobacter sp.) bleu a vert, et celles a activité

déaminase (dont Providencia sp et Morganella sp) apparaissaient marron.
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Figure 14 - Exemple de cultures positives sur milieu ESBL

(image d’illustration : https://www.biomerieux-diagnostics.com/chromidr-esbl)

Ainsi, les souches présentant une coloration caractéristique étaient d’emblée
considérées comme suspectes et repiquées sélectivement pour identification unitaire.
Les souches non colorées quant a elles subissaient une recherche complémentaire
d’'oxydase (Oxidase test, Biorad) : les entérobactéries étant par définition oxydase
négative, toutes les souches non colorées et oxydase négative étaient de méme

catégorisées comme suspectes et repiquées pour identification complémentaire.

Aspect de la colonie

"\

Colorée Autre

Rose | Bleu/ Vert | Marron

+ —> STOP
”~

Oxydase
N

Considérée comme ¢ -

suspecte et repiquée

Figure 15 - Gestion des colonies a considérer comme suspectes
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111.2.5. Identification bactérienne

L’identification des colonies suspectes a été réalisée a l'aide d’'un spectromeétre
de masse MALDI-TOF (Bruker Daltonics, Breme, Germany) a partir de colonies
fraichement ré-isolées. Les spectres obtenus étaient comparés a la banque de
données fournie par le fabriquant (Flex Control Software, Bruker Daltonik Microflex),

et I'identification assortie d’un score de confiance :

o un score > 2.00 conférait une identification a 'espece,
o un score compris entre 1.70 et 1.99 conférait une identification au genre
o un score <1.70 empéchait toute identification en I'état de la souche

considérée.

Meamng of score value

2.300..3.000

2.000..2.299

1.700..1.999

ELF|F|T|8

0.000..1.699

Figure 16 - Score de confiance - Maldi-Tof (d’aprés la notice fournisseur MALDI Biotyper CA

System)

Le recours a un ré-isolément et/ou a des techniques complémentaires d’identification
(extraction puis ré-identification au Maldi, galerie de type Api20E) étaient alors

envisagés.
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111.2.6. Confirmation des E-BLSE
et determination de leur profil

phénotypique

Chaque entérobactérie suspecte de produire une BLSE était
« antibiogrammeée » par méthode de diffusion en gélose, conformément aux
recommandations du CA-SFM / EUCAST de 2016.

Une suspension bactérienne en solution salée de turbidimétrie équivalente a 0.5
McFarland était préparée a partir de colonies fraiches grace au recours au dispositif a
usage unique INOCLIC® (I12a Diagnostics) permettant la standardisation de I'inoculum
a partir d’'une seule colonie. L’ensemencement était réalisé dans les 15 minutes par
écouvillonnage sur la totalité d’'une gélose de type Mueller Hinton E (bioMérieux) et
dans trois directions.

La sensibilité a 15 antibiotiques d’intérét a été d’emblée été évaluée par méthode de
diffusion en milieu solide. Il s’agissait d’antibiotiques d’'usage commun entre 'lhomme
et 'animal, figurant sur la liste standard du CASFM/EUCAST 2016.

Le dépét des disques devait étre effectué dans les 15 minutes suivant l'inoculation,
sans dépasser 30 minutes et I'incubation a 35+2°C en aérobiose pendant 16 a 24 h.
Une souche d’E. coli ATCC 25922 a été utilisée en tant que contréle interne de qualité

pour garantir la validité des résultats présentés.

Antibiotique Charge du disque (ug)

Amoxicilline 20
Amoxicilline/acide clavulanique 20/10

Ticarcilline 75
Cefixime 5
Cefadroxil 30
Ceftazidime 10
Cefotaxime 5
Cefepime 30
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Ertapénéme 10

Acide nalidixique 30

Ofloxacine 5

Gentamicine 10

Amikacine 30
Triméthoprime/Sulfaméthoxazole 1,25/23,75

Tétracycline 30

Figure 17 - Liste des antibiotiques testés.

La lecture des antibiogrammes a été réalisée de fagon semi-automatisée grace au
support de 'automate SirScan2000 (i2a), afin de garantir 'objectivité et la tracabilité
des mesures des diameétres d’inhibition. La catégorisation des isolats s’est ainsi faite
en accord avec les diametres critiques proposés par la SFM (CASFM-EUCAST 2016)

dans le chapitre Enterobacteriaceae.

Confirmation des E-BLSE

D’un point de vue qualitatif, une entérobactérie était considérée comme productrice de
BLSE si une synergie dite « en bouchon de champagne » était d’emblée visible a
I'antibiogramme entre les disques d’amoxicilline/acide clavulaniqgue (20/10) et au
moins une C3G (ceftazidime 10, céfixime 5, céfotaxime 5) ou C4G (céfépime 30).
Dans le cas d’entérobactéries résistantes aux C3G sans synergie visible, une
confirmation complémentaire par méthode dite « des disques combinés » (CDT) était
réalisée conformément aux recommandations de 'TEUCAST. (136)

Le test était considéré positif en cas d’augmentation > 5 mm du diameétre d’inhibition
d’'un disque de céfotaxime 30, ceftazidime 30 et céfépime 30 combinés a I'acide
clavulanique 10 comparativement a la zone d’inhibition autour de ces mémes disques

utilisés sans acide clavulanique.

In fine, un prélévement était considéré comme positif lorsque la présence d’au moins
une E-BLSE confirmée était retrouvée a la mise en culture. Dans le cas contraire, le
prélevement était étiqueté négatif. La comparaison des niveaux de prévalence en E-
BLSE et des co-résistances entre élevages a alors été permise grace a I'exécution

d’un test exact de Fischer, le nombre d’observations supérieur a 30 s’y prétant bien.
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CMI colistine

La majorité des souches d’E-RPP isolées a ce jour étant également co-productrices
de BLSE (67), I'ensemble des E-BLSE confirmées ainsi isolées a bénéficié d’'une
détermination de sensibilité complémentaire vis a vis de cet antibiotique.
Conformément aux recommandations émises par la SFM (CASFM-EUCAST 2016,
chapitre Enterobacteriaceae, le recours a une méthode par dilution en milieu liquide a

été privilégiée. (137)

E-BLSE des élevages malgaches et mahorais:
Désouchage des E-BLSE

=

CMI colistine Envoi pour analyse
(umic) CMI > 2mg/L moléculaire

— — o,

Cryobilles

Figure 18 - Réalisation des CMI colistine (UMIC) (illustration personnelle)

Le kit UMIC ® Colistine (Biocentric) a été utilisé dans cette finalité du fait de sa
simplicité d’utilisation et de ses bonnes performances (138). Il s’agit d’un test unitaire
prét a 'emploi constitué de barrettes de 12 puits : 1 pour le contrdle de croissance,
et 11 contenant I'antibiotique a tester (la colistine dans notre cas) sous forme
déshydratée de facon a réaliser une gamme de concentrations croissantes (de 0,25
a 8 mg/L).

ﬁﬂgg L Jw“‘»}v\o‘\j A
5 issance ——T _ontenant L 2hnic
Controle de crol - 15 CM\ cOMET e 0
Growth control sigeate S T
" .4 puils dealc ontaint
Figure 19 - Aspect d’une cupule de CMI liquide (d’aprés la notice fournisseur:

https://lwww.biocentric.com/umic)

Brievement, une dilution au 200°® dans un bouillon Mueller-Hinton Il était réalisée pour
chaque souche d’E-BLSE a partir d’'un inoculum de 0,5 mcF issu de colonies
fraichement repiquées. La barrette était inoculée par dispensation a la pipette

électrique de 100 pL dans chaque puits. L’ensemble était mis a incuber pendant 18+/-
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2h a 35+/-1°C sous atmosphere humide. La lecture du résultat était réalisée de facon
visuelle, par identification du premier puits limpide, c’est a dire ne démontrant pas de
croissance bactérienne optiguement visible. La valeur du puits alors confrontée a la
feuille de résultats fournie dans le kit permet in fine de déterminer la CMI de la colistine

pour la bactérie testée.

Préparation de I'inoculum

_______ Inoculum preparation
27T 05 s Gram + : Dilution 1/100

s McFa.rland S -~ I s, €
0 N Gram = : Dilution 1/200 N
! v

Homogénéiser
Colonies fraichement isolées Homogenize

Freshly isolated colonies Mueller-Hinton Ii

A

Solution saline
Saline solution

Inoculation d’une barrette
Strip inoculation

- b | Y /\0()
Y £ “ erel \L
parrete | ° ] \ “anderge W00 L/
4 . e SSSOL)

1 7 = \ A0
' “11‘!‘:!_‘!% ¢

)&
\ pé’él! -

Lecture du résultat
Result reading

d . Troubl_e = croissance = positif Limpide = absence de croissance = négatif :
oIt étre positif : Turbid = growth = positive ) Clear = absence of growth = negative :

Figure 20 - Extrait de la notice simplifiée de réalisation d’'une CMI colistine (UMIC)

(https://www.biocentric.com/umic)

Une entérobactérie était considérée comme présentant une sensibilité diminuée aux
polymyxines si elle démontrait une CMI a la colistine strictement supérieure a 2mg/L,
comme précisé dans les recommandations de la SFM (CASFM-EUCAST 2016,
chapitre Enterobacteriaceae). Un contrdle sur souche E. coli ATCC 25922 a été

conjointement réalisé aux séries afin de vérifier la validité de nos résultats.
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Identification
(Maldi-Tof)

Si entérobactérie confirmée

‘ Détection qualitative des EBLSE % E- B LS E
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Antibiogramme par

diffusion en milieu gélosé
(méthode INOCLIC) non
Détection quantitative des EBLSE oul
Test des disques combinés
Différentiel > 5mm? non

Figure 21 - Prise en charge commune des prélévements en provenance de Mayotte et

Madagascar. (illustration personnelle)
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Screening complémentaire par gélose

SuperPolymyxine (Madagascar uniguement)

Pour ne pas méconnaitre d’éventuelles souches d’E-RPP non productrices de BLSE,
une stratégie complémentaire en deux étapes a été appliquée :

- screening initial par culture sur milieu SuperPolymyxine (ELITech MICROBIO) des
entérobactéries présentant une résistance acquise aux polymyxines,

- recherche secondaire des genes plasmidiques de résistance MCR-1, MCR-2 et
MCR-3 par biologie moléculaire sur les souches ainsi isolées.

Seuls les prélevements malgaches ont bénéficié de ce screening complémentaire par
du fait d’'une commercialisation récente de ce milieu de culture (postérieure a la

campagne de récolte effectuée a Mayotte).

La gélose SuperPolymyxine (ELITech MICROBIO) est rendue sélective pour les BGN
grace a l'adjonction d’éosine/bleu de méthylene (EMB), de daptomycine et
d’amphothéricine B. Une supplémentation optimale de 3,5mg/L de colistine assure la
détection toutes les souches présentant une sensibilité diminuée aux polymyxines. A
la différence des milieux de cultures existants jusqu’alors et contenant de fortes
concentrations de colistine (adéquats pour le screening des espéces bactériennes
intrinséquement résistantes aux Polymyxines telles que Serratia sp. ou Burkholderia
sp), SuperPolymyxine est aussi adaptée au screening des isolats présentant des
résistances acquises, a plus faibles niveau. (139) Une orientation quant a
I'identification des espéces est possible: E. coli présente ainsi une coloration vert-
métallisé caractéristique. Les bactéries fermentant le lactose donnent des colonies

bleu foncé, et celles ne le fermentant pas des colonies incolores ou mauve.

E.coli Pseudomonas sp.

Figure 22 - Aspect des colonies d’E. coli et de Pseudomonas sp. sur gélose Superpolymyxine

(image d’illustration : https://www.elitechgroup.com/product/superpolymyxin)
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https://www.elitechgroup.com/product/superpolymyxin

10uL du bouillon d’enrichissement ayant servi au dépistage des E-BLSE ont été
ensemencés en cadrant et incubés a 35+/-2°C sous atmosphére aérobie,
conformément aux recommandations du fournisseur.

Une colonie était considérée comme suspecte si elle présentait une coloration
caractéristique (vert métallisé, bleu foncé) ou si elle s’avérait oxydase négative pour

les colonies supposément non-fermentantes (non-colorées ou mauves).

L’identification de 'ensemble des colonies était réalisée a I'aide du spectrometre de
masse MALDI-TOF du laboratoire. (Bruker Daltonics, Breme, Germany) afin d’exclure
de la suite des investigations les entérobactéries des genres Morganella sp, Proteus
sp, Providencia sp et Serratia sp, présentant de facon chromosomique un haut niveau

de résistance aux polymyxines.

Apres remise en remise en suspension (0,5 mcF) et dilution au 108, les colonies
suspectes étaient une nouvelles fois repiquée sur SuperPolymyxine a visée de
confirmation, conformément aux indications de la notice du constructeur.

Ce n'est qu’a la condition d’'une nouvelle pousse suite a cette étape de dilution
intermédiaire que la détermination d’'une CMI a la colistine par méthode UMIC était

opérée.
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Elevages Malgaches uniquement:

Aliquotes de bouillons Décongélation et revivification a
d’enrichissement congelés étuve (24h — 37°c)

Milieu ESBL I
A — Repiquage
10pL
\_/ l -

Milieu SuperPolymyxine
Controle de pousse

STOP

=
=}
Colonies incolores =1
Dépistage des souches R ™ -
| Jcpistag ; Test a Poxydase ‘
résistantes aux polymyxines

l positive
1Colonies colorées

| {em——  négative

Identification
(Maldi-Tof)

Si entérobactérie confirmée
Hors Morganella sp, Proteus sp,
Providencia sp et Serratia sp

100uL de la suspension
bactérienne

~_ &
QQTJ &)T’] s00uL Hz0 Cryobilles
\J

\\v/
0,5 mcF Dilution au 10e
Elaboration d’une suspension

3 - oo
bactérienne diluée au 10e Conservation (-18°C°)

pour analyse moléculaire
ultérieure (envoi)

I CMI > 2mg/L
Si persistance de croissance

Repiquage sur Superpolymyxine — CMI colistine

(umic)

Figure 23 - Dépistage de la résistance plasmidique a la colistine par milieu SuperPolymyxine a

prélevements réalisés dans les élevages malgaches. (illustration personnelle)
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111.2.7. Caractérisation

génotypique des E-BLSE

Pour chaque filiere d’élevage et dans chaque ile considérée, 10 souches d’'E-
BLSE étaient aléatoirement sélectionnées et testées afin de préciser le géne impliqué
dans le phénotype BLSE observé.
Cette sélection aléatoire a été rendue possible grace a la fonction dédiée « ALEA »
sur la suite bureautique Office de Microsoft Excel, garantissant I'objectivité des

résultats qui en découleraient.

Extraction de PADN

L’ADN total des E-BLSE ainsi sélectionnées a été extrait a partir de cultures fraiches
et viables, grace au support de I'extracteur automatisé NucliSens Easymag®

(Biomérieux, Marcy I'Etoile, France) et conformément a la notice du constructeur. Les
éluats obtenus ont été conservés a -80°C pour garantir l'intégrité du matériel lorsque

I'analyse moléculaire était différée.

Puces a ADN

La caractérisation moléculaire des E-BLSE s’est effectuée a 'aide de puces a ADN (kit
Check-MDR CT103XL, Check-Points, Wageningen, Netherlands). Une puce a ADN
est une surface polymeére (plastigue notamment) ou sont fixées de facon covalente et
en des endroits assignés un ensemble fragments d'ADN représentatif des genes que

I'on cherche a mettre en évidence dans I'’échantillon.

Dans notre cas, le systeme repose sur une reconnaissance spéecifique des éventuelles
séquences de BLSE contenues dans I'éluat a tester par un ensemble d’amorces
complémentaires. Chaque amorce est composée de deux fragments, et ces derniers
ne se peuvent se raccorder a 'ADN cible que s’ils y correspondent parfaitement,

garantissant ainsi la spécificité de la réaction (et ce méme dans le cas d'une seule
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différence nucléotidique). Apres amplification des éventuels couples amorce-ADN
formés (afin d’obtenir une quantité de matériel génétique suffisante), un marquage
enzymatique des amplicons est effectué. Les séquences d’ADN marquées sont mises
en contact avec la puce et s’hybrident en des endroits précis de cette derniére. Une
réaction colorimétrique cloture la technique et assure la détectabilité des produits
d’amplification.

La détection des produits colorés est permise grace a un lecteur de puce Check-
Points, lequel génére une image qui sera des lors analysée et interprétée par un

logiciel dédié. L’objectivité du résultat final de la technique est donc garantie.

Image

Figure 24 - Puce a ADN et dispositif de lecture de la puce (d’aprés le manuel d’utilisation Check-
MDR CT103XL) (140)

Check Points - @ n
1. Array selection 2. Sample information 3. Detection step | 4 Results |
Scan ready ‘
3.Detection step @ X L
Reades found: test . Check-MDR
Please enter CPTube LOT number. place tube in reader and Confirm
Sample(s): sample 1
CPTube LOT number
12345678
1 Results
CARBA

Figure 25 - Apercu de l'image interprétée par le logiciel dans le cas d’une E-BLSE +
carbapénemase (d’aprés le manuel d’utilisation Check-MDR CT103XL) (140)
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En pratique, le kit Check-MDR CT103XL permet la détection et I'identification d’'une
large gamme de genes de béta-lactamases se rencontrant chez les bactéries Gram
négatif (principales familles et sous-familles de BLSE notamment).

La distinction entre variants BLSE et non-BLSE d’'une méme béta-lactamase (tenant
parfois a une unique substitution pour TEM et SHV) est possible grace aux amorces

spécifiques incluses dans le coffret.

Carbapenemase gene  Variants detected

GES-Carba 2,4-6,13-15,17,18,20,21

GIM 1

IMP 1,3-8,10,13,19,20,24-26,30

KPC 1-17

NDM 1-10
OXA-23 like 23,27,49,73,146,165-171,225,239
OXA-24 like 24-76,33,40,72,139,207
OXA-48 like 48,162,163,181,204,232,244,245,247,370
OXA-58 like 58,96,164

S5PM 1

VIM 1-6,8-38

ESBL gene Variants detected

BEL 1-3

CTX-M1 group See appendix 2
CTX-M2 group 2,4-7,20,31,35,43,44,56,59,76,77,95,124,131
9,13,14,16-19,21,24,27,38,45-51,55,57 64,65,67,81,93,102,104,105,106,110,111,112,113,121,123 123

CTX-MS group 126,134
CT_!{-MSJ,I’ZS group 8,25,26,39-41,63,78,89,91,94
GES-ESBL 1,3,7-12,16,19,22
PER 1-7
SHV-ESBL 2-5,7,8,10,12,13,15,16,18-23,25,29,30,31,34,39,45 45,55 64,66,86,90,91,102, 105,106,115,120,123,124,
B 126,178,129,134,141,152 153,160,163-165
3-12,15,17,18,21 22 24 26-29 42 43 46-50,52,53,56,60,61,63,66,68,71,72,75,85-89,91-94,101,102,106,
TEM-ESBEL 107,109,111,113-115,118,120,121,123-125,129-134,136-138,139,142-144,147,149,151-155,158,165,167,
177,187,188,193,195,197,199 205,211
VEB 1-8
AmpC gene Variants detected
ACC 1,24
ACT 1,3,6,7,9,10
CMY 1,2-12 14,38 43-45,49-57 59-63,71,73,80,94,95,99 110
DHA 1-3,5-7
FOX 1-10
MIR 1-6
MOX 1,24

Figure 26 - Gamme de génes de béta-lactamases détectés par le kit Check-MDR CT103XL
(d’aprés le manuel d’utilisation Check-MDR CT103XL) (140)
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Dans le cas de BLSE de type CTX-M (BLSE actuellement les plus répandues), le kit
Check-MDR CT103XL fournit en général une réponse au groupe sur la base de leur
séquence en acides aminés :

- groupe CTX-M-1,

- groupe CTX-M-2,

- groupe CTX-M-9,

- et groupes CTX-M-8 / CTX-M-25.

Le nombre important d’amorces spécifiques contenues dans le kit Check-MDR
CT103XL permet méme d’affiner I'identification enzymatique jusqu’au sous-groupe en
cas de CTX-M du groupe 1 :

- CTX-M-1 sous-groupe 1

- CTX-M-1 sous-groupe 15

- CTX-M-1 sous-groupe 3

- CTX-M-1 sous-groupe 32

CTX-M1 group

CTX-M1 subgroup CTX-M15 subgroup CTX-M3 subgroup CTX-M32 subgroup

CTX-M-1 CT¥-M-15 CTX-M-3 CTX-M-32

CTX-M-23 CTX-M-28 CTX-W-10 CTX-M-53
CTX-M-52 CTX-M-29 CTH-M-11 CTX-M-55
CTX-M-58 CTX-M-33 CTX-MW-12 CTX-M-57
CTX-M-60 CT¥-M-71 CTH-MW-22 CTX-M-59
CTX-M-61 CT¥-M-72 CTX-MW-30 CTX-M-79
CTX-M-562 CTX-M-96 CTH-W-34 CTX-M-114
CTX-M-68 CT¥-M-101 CTX-MW-36
CTE-M-116 CT¥-M-103 CTH-M-37
CTH-M-136 CTX-M-107 CTX-MW-42
CTX-M-139 CTX-M-108 CTX-W-54

CTX-M-105 CTH-MW-B6

CT¥-Mm-117 CTX-M-B8

CT¥-M-132 CTX-M-133

CT¥-M-142

Figure 27 - Sous-groupes de CTX-M1 effectivement détectés (d’aprés le manuel d’utilisation
Check-MDR CT103XL) (140)
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Confirmation moléculaire de la résistance

plasmidique aux polymyxines

Les souches d’entérobactéries ayant présenté une sensibilité diminuée aux
polymyxines éventuellement isolées ont été envoyées au CNR de la résistance aux
antibiotiques du CHRU de Clermont Ferrand pour expertise complémentaire
(confirmation du niveau de résistance) et recherche des génes plasmidiques de

résistance a la colistine MCR-1, MCR-2 et MCR-3 par biologie moléculaire.

111.2.8 Identification de facteurs de
risque d’E-BLSE

Pour tenter d’identifier des facteurs de risque potentiels quant a la présence
d’E-BLSE dans les cheptels animaux, un questionnaire a été renseigné par les équipes
vétérinaires du CIRAD lors de leur mission de collecte au sein de chaque élevage.

(questionnaire disponible en annexe)

Ce questionnaire s’attachait a documenter un certain nombre de conditions d’élevage,
afin d’isoler d’éventuelles pratiques a risque. Citons en particulier le relevé des
caractéristiques du batiment d’élevage (enceinte fermée), la gestion des effluents, les
modalités de nettoyage-désinfection, les mesures de biosécurité appliqguées
(traitement de I'eau), la lutte contre les vecteurs, I'utilisation éventuelle d’antibiotiques
(motivation prophylactique/thérapeutique, date de dernier traitement) ainsi que
I'origine des animaux constitutant le cheptel. L’analyse statistique des données

collectées a été confiée aux statisticiens du CIRAD.

Brievement, la variable dépendante que nous avons cherché a expliquer était

'occurence des E-BLSE au sein de chaque filiere animale et dans chaque territoire.
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Les variables explicatives considérées étaient qualitatives. Si moins de 5
observations étaient enregistrées dans une catégorie, alors la variable indépendante

y référant était exclue.

Une analyse bivariée a été réalisée dans un premier temps grace au test de Fischer
(p<0,05). A noter que les variables présentant une valeur p inférieure a 0,20 ont aussi
alors été soumises a une analyse complémentaire par modele linéaire généralisé
(GLM). Le modele choisi était celui démontrant 'AIC (Akaike Information Criterion) le
plus bas. Le logiciel « R sotware » a été utilisé dans cette finalité. (R Development
Core team, 2012). A noter que la variable « territoire » n'a alors pas été incluse dans

cette analyse car associée de facon significative aux autres variables étudiées.
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IV. Résultats

IV.1. Prévalence des E-BLSE
IVV.1.1. Madagascar

A Madagascar, 92 prélevements ont été effectués, avec respectivement :

- 31 pour les élevages bovins
- 30 pour les élevages avicoles
- 31 pour les élevages porcins
Toute filiere confondue, de fortes prévalences ont été retrouvées avec 73% des

prélévements analysés se révélant positifs a au moins une E-BLSE (soit 67/92).

Pourcentage total de prélevements positifs a BLSE
(tous animaux)

27%

Préléevements +

Prélévements -

73%

Figure 28 - Pourcentage total de prélévements positifs a E-BLSE (tous animaux — Madagascar)

Les élevages de porcs se sont avérés les plus concernés puisque prés de 84% des
prélevements réalisés dans cette filiere ont été retrouvés positifs a au moins une E-
BLSE (soit 26/31). Les élevages de volaille arrivent en seconde position avec une
prévalence se situant aux alentours des 70% (soit 21/30). Enfin, la filiere bovine
demeure comparativement la « moins impactée », mais on y rapporte quand méme

64.5% de prélévements positifs (soit 20/31).
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Répartition des E-BLSE par filiere animale
(en %)

100.0

90.0 83.9

80.0
o 64.5 70.0

60.0
50.0
40.0
30.0
20.0
10.0

0.0

Boeufs Volailles Porcs

Figure 29 - Répartition des E-BLSE par filiere animale — Madagascar

En ce qui concerne la répartition des E-BLSE par espéce, E. coli demeure I'espéce
la plus prévalente puisqu’elle représente 83% (71/86) des E-BLSE recensées.
Viennent ensuite respectivement E. cloace complexe (8% soit 7/86), K. pneumoniae
(5% soit 4/86), M. morganii et C. freundii complexe (2% soit 2/86).

Répartition des E-BLSE par espéce

5% 2% 2%
0__

8% E. coli
E. cloace complexe
K. pneumoniae
M. morganii

C. freundii complexe

83%

Figure 30 — Répartition des E-BLSE par espéce (Madagascar)
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IV.1.2. Mayotte

A Mayotte, seules les exploitations de volailles et de bovidés ont été sondées,

I'inexistence d’une filiére porcine tenant au fait de raisons confessionnelles sus-citées.

Ce sont ainsi 42 prélévements qui ont été réalisés, couvrant :

- 19 élevages bovins
- 23 élevages de volailles

Pourcentage total de prélevements positifs a BLSE
(tous animaux)

29%

Prélevements +

Prélévements -

71%

Figure 31 - Pourcentage total de prélévements positifs & E-BLSE (tous animaux — Mayotte)

Des prévalences importantes ont ici aussi été retrouvées, avec un total de 71% des

prélevements positifs a au moins une E-BLSE (soit 30/42).
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Répartition des E-BLSE par filiere animale
(en %)

100.0
90.0

80.0 68 4

70.0

73.9

60.0
50.0
40.0
30.0
20.0
10.0

0.0

Boeufs Volailles

Figure 32 - Répartition des E-BLSE par filiere animale — Mayotte

Les élevages de volailles mahorais démontrent ici une prévalence en E-BLSE voisine
de ce qui est retrouvé dans les exploitations de bovidés, avec respectivement 73,9%
de prélevements positifs (soit 17/23) contre 68,4% (soit 13/19).

La diversité des especes d’E-BLSE isolées s’est avérée cependant beaucoup plus
restreinte (seulement 2 especes différentes), avec une large majorité d’E. coli (94%
des souches soit 34/36).

Répartition des E-BLSE par espéce
6%

E. coli

E. cloace

94%

Figure 33 - Répartition des E-BLSE par espéce (Mayotte)
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IV.3. Caractérisation
génotypique

Apres sélection aléatoire pour chaque filiére animale et chaque ile de 10 E-BLSE, c’est
un total de 50 souches qui ont été testées sur puces a ADN issues du kit Check-MDR
CT103XL (Check-Points, Wageningen, Netherlands).

Cette technique s’est avérée concluante quant au typage de I'enzyme impliquée (c’est
a dire une identification jusqu’au sous-groupe si nécessaire) dans 92% des cas
(46/50). Pour 4 souches cependant, aucun résultat n’a pu étre obtenu du fait de
conditions analytiques non satisfaites apres envoi de I'image des puces au fournisseur
(contréles internes d’extraction négatifs). Une expertise complémentaire a alors été
demandée au CNR de la Résistance des entérobactéries du Pr Bonnet a Clermont
Ferrand.

IVV.3.1 Madagascar

Bovins

A Madagascar, I'ensemble des souches (100% soit 10/10) testées chez les bovins

démontrait une enzyme relevant du sous-groupe CTX-M15.

Boeufs:
Sous-typage des E-BLSE

CTX-M15 subgroup

100%

Figure 34 - Sous-typage des E-BLSE (Beeufs — Madagascar)
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Volailles

En ce qui concerne les volailles malgaches, la répartition s’est avérée plus bigarrée.
La majorité des E-BLSE testées (70% soit 7/10) relevait d’'une CTX-M du groupe 1,
appartenant principalement au sous-groupe CTX-M1 (50% soit 5/10) et dans une
moindre mesure au sous-groupe M-15 (20% soit 2/10). Le groupe CTX-M9 concernait
quant a lui une minorité de souches (30% soit 3/10).

Volailles:
Sous-typage des E-BLSE

20%

o
30%’ CTX-M9 group

CTX-M1 subgroup
CTX-M15 subgroup

50%

Figure 35 - Sous-typage des E-BLSE (Volailles - Madagascar)

Porcs

Enfin, dans la filiere porcine, l'intégralité des souches testées était rattachée au groupe
M1, et en particulier sous-groupe CTX-M15 (100% soit 10/10), a 'image de ce qui est

retrouvé chez leurs homologues bovines.
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Porcs:
Sous-typage des E-BLSE

CTX-M15 subgroup

100%

Figure 36 - Sous-typage des E-BLSE (Porcs - Madagascar)

IV.3.2. Mayotte

Bovins

L’ensemble des souches d’E-BLSE bovines testées (100% soit 10/10) relevaient du
groupe CTX-M1, au sein duquel le sous-groupe CTX-M15 est ici aussi apparu
largement représenté (80% des souches soit 8/10). Sont a noter de facon minoritaire
les sous-groupes CTX-M1 (10% soit 1/10), et étonnamment CTX-M32 (10% soit 1/10).
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Boeufs:
Sous-typage des E-BLSE

10% 10%

CTX-M1 subgroup
CTX-M15 subgroup
80% CTX-M32 subgroup

Figure 37 - Sous-typage des E-BLSE (Bceufs - Mayotte)

Volailles

En ce qui concerne les volailles mahoraises, si l'intégralité des E-BLSE testées
relevaient du groupe CTX-M1 (100% soit 10/10), le sous-groupe CTX-M1 était

cependant ici majoritaire (70% des souches soit 7/10).

Volailles:
Sous-typage des E-BLSE

20%

CTX-M1 subgroup

m CTX-M3 subgrou
70% group
CTX-M15 subgroup

Figure 38 - Sous-typage des E-BLSE (Volailles - Mayotte)
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IV.2. Prévalence des co-
résistances

IV.2.1. Madagascar

Prévalence globale

De facon peu étonnante, les E-BLSE isolées a Madagascar arboraient pour la grande

majorité au moins une co-résistance (91% des souches d’E-BLSE soit 61/67).

Les plus marquées concernaient la classe des tétracyclines (76,1% de résistance),
puis celle de I'association trimétroprime-sulfaméthoxazole (70.1% de résistance).
La famille des quinolones n’est pas épargnée, plus de la moitié des E-BLSE isolées
(59.7% soit 40/67) démontrant une résistance a I'acide nalidixique (premier rempart
dans la résistance aux fluoroquinolones.)

Enfin, les aminosides semblent moins impactés puisque seules 13.4% des souches
(9/67) ont été retrouvées résistantes a la gentamicine. L’amikacine est demeurée
sensible pour I'ensemble des souches, témoignant d’'un phénotype de résistance de
type G. (AAC-3-1)

Aucune souche de sensibilité diminuée a I'ertapénéme n’a été mise en évidence.
L’ertapéneme étant le carbapénéme qui possede la meilleure sensibilité pour la
détection des EPC, nous avons ainsi considéré qu’il en était de méme par extension

pour les autres carbapénemes. (Recommandations 2016 de TEUCAST CASFM).

Aucune souche ne s’est par ailleurs révélée résistante a la colistine apres réalisation

d’une CMI en milieu liquide, conformément a ces mémes recommandations.
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Co-Résistances des E-BLSE
(Madagascar - Tous animaux)

Ofloxacine  Gentamicine  Amikacine Bactrim Tétracyclines Colistine Ertapénéme

sistances (en %)

-ré

Co

0,0

Acide
Nalidixique
H (en %) 59,7 34,3 13,4 0,0 70,1 76,1 0,0 0,0

Figure 39 - Co-résistances des E-BLSE (Madagascar - tous animaux)

En ce qui concerne la stratégie de screening complémentaire des E-RPP par gélose
SuperPolymyxin mise en place spécifiguement pour les élevages malgaches, 4
prélevements ont démontré en culture la présence d’au moins une entérobactérie
résistante a la colistine (4,3% soit 4 sur 92). |l s’agissait pour la grande majorité de
prélevements en provenance de la filiere avicole (75% soit 3 sur 4). Parmi les 5

souches ainsi isolées, E.cloace complexe était I'espéce la plus représentée.

Elevage Filiere Germes suspects d’E-PRR CMI colistine (UMIC)
4 Volailles E.cloace complexe >64mg/L
C.freundii complexe 16mg/L
46 Volailles E.cloace complexe >64mg/L
52 Volailles E.cloace complexe >64mg/L
80 Porcs E.cloace complexe >64mg/L

Figure 40 - Listing des souches malgaches ayant démontré une résistance a la colistine aprés

procédure de screening par gélose Superpolymyxine.

Aprés expertise auprés du CNR de la résistance aux antibiotiques du CHRU de
Clermont Ferrand, il est apparu qu’aucune de ces 5 souches n’était positive pour I'un
des trois génes plasmidiques de résistance a la colistine testés (MCR-1, MCR-2 et
MCR-3). La prévalence finale en E-RPP au sein des élevages malgaches s’est donc

averée nulle. (0 sur 92).
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Par filiere ;

La filiere avicole malgache s’illustre par ses niveaux trés élevés de résistance aux
tétracyclines : la quasi-totalité des E-BLSE isolées est apparue résistante a cette
famille d’antibiotique (95.2% soit 20/21). La co-résistance aux tétracyclines des fermes
avicoles malgaches s’est par ailleurs avérée statistiquement plus importante que celle

observée au sein des deux autres filieres malgaches sondées (p-value= 0.002).

Des niveaux élevés mais comparables de résistance a l'association sulfamides-
triméthoprime sont observés entre les trois filieres. (bceufs « volailles: p-

value=0,91 ; beeufs < porcs : p-value=0,39 ; volailles < porcs : p-value=0,45).

Enfin, si le niveau de co-résistances aux quinolones apparait au premier abord plus
faible chez les bovins malgaches (40% chez les bovins contre 66,7% chez les volailles
et 69,2% chez les porcs), aucune différence statistiquement significative n’a pu étre
mise en évidence (bceufs < volailles : p-value= 0.091 ; bceufs « porcs : p-value=
0.051).

Co-Résistances des E-BLSE
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Figure 41 — Co-résistances des E-BLSE (Madagascar — par filiére)
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IV.2.2. Mayotte

Prévalence globale

La majorité des E-BLSE isolées a Mayotte arborait au moins une co-résistance (77%
des souches d’E-BLSE analysées soit 23/30).

Ici aussi, la classe des tétracyclines apparait comme la famille la plus touchée, avec
une résistance globale frélant les 60%.

Les quinolones arrivent en deuxiéme position, avec pres de 37,9% des souches d’E-
BLSE retrouvées résistantes a I'acide nalidixique.

Toute espece confondue, I'association trimétroprime-sulfaméthoxazole semble plus
préservée a Mayotte qu'a Madagascar, puisqu’elle n’arrive qu’en troisiéme position
avec une résistance globale se situant aux alentours des 20%. (Mayotte «
Madagascar : p-value < 0,01).

Enfin, la résistance aux aminosides semble moins répandue comparativement aux
autres classes, avec 17,2% des souches d’E-BLSE démontrant une résistance isolée
a la gentamicine.

Aucune souche d’E-BLSE n’a été retrouvée résistante a la colistine, aprés réalisation

d’'une CMI en milieu liquide.
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Figure 42 - Co-résistances des E-BLSE (Mayotte - tous animaux)
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Par filiere ;

Comme pour Madagascar, la famille des tétracyclines s’avere significativement plus
impactée au sein de la filiere avicole, avec 60,9 % des souches d’E-BLSE retrouvées

résistantes (volailles « beeufs: p-value= 0.02).

Chez les bovidés, avec 50% des souches d’E-BLSE démontrant une résistance a
I'acide nalidixique, la famille des quinolones semble au premier abord plus touchée
comparativement aux volailles (21,7%). Cependant, cette observation n’est pas
retrouvée comme significative d’un point de vue statistique (bceufs <volailles : p-
value = 0.29).

Co-Résistances des E-BLSE
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IV.3. Facteurs de risque d’E-
BLSE

En analyse bivariée et a Madagascar, les mesures de défrichement effectuées aux
alentours des fermes bovines se sont avérées étre un facteur protecteur quant a la
présence d’E-BLSE dans au sein de I'élevage. L'absence d’'importation de poussins

au sein des fermes avicoles (auto-production) va dans ce méme sens.

Territoire Elevage | Variable explicative OR, IC95% p-value

Madagascar | Bovins Défrichement autour de la ferme 0,00 [0,00-0,94] 0,03
Volailles | Poussins produits dans la ferme 0,00 [0,00-0,91] 0,02
Porcs - - -

Mayotte Bovins - - -
Volailles | Distance >500m d’'une autre ferme avicole 13,39 [0,79-883,37)] | 0,04

Figure 44 - Analyse bivariée des facteurs de risque d'E-BLSE au sein des élevages malgaches et
mahorais.

En modélisation linéaire généralisée, le meilleur modele retenu au sein de chaque
famille d’élevage (bovins : AlIC=83,53 ; volailles : AIC=93,68 et porcs : AlC=65,09)
mettait en évidence plusieurs variables, récapitulées dans le tableau ci-dessous et qui

seront I'objet d’'une discussion dans la suite de ce travail.

Variable dépendante | Variable explicative Adj. OR, IC95% p-value | AIC
Bovins Taille du cheptel > 25 0,07 [0,02-0,28] <0,01 83,53
Usage récent d’antibiotiques (<1an) 3,94 [1,04-14,98] 0,04
Mesures de désinfection 0,19 [0,04-0,91] 0,04
Présence d’animaux 6,87 [1,13-41,67] 0,04
Volailles Contréle de la qualité des eaux 0,12 [0,02-0,82] 0,03 93,68
Porcs Sol mouillé 22,34 [1,51-330,98] | 0,02 65,09
Recours aux détergents dans le nettoyage 0,12 [0,02-0,75) 0,02
Usage récent d’antibiotiques (<1an) 8,82 [1,09-71,4] 0,04

Figure 45 - Meilleur modele expliquant I'occurrence des E-BLSE au sein des élevages de beeufs,

volailles et porcs (tous territoires confondus)
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V. Discussion

Ce sont de fortes prévalences d’E-BLSE qui sont ainsi retrouvées dans les élevages
de rente a Madagascar et Mayotte, I'insularité de ces deux iles de I'océan indien ne
permettant visiblement pas d’échapper au phénoméne de globalisation de
I'antibiorésistance dans ce secteur d’activité.

L’utilisation récente d’antibiotiques (< 1 an) demeure le principal facteur de risque
d’E-BLSE au sein de la majorité des filieres d’élevage sondées (cheptels bovins :
OR=3,94 [1,04-14,98] p=0,04 ; cheptel porcins : OR=8,82 [1,09-71,4] p=0,04). Cette
observation s’intégre parfaitement a ce qui est actuellement retrouvé dans la littérature
(141), et nous fait suggérer un recours particulierement important (voire un mésusage)

des antibiotiques en élevage de rente dans la zone océan indien.

Nous nous sommes donc attachés a mettre en perspective nos résultats avec les

prévalences d’E-BLSE en élevage retrouvées :

- au niveau régional sur I'lle voisine de la Réunion, grace a une mission de collecte
au sein des élevages de volailles et de porcs réalisée début 2016 par Ramin Managata

et al., suivant la méme méthodologie que la présente étude ; (57)

- au niveau national grace aux études réalisées en France métropolitaine dans le
cadre de la surveillance de I'Antibiorésistance des Bactéries Pathogenes pour la
volaille, le porc et le bovin (RESAPATH) ;

- et enfin au niveau mondial, par méta-analyse d’études portant sur des élevages
d’animaux vivants, ayant rassemblé un nombre suffisant d‘échantillons a tester (fixé
arbitrairement a 50) et ayant affiné leurs analyses jusqu’a I'identification des enzymes
au sous-groupe ont été retenues. Afin de garantir la comparabilité de nos résultats
avec ceux de la littérature, un recalcul des prévalences observées a parfois éte réalisé
lorsque les auteurs englobaient dans leurs investigations le cas de résistances aux

C3G hors BLSE (ex : béta-lactamases de classe C).
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En ce qui concerne les élevages de beeufs tout d’abord :

A la Réunion : aucune donnée s’attachant a évaluer la prévalence des E-BLSE au

sein de ces élevages n’a présentement été publiée.

Au niveau national, une unique étude s’y est attachée. Madec et al. avancent a ce
titre en 2008 le chiffre de 3,3% (soit 42/1264). Il s’agissait alors dans 92,9% de BLSE
de type CTX-M du sous-groupe 1. Les auteurs ont d’ailleurs souligné la forte
homologie de cette épidémiologie avec celle retrouvée dans la population francgaise a
'époque (on notera cependant une incursion du sous-groupe CTX-M15 a partir de
2009). (142)

Dans le reste du monde, la prévalence des E-BLSE des élevages bovins ne
dépassait pas les 10% dans les années 2010-2011 en Europe, au Japon et aux USA,
ce qui contraste la encore avec les fortes prévalences retrouvées en zone océan
indien. D’un point de vue moléculaire, une large majorité de CTX-M du sous-groupe
1 a été rapportée sur le continent européen et nord-ameéricain, ce qui tranche fortement

avec les CTX-M15 mises en évidence a Madagascar et Mayotte.

Il est surprenant d'observer une telle proportion du sous-groupe CTX-M15
spécifiqguement au sein des élevages bovins de I'océan indien. Ce sous-type s’avére
par ailleurs majoritaire dans la population humaine. Notons que la présence de CTX-
M15 a déja été rapportée des 2006 a Madagascar chez 'Homme, lors d’une épidémie
d’infections pulmonaires chez des nouveau-nés a Antananarivo. Une source de
contamination environnementale avait alors été mise en évidence (eau courant servant
de liquide de ringage lors de la réalisation d’aspirations trachéo-bronchiques). (49) En
2013, une étude rétrospective portant sur une collection de 239 E-BLSE hospitalieres
et communautaires avait aussi montré une trés large proportion de CTX-M-15.
(75.5%). (50) Ce succes écologique si particulier de 'enzyme CTX-M-15 au sein des
cheptels bovins de la zone océan indien souléve ainsi la possibilité d’échanges
relativement actifs ou privilégiés avec le compartiment humain. Rappelons que les
élevages bovins sondés dans ces deux iles relevaient tous deux préférentiellement
d’'une logique d’exploitation de type traditionnel (médianes respectives a 18 et 7 tétes
par exploitation), impliquant de ce fait une présence humaine plus forte par rapport
aux élevages industriels, et ainsi des échanges inter-compartimentaux probablement

favorisés. Pour illustration, il convient de remarquer que pres de 72% des ménages
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ruraux malgaches sont directement concernés par des pratiques ayant trait a I'élevage

des animaux, et notamment de bovidés. (143)
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Figure 46 - Prévalence et typage des E-BLSE au niveau mondial (Boeufs)
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D’un point de vue statistique, le défrichement régulier réalisé aux abords des
élevages bovins malgaches s’est avéré étre un facteur protecteur. p=0,03 ; OR=0,00
[0,00-0,94]. Ceci souléve la question du rbéle du compartiment environnemental dans
le phénoméne d’antibiorésistance. Il n’y a qu’a rappeler que les CTX-M proviennent &
I'origine du genre Kluyvera spp. (entérobactéries résidentes de la rhizosphere) pour
faire argument d’autorité. Ce dernier peut d’ailleurs constituer le gite privilégié de
certains vecteurs d’E-BLSE bien identifiés (rongeurs de type rat notamment) (144),
renforcant cette impression de place pivot gu’entretient I'environnement dans le

phénomene d’antibiorésistance. (145)

Par ailleurs, spécificité étonnante des élevages bovins de la zone océan indien, la
présence d’autres animaux au sein des exploitations (et notamment domestiques)
est aussi apparue comme un facteur de risque a part entiére d’E-BLSE (OR= 6,87
[1,13-41,67] p=0,04). Ceci souleve le réle fondamental des animaux domestiques dans
ce phénoméne méme phénomeéne, et renforce I'hypothése d’échanges internes
s’opérant au sein de chaque réservoir (animal notamment), sans réelle étanchéité.
Santman-Bereds et al. ont aussi mis en évidence en 2017 'impact de la présence de
chats en tant de facteur de risque d’E-BLSE au sein des élevages issus de I'agriculture
biologique aux Pays-Bas. (146) La prévalence des E-BLSE chez les animaux de
compagnie a été négligée pendant de nombreuses années. Cependant, cette sous-
catégorie s’affiche désormais comme un réservoir a part entiére, entretenant méme
une plus grande proximité relative avec I'ensemble des autres compartiments. Une
nette majorité de CTX-M-15 chez les animaux domestiques a été retrouvée en Europe
(90%) dans étude multicentrique menée en 2010 auprés de cabinets vétérinaires,

suggérant la aussi une évolution paralléle au réservoir humain. (147).
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En ce qui concerne les élevages de volailles :

A la Réunion : Ramin et al. font état en 2016 de fortes prévalences d’E-BLSE au sein
des élevages de volaille réunionnais. 70% (soit 21/30) des fermes avicoles sondées
étaient alors retrouvées positives a au moins une E-BLSE. Il s’agissait de la filiére la
plus touchée, avec une prévalence particulierement comparable a ce que nous avons
retrouvé a Madagascar (70%) et Mayotte (73,9%). D’un point de vue enzymatique, les
E-BLSE de volailles réunionnaises relevaient majoritairement du sous-groupe CTX-
M1 (72,5% soit 29/40) tout comme ce qui est retrouvé a Mayotte et Madagascar, et

dans une moindre mesure de la classe des TEM (22,5% soit 9/40).
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Prévalence des E-BLSE dans la zone Océan Indien (en %)
100

920

80

73,9
70
70
60
50
40
30
20
10
0
Madagascar Réunion Mayotte
2016 2016 2016

Figure 47 - Prévalence des E-BLSE dans le zone Océan Indien (Volailles)

Au niveau national, les premieres observations d’E-BLSE en élevage avicole
remontent au début des années 2000. Weill FX et al. mettent en évidence pour la
premiére fois au sein d’'un élevage de volailles du sud-ouest des souches de
Salmonella enterica sérotype Virchow résistantes aux C3G du fait de la production
d’'une BLSE appartenant au groupe, alors « atypique », CTX-M-9. Une forte homologie
est méme retrouvée par PFGE avec une souche humaine de S.enterica isolée de
facon concomitante. Déja, 'hypothése d'une possible contamination de ’homme via
I'alimentation fut questionnée (148). Girlich et al. estiment en 2006 & 10,7% (12 /112)

le taux d’E-BLSE au sein de de 7 élevages de volailles francais, couvrant tout le
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territoire national. La aussi il s’agissait CTX-M du sous-groupe 1 (100% soit 11/11).
(149)

En comparaison avec le reste du monde, les élevages avicoles de la zone océan
indien s’illustrent par leurs prévalences trés clairement supérieures a celles retrouvées
en Europe et en Asie. A I'exception du Portugal et de la République Tchéque, on note
une forte homologie de profil enzymatique pour les élevages avicoles entre le continent
européen (dont la France) et la zone océan indien, avec une majorité de CTX-M du
sous-groupe 1. Les volailles de la zone océan indien pourraient donc répondre a un
méme profil de résistance de type « européen ». (55) Cette hypothése apparait
d’autant plus plausible si 'on considére que les élevages avicoles sondés a Mayotte
et Madagascar relevaient tous deux d’une logique industrielle, a haut rendement de
production, et nécessitant de ce fait I'importation d’ceufs a couver et/ou de poussins

en provenance d’Europe. (150)

Pour corroborer cette observation, il est apparu lors de I'analyse statistique que le
mode auto-productif des élevages avicoles traditionnels malgaches (impliquant
I'absence d’introduction de volailles extérieures au cheptel) s’avérait justement étre un
puissant facteur protecteur : p=0,02 ; OR=0,00 [0,00-0,91]. Ceci renforce I'hypothése
d’une origine extérieure aux E-BLSE rencontrées dans ces élevages, et expliquant de
fait les fortes prévalences retrouvées spécifiquement au sein des élevages de type
industriel. A la différence des exploitations traditionnelles, la filiére avicole moderne se
caractérise par une organisation pyramidale, au sommet de laquelle se trouvent les
géniteurs de race améliorée (Great Grandparent Stock ou GGPS), lesquels produisent
les ceufs et poulets de chair exportés vers la majorité des exploitations du monde. Ce
systéme est d’'un point de vue microbiologique trés vulnérable puisqu'un géniteur
porteur d’E-BLSE, situé au sommet de la pyramide de production, les transmettra a
tous les individus situés en aval si aucune mesure sanitaire n’est prise, permettant une
diffusion de la RAM a I'échelle mondiale. Cette observation est en accord avec ce qui
est retrouvé par ailleurs dans la littérature : Dierikx et al. ont a ce titre souligné en 2013
aux Pays Bas cette étroite relation entre importation de géniteurs au sein des cheptels
et introduction concomitante de nouvelles souches d’E. coli BLSE. (151) De maniére
théorique, il est parfaitement envisageable d’améliorer I'état sanitaire des animaux
reproducteurs situés au sommet des pyramides de production. Certains élevages
porcins sont entierement constitués a partir d’'animaux mis a bas par césarienne, et

donc indemnes de toute colonisation bactérienne extérieure. Ces animaux
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reproducteurs « bactériologiquement sélectionnés » jouissent alors d’'un état sanitaire
excellent, permettant in fine de limiter le recours aux antibiotique de maniere trés
ponctuelle dans les étages inférieurs, sous réserve d’'un environnement lui aussi
contrdlé. (152) L’élevage des individus s’envisage en un seul et méme local, sans
changer de congéneres (stratégie du « wean to finish »). (153) Lorsqu’il pas possible
d’envisager de telles pratiques d’assainissement, I'élimination des animaux infectés

latents du troupeau s’envisage en tant qu’alternative efficace.
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Figure 48 - Prévalence et typage des E-BLSE au niveau mondial (Volailles)
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Le contrdle de la qualité des eaux au sein des cheptels avicoles de la zone océan
indien est par ailleurs apparu comme un facteur protecteur fort (OR=0,12 [0,02-0,82]
p=0,03). Lorsqu’elles sont directement issues de sources aquatiques de surface
comme dans les pays en voie de développement, les eaux de nettoyage et de boisson
s’averent souvent largement contaminées par des résidus d’antibiotiques et seraient
ainsi le théatre d'une pré-sélection intense de BMR. (154) La concentration en
antibiotiques des eaux de riviere augmenterait en paralléle de la pression anthropique
exercée sur le milieu, et notamment en aval des hopitaux ou les traitements
antibiotiques sont fréquents. Cela s’applique tout naturellement aussi aux élevages de
rente, ou la pression antibiotique exercée s’avere d’ailleurs parfois beaucoup plus
importante. Tout comme les Hommes, les animaux peuvent excréter des résidus
d’antibiotiques dans leurs feces et urines, sous leur forme initiale ou sous forme d’un
ou plusieurs métabolites. (155) Les BMR retrouvées dans le milieu aquatique peuvent
y transiter a plus ou moins long terme en s’établissant au sein de véritables biofilms,
et transférer leurs génes a des bactéries environnementales. (156) Cet événement
concourt a un enrichissement progressif du résistome environnemental. La chloration
des eaux avant utilisation au sein de I'exploitation permet alors le plus souvent de
remédier & cet écueil. Par ailleurs, la plupart de ces souches disparaissent
généralement assez rapidement par rapport aux bactéries résidentes aquatiques du
fait d’'un désavantage évolutif et d’'un stress important lors de leur arrivée dans ce
milieu. Il est d’ailleurs intéressant de remarquer que le dossier dAMM de chaque
antibiotique doit comporter des données écotoxicologiques d’impact sur
'environnement (PEC ou évaluation des concentrations prévisibles dans
'environnement), et notamment sur les organismes animaux et végétaux susceptibles
d’y étre exposés. Si le risque est jugé non acceptable ou trop difficile a évaluer, TAMM

peut étre éconduite.
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En ce qui concerne les élevages de porcs :

A la Réunion : la filiere porcine semblait en 2016 relativement plus « préservée »
puisque la présence d’E-BLSE ne concernait la moitié des fermes étudiées (50% soit
10/20). Ceci contraste clairement avec les fortes prévalences malgaches (ou 83,9%
des élevages ont été retrouvés positifs). La majorité des souches porcines
réunionnaises était associée au groupe TEM (8/15 soit 53,3%) et au sous-groupe CTX-
M1 (46,7% soit 7/15).
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Figure 49 - Prévalence des E-BLSE dans le zone Océan Indien (Porcs)

En France métropolitaine : aucune étude ne s’est a ce jour intéressée a I'évaluation
de la prévalence des E-BLSE au sein des élevages porcins.

Au niveau mondial, si les prévalences retrouvées en Europe dans les élevages de
porcs ne dépassent pas les 30%, celles du continent asiatique seraient encore plus
basses. Ainsi, la zone océan indien apparait encore une fois beaucoup plus impactée
gue le reste du monde. Les profils enzymatiques retrouvés a Madagascar font figure
d’exception par rapport a ce qui circule dans le reste du monde, et notamment avec le
continent Européen ou une large majorité de CTX-M du sous-groupe 1 est retrouvée.
La encore, la possibilité d’échanges relativement actifs ou privilégiés avec le
compartiment humain transparait. Rappelons que les élevages porcins malgaches

sondés relevaient aussi notamment de pratiques de type traditionnel.
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Figure 50 - Prévalence et typage des E-BLSE au niveau mondial (Porcs)
vert Autres enzymes violet CTXM — sous-groupe 22 ( = groupe 3)
bleu CTXM —sous-groupe 1 (= groupe 1) oange TEM
jaune CTXM - sous-groupe 14 (= groupe 9) gris SHV
rose CTXM - sous-groupe 15 (= groupe 1)

D’un point de vue statistique, l'utilisation de produits détergents lors du nettoyage des
exploitations porcines s’est avérée associée a une plus faible prévalence d’E-BLSE
(OR=0,12 [0,02-0,75] p=0,02), ce qui s’entend parfaitement. L’observation stricte de
process en matiere d’hygiéne et de désinfection apparait comme une étape cruciale

dans la gestion du péril bactérien et a dé¢ja fait la preuve de son efficacité. (157)
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D’un point de vue phénotypique, il apparait que la diffusion des BLSE est tres
liée a celle d’autres génes de résistance, ces derniers intervenant en tant que
facilitateurs de co-sélection. (158) Il est donc intéressant de remarquer de les E-BLSE
isolées dans les élevages de Mayotte et Madagascar ne dérogent pas a la regle : 91%
des souches malgaches et 77% des souches mahoraises arboraient au moins une co-

résistance.

Les filiéres avicoles malgache et mahoraise se sont d’ailleurs illustrées par leur niveau
particulierement élevé de résistance aux tétracyclines. Comme nous l'avons vu
précédemment, cette famille d’antibiotiques est souvent utilisée en premiere intention
dans le traitement des volailles et revét plusieurs avantages. D’'un point de vue
pratique, les tétracyclines s’avérent trées commodes a utiliser en médecine vétérinaire.
Administrables dans I'eau de boisson, de larges effectifs de volailles peuvent ainsi étre
traités. Les caractéristiques pharmacocinétigues mémes de cette classe thérapeutique
autorisent des durées de traitement relativement courtes chez les volailles (en
moyenne 3 a 5 jours), et n'empéchent pas la commercialisation des ceufs lorsqu’un
traitement est initi€ chez les populations de poules pondeuses notamment. (159) I
s’agit par ailleurs d’'une molécule ancienne et au demeurant trés économique a l'usage
(160).

Des niveaux significativement plus élevés de co-résistances a I'association
trimétroprime/sulfaméthoxazole ont été spécifiquement retrouvés au sein des
élevages malgaches comparativement a leurs homologues mahorais. Cela concernait
aussi bien les élevages de bceufs (Madagascar < Mayotte : p-value <0,01) que de
volailles (Madagascar <« Mayotte : p-value=0,02). Bénéficiant d’'un spectre d’activité
large et d’un colt peu élevé, cette association synergique apparait souvent comme un
traitement probabiliste de recours aisé, toutes espéces confondues. (161) D’'un point
de vue pharmacocinétique, la distribution du trimétroprime/sulfaméthoxazole s’avere
bonne dans la plupart des tissus et organes, mais impose théoriquement des temps
d’attente avant commercialisation non-négligeables. Un traitement par
trimétroprime/sulfaméthoxazole chez le poulet de chair implique pour illustration un
délai supplémentaire avant commercialisation équivalent a 25% du temps consacreé a
son élevage, ce qui freine bien souvent son utilisation. La majorité des élevages
malgaches sondés relevant pourtant de pratiques industrielles, les forts taux de
résistance qui y sont spécifiquement retrouvés soulevent des lors la question du

respect de ces considérations sanitaires.
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Espéce traitée : Temps d’attente :

Volailles :

- viande : 12 jours

- oeufs : ne pas utiliser pendant la ponte.
Boeufs:

- viande : 5 jours

- lait : 48 heures

Porcs : 12 jours

Figure 51 - Temps d’attente en cas de traitement par Trimétroprime/Sulfaméthoxazole chez
I’animal de rente (extrait des RCP ANSES applicables aux spécialités AMPHOPRIM / ADJUSOL)

Aucune souche d’E-BLSE résistante aux carbapénémes n’a pu étre mise en évidence
dans cette étude. Si un tel résultat s’entend aisément d’un point de vue réglementaire
et se veut de prime abord rassurant (pour rappel, 'usage des carbapénémes n’est pas
autorisé en médecine vétérinaire), quelques observations viennent cependant nuancer
nos propos. D’un point de vue analytique, la recherche d’éventuelles EPC au sein des
prélevements étudiés a essentiellement consisté en une mesure du diameétre critique
de l'ertapénéme pour I'ensemble des souches d’E-BLSE isolées. |l n’a cependant pas
eté réalisé de dépistage par gélose dédiée au diagnostic dEPC (bioMérieux,
CHROMID @ Carba Smart notamment), dont les performances élevées se seraient
mieux prétées a la détection effective d’un tel phénotype de résistance, et notamment
dans le cas des carbapénémases de classe D de la classification d’Ambler, type
oxacillinase. Ces derniéres présentent treés souvent une sensibilité conservée aux C3G
et échappent au dépistage par gélose de type ESBL. Méme si les carbapénémes ne
sont pas autorisés en pratique vétérinaire, de nombreux articles commencent a faire
état de leur présence au sein des élevages de rente sur les quatre continents. (162).
A noter que I'épidémiologie des EPC dans la zone océan indien démontre une trés
large majorité de carbapénémases de classe B (type NDM) (163).

Aucune résistance plasmidique a la colistine n’a pu étre mise en évidence a l'issue
de ce travail. Cette affirmation est surtout valable pour les élevages de Madagascar
grace a la stratégie de screening par gelose SuperPolymyxine qui y a été
spécifiqguement appliquée. La réalisation d’'une unique CMI colistine sur les souches
d’E-BLSE mahoraises a possiblement sous-estimé la prévalence réelle des E-RPP au
sein des élevages de l’ile, et s’inscrit en tant que facteur limitant dans les conclusions
gue nous formulons ici. Cependant, il convient de noter que la majorité des souches

animales d’entérobactéries MCR-1 isolées a ce-jour dans le monde démontrait aussi
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un phénotype BLSE (67), nous laissant espérer un impact moindre des considérations
analytiques décrites pour Mayotte.

L’absence d’E-RPP au sein des élevages malgache et mahorais contraste avec les
prévalences parfois élevées retrouvées ailleurs dans le monde, et justifierait la
poursuite de nouvelles investigations : appliquer la stratégie de screening par géloses
SuperPolymyxine a un nombre plus conséquent d’exploitations, élargir le spectre des
filieres animales testées, sonder d’autres iles de la zone océan indien (Comores,

Maurice et Seychelles notamment).

Si aucune épidémie d’'importance clinigue majeure n’a encore été décrite chez
I’'hnomme, toutes les caractéristiques pour une diffusion efficace dans ce compartiment
existent, laissant craindre le pire scénario des lors qu’'une une pression de sélection
sera appliquée. Cela suffit des lors a justifier des efforts particuliers en matiére de
détection (stratégie de dépistage) et d’utilisation (usage rationnalisé des polymyxines).
Dans l'état actuel des connaissances, le HCSP recommande en France depuis
septembre 2016 de tester la résistance a la colistine et de rechercher la présence de
MCR-1 chez toutes les souches d’EPC isolées :

- soit lors du dépistage systématique a I'admission des patients aux antécédents
d’hospitalisation hors territoire métropolitain dans I'année,

- soit dans un prélevement a visée diagnostique dans un contexte nécessitant le
recours a la colistine. En cas de recherche positive, les précautions complémentaires
d’hygiéne seront mises en place en plus des précautions standard, a l'instar de ce qui
est recommandé pour les BHRe, et le signalement réalisé au CNR de la résistance
aux antibiotiques. (164). Cependant, des cas de colonisation chez des patients de
retour de voyage a I'étranger sans notion d’hospitalisation ayant déja été rapportés,
certains auteurs recommandent si les moyens du laboratoire le permettent, de dépister
plus largement 'ensemble patients de retour de voyage a I'étranger a 'admission. Les
personnes travaillant au contact des animaux d’élevage constitueraient de méme une

population a risque, a inclure dans ces stratégies de dépistage. (165)
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Au total, ce sont de fortes homologies qui transparaissent entre les trois iles,
non seulement en matiere de prévalence des E-BLSE, mais aussi en ce qui atraita la
nature méme des enzymes circulant au sein de chaque filiére d’élevage. Si les
cheptels avicoles et bovins de 'océan indien ont en effet tendance a s’accorder en
genre et en diversité enzymatique, (large majorité de CTX-M du sous-groupe 15), les
chetpels avicoles démontrent quant a eux une prédominance du sous-groupe M-1.
Plus généralement transparait I'idée d’'un succes écologique de certains plasmides de
résistance aux antibiotigues chez l'animal, et ce de fagon transversale aux
organisations professionnelles par filieres. (166) Des investigations supplémentaires
au niveau local apparaissent nécessaires pour affiner ces observations.
L’augmentation des effectifs étudiés nous permettrait par exemple d’augmenter la
puissance statistique nécessaire a l'identification d’éventuels facteurs de risque /
protecteurs supplémentaires. Un élargissement du screening vers les autres
compartiments d’antibiorésistance potentiels serait de méme souhaitable pour mieux
appréhender la répartition effective de ce phénoméne. (environnement, animal de

compagnie, faune sauvage) .

Les fortes prévalences d’E-BLSE retrouvées au sein des élevages de la zone
océan indien contrastent clairement avec celles retrouvées au cours de cette revue de
la littérature ailleurs dans le monde. De nombreux facteurs limitants empéchent une

totale comparabilité de nos résultats, et nécessitent d’étre précisés.

- D'un point de vue analytique tout d’abord, il convient de noter pour chaque
prélevement ayant démontré la présence de colonies suspectes apres culture sur
milieu ESBL, une seule colonie de chaque morphotype bactérien a servi a la réalisation
de l'antibiogramme par méthode INOCLIC® (I2a Diagnostics), conformément aux
recommandations alors formulées par le fabriquant. Il aurait été cependant préférable
de prélever plusieurs colonies afin de mettre en évidence d’éventuels antibiotypes

différents partageant la méme morphologie.

- L’ensemencement des géloses ESBL s’est réalisé conformément aux
recommandations du fournisseur, mais n’a pas suivi le protocole appliqué par TANSES
quant a l'identification d’E-BLSE en santé animale (incubation des géloses a 44°C pour
diminuer l'influence des flores envahissantes (167). En pratique, il n’a pas été noté
d’envahissement particulier des cultures aprés incubation empéchant potentiellement

la croissance des E-BSLE d’intérét. Dans tous les cas, le risque encouru se tournerait
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vers une minoration des résultats, négligeable compte-tenu des prévalences tres

importantes que nous avons retrouvées.

- D’'un point de vue statistique, I'effectif des souches caractérisées moléculairement
par puce a ADN a été fixé a 10 par filiere et par ile. Avec le recul, cela s’avére
probablement insuffisant et pourrait expliquer la faible diversité enzymatique retrouvée
dans la plupart des élevages sondés. Bien que les biopuces soient des techniques
performantes et relativement novatrices, elles s’avérent encore colteuses a I'achat et

parfois laborieuses a mettre utiliser (personnel dédié).

- Peu d’études récentes ou synchrones a la collecte des échantillons de la zone océan
indien (réalisée en 2016) ont pu effectivement étre incluses dans ce travail. Compte-
tenu de l'augmentation constante du phénoméne de résistance anti-microbienne
(décrite dans tous les compartiments), les prévalences observées au niveau mondial
ont probablement été sous-estimées au moment des collectes pour notre étude (la
majorité des études incluses dans cette bibliographie datant des années 2010-2011).
(168)

- Aucune étude ne s’est attachée a estimer la prévalence des E-BLSE dans certaines
zones géographiques d’importance en termes d’élevage, telles que I'Afrique, I'lnde et
'Amérique du Sud. Cela vient tout naturellement grever les comparaisons ici
effectuées. Il aurait pourtant été intéressant de confronter ces chiffres a ceux de pays
partageant parfois les mémes spécificités d’élevage, et plus largement le méme niveau

de développement économico-social.
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VI. Conclusion

Ce travail réalisé en collaboration avec les équipes veétérinaires du CIRAD vient
concrétiser les linéaments de [linitiative « One Health » en tentant de dresser un
« instantané » des prévalences constatées en matiere d’antibiorésistance dans les
élevages de la région Océan Indien, zone géographique ou la prise de conscience de
ce phénomene n’est pas encore factuelle. Tout comme le reste du monde,
Madagascar et Mayotte n’échappent a l'augmentation de la résistance aux
antimicrobiens, et seraient méme plus concernées que la plupart des autres zones

géographiques sondées a ce jour.

A défaut d’avoir la prétention de faire diminuer les prévalences observées en matiére
d’antibiorésistance, ce travail a pour vocation d’alerter et de sensibiliser les principaux
intervenants en matiere de santé humaine et animale a la nécessité de mettre en place
des actions prioritaires au sein des élevages, guidées par les facteurs de risques qui
ont ici pu étre mis en évidence. L’utilisation de molécules antibiotiques animales (C3G,
tétracyclines et triméthroprime/sulfaméthoxazole entre autres) demeure le principal
facteur de risque d’E-BLSE, et a déja été incriminé dans la plupart des études menées
a ce sujet. (141) L'Homme trouve des lors une responsabilité directe dans
'organisation des systemes d’élevage qu’il met en place. L’'usage des antibiotiques
doit non seulement étre raisonné, mais surtout drastiquement réduit. Traquer les
usages abusifs est certes essentiel, mais reconsidérer les usages moins utiles doit
aussi s’avérer factuel. D’autant plus lorsqu’il s’agit d’antibiotiques d’importance
critique, intervenant parfois en dernier recours. Notons a ce titre qu’un usage plus
modéré des antibiotiques en élevage a pourtant déja fait la preuve d’'un impact
rapidement favorable sur les prévalences d’E-BLSE qui y seront ensuite observées.
(169)

Bien entendu, cette volonté se concoit plus facilement dans les élevages industriels et
modernes, ou le recours aux antibiotigues apparait trés souvent comme une
composante indissociable des contraintes économiques attenant aux systemes de
production alimentaire actuels. L'impact de telles mesures est plus difficile & envisager
dans les petites exploitations traditionnelles encore trés fréquentes dans ces iles de

I'Océan Indien, ou la pratique de I'élevage s’entend avant tout comme un moyen de
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subsistance. La promotion de certaines mesures de salubrité réalisables a bas codt y

apparait cependant tout a fait envisageable (ex : défrichement).

L’antibiorésistance s’affiche ainsi comme un réel défi, arborant une complexité encore
difficile & décrypter ou le rble spécifique de chacun des autres réservoirs nécessite une
surveillance rigoureuse. Le contexte actuel de globalisation rend cette problématique
d’autant plus difficile a appréhender et a contenir puisqu’elle favorise la dispersion des
géenes de résistance a grande échelle. (170) La généralisation de ce type d’étude sur
d’autre zones géographiques pour I'heure exemptes de toute politique de surveillance
(continent africain notamment) devrait étre encouragée. Dans la méme optique, un
élargissement du screening a d’autres mécanismes de résistance d’intérét
(entérobactéries productrices de carbapénémase, E. faecium résistants aux
glycopeptides et SARM notamment) peut étre envisagé dans la zone Océan Indien.

De facon pragmatique, nous garderons a I'esprit pour 'heure que certaines situations
de contact étroit entre le monde animal et humain peuvent constituer des voies de
transmission privilégiées de I'antibiorésistance. Si chaque réservoir s’enrichit d’abord
des genes de résistance de son propre usage, le passage inter-réservoir existe,
justifiant des lors la promotion d’une surveillance renforcée de ce phénomeéne. (171)

L’avénement du séquencgage nouvelle génération (NGS) permettra probablement
d’affiner notre discernement quant au sens de ces échanges. (172) Il deviendra dés
lors intéressant de préciser I'environnement génétique attenant aux géenes de
résistance que nous avons étudiés, pour les comparer a ce qui est retrouvé en

particulier chez ’'Homme.

Comme l'avait auguré Robert Virchow il y a 150 ans, tout cela ne peut se concevoir
sans un rapprochement conjoint des deux principales sphéres médicales : rassembler
médecins et vétérinaires dans une lutte commune est nécessaire afin d’harmoniser a
egale importance les protocoles de surveillance mis en place. Le ralliement a cette
cause des pouvoirs politigues compétents en matiere de santé publique ne semble
pas non plus négociable puisqu’aprés tout, humain ou animal, il s’agit Ia d’'une seule

et méme Santé.
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Annexe 1: Questionnaire renseigné lors des collectes

Risk factors of Extended-Spectrum PLactamase

producing Enterobacteriaceae occurrence in farms in

Reunion, Madagascar and Mayotte Islands, 2016-2017

Noellie Gay *, Alexandre Leclaire, Morgane Laval, Guillaume Miltgen, Maél Jégo, Ramin Stéphane,
Julien Jaubert, Olivier Belmonte and Eric Cardinale

Name and code of the farmer : .......cccceeee. Territory :

................. Date: / /16

Animal species Herd size
Building
Purification
River Pond station or [None
Presence of a water source near
other
If yes, distance from the farm <100m >100m
Closed building Yes No
Concrete access to building Yes No
More than one building Yes No
if Yes
Building number in the 1 2 >2
exploitation
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Age of the livestock exploitation
Other livestock species in the farm No |Cow Pig |Poultry Other:........
Distance from another farm (same
<500 m >500 m
species)
Distance from another farm (other <500 m >500 m
species raised)
If Yes Cow Pig Other :
Type of species
Vegetable production on the farm Yes No Type:
Clean condition around the farm Yes No
Hygiene and biosecurity
Hygiene 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 ?
Change of work clothes at building entrance Yes No
Change of shoes/boots at building entrance Yes No
Clothes and shoes Durty Clean
Entrance frequency in the building by day <3 4 >4
Other farmers visiting the exploitation Yes No
Share equipement with an other exploitation Yes No
Share workers with an other exploitation Yes No
Boot bath at building entrance Yes No
Respect of biosecurity measures Yes No
Rendering
Management of dead livestock Consumption | Buried Burned Thrown
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Water

Type of water used in the exploitation Public River o
Other: well, etc.

Water storage presence Yes No
Potable quality control Yes No
Water filtration Yes No
Water treatment Yes No
Water quality control Yes No
Cleaning of water pipes Yes No No pipes
Vector control
Rodent presence Yes No
Rodent control None By farmer | By a society
If yes Type of control Poison Traps Other :
Clearing around the farm Yes No
Desinfestation Yes No
Pet presence in the farm Yes No Species :
Could bird enter the building Yes No
Presence of flies Elevated Moderate
Quarantine
If buying breeding stock

Quarantine before entering the stock Yes No

Quarantaine in a 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 No
Spreading of the manure on the exploitation Yes No
Si Yes
Distance from the farm
Spreading of the manure on another farm Yes No
Cleaning and disinfection
Scraping manure Yes No
Soaking surface Yes No
Water use for cleaning Public River rain Other :
Detergent use for cleaning Yes No
. 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 Durty
B — Antibiotic use :
> Motivation : Therapeutic Prophylactic
Last antibiotic treatment : <1 year >1 year

Antibiotic use in : previous livestock
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SERMENT D’HIPPOCRATE

Au moment d’étre admis(e) a exercer la médecine, je promets et je jure
d’étre fidéle aux lois de I’honneur et de la probité.

Mon premier souci sera de rétablir, de préserver ou de promouvoir la
santé dans tous ses éléments, physiques et mentaux, individuels et sociaux.

Je respecterai toutes les personnes, leur autonomie et leur volonté,
sans aucune discrimination selon leur état ou leurs convictions. Jinter-
viendrai pour les protéger si elles sont affaiblies, vulnérables ou menacées
dans leur intégrité ou leur dignité. Méme sous la contrainte, je ne ferai
pas usage de mes connaissances contre les lois de I’"humanité.

Jinformerai les patients des décisions envisagées, de leurs raisons et de
leurs conséquences.

Je ne tromperai jamais leur confiance et n’exploiterai pas le pouvoir
hérité des circonstances pour forcer les consciences.

Je donnerai mes soins a l'indigent et a quiconque me les demandera. Je
ne me laisserai pas influencer par la soif du gain ou la recherche de la gloire.

Admis(e) dans I'intimité des personnes, je tairai les secrets qui me seront
confiés. Regu(e) a l'intérieur des maisons, je respecterai les secrets des
foyers et ma conduite ne servira pas a corrompre les moeurs.

Je ferai tout pour soulager les souffrances. Je ne prolongerai pas abusi-
vement les agonies. Je ne provoquerai jamais la mort délibérément.

Je préserverai I'indépendance nécessaire a I'accomplissement de ma
mission. Je n’entreprendrai rien qui dépasse mes compétences. Je les
entretiendrai et les perfectionnerai pour assurer au mieux les services qui
me seront demandeés.

Japporterai mon aide a mes confréres ainsi qu’a leurs familles dans I'ad-
versité.

Que les hommes et mes confréres m’accordent leur estime si je suis
fidele a mes promesses ; que je sois déshonoré(e) et méprisé(e) si j'y
manque.
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Titre : Prévalence et caractérisation phénotypique et génotypique des entérobactéries
productrices de béta-lactamase a spectre élargi (E-BLSE) dans les élevages de rente de
Mayotte et Madagascar.

Introduction: La présence des Entérobactéries productrices de Béta-Lactamase a Spectre
Elargi (E-BLSE) en élevage de rente a largement été rapportée dans le monde. Les E-BLSE
représentent actuellement I'une des principales menaces dans le traitement des infections,
tant chez 'nomme que chez I'animal. Peu de données ayant trait a I'antibiorésistance en
élevage existent lorsqu’il s’agit de territoires éloignés tels que la zone Océan Indien. L’objectif
de cette étude était d’évaluer la prévalence des E-BLSE et de caractériser les souches
impliqguées dans les élevages de rente de deux iles de cette région : Madagascar et de
Mayotte. Méthodes: 133 élevages ont été sondés a laide de pédi-chiffonnettes. Les
principales filieres animales ont été ciblées [Madagascar : bovins (n=31) volailles (n=30)
porcins (n=30) ; Mayotte : bovins (n=19) volailles (n=23)]. Les exploitations microbiologiques
ont brievement consisté en une caractérisation phénotypique des E-BLSE (co-résistances
notamment) suivie d’'une identification moléculaire des enzymes impliquées. Résultats: De
forte prévalences en E-BLSE ont été retrouvées dans toutes les filieres sondées
[Madagascar : cattle (64,5%) poultry (70%) pigs (83,9%) ; Mayotte : cattle (68,4%) poultry
(73,9%) ]. CTX-M15 apparait comme le sous-type enzymatique le plus répandu au sein des
élevages bovins et porcins, tandis que la filiére avicole démontrait une majorité de CTX-ML1.
De forts niveaux de co-résistances ont été mis en évidence, mais aucune souche présentant
une résistance plasmidique a la colistine de type MCR-1 n’a pu étre identifiée. Discussion:
Cette étude est la premiére a chiffrer la prévalence des E-BLSE au sein des élevages dans
ces deux Tles. Les forts niveaux d’antibio-résistance observés renforcent la possibilité d’'un
réservoir animal a ce phénomeéne. La caractérisation moléculaire des souches isolées permet
quant a elle d’ouvrir des pistes quant a 'origine d’'un tel phénoméne.

Mots-clefs : Océan Indien ; Entérobactéries productrices de Béta-Lactamase a Spectre
Elargi; Antibio-Résistance ; One Health ; Elevage ; mcr-1.

Title : Prevalence and characterization of the Extended-Spectrum Beta-Lactamase
producing Enterobacteriaceae (E-ESBL) in the livestock farms of Mayotte and
Madagascar islands.

Introduction: The  presence of Extended-spectrum [B-lactamase  producing
Enterobacteriaceae (E-ESBL) in livestock farming has been widely reported in several
countries. E-ESBL are currently considered as one of the main threats for the treatment of
infections in both humans and animals. However, data for distant territories such as Indian
Ocean are very scarce. In this study, we aimed to assess the animal E-ESBL prevalence and
characterize the strains involved in Madagascar and Mayotte islands. Methods: 133 livestocks
farms were sampled wusing boot swabs. The main livestock sectors were
targeted [Madagascar : cattle (n=31) poultry (n=30) pigs (n=30) ; Mayotte : cattle (n=19)
poultry (n=23) ]. The microbiological investigations consisted in a phenotypical characterization
of the ESBL strains (e.g co-resistances) and a molecular identification of the involved enzyme.
Results: High prevalences were observed in all the production sectors [Madagascar : cattle
(64,5%) poultry (70%) pigs (83,9%) ; Mayotte : cattle (68,4%) poultry (73,9%) ]. CTX-M15
subtype was the most common in the cattle and pigs farms whereas CTX-M1 were more
associated with poultry holdings. High level of co-resistances were highlighted, but no MCR-1
resistance. Discussion: This study was the first to cipher the E-ESBL resistance in these two
islands. The high prevalences found reinforce the possibility of an animal reservoir with
antimicrobial resistance, and the molecular characterization provides interesting discussion
tracks to its origin.

Keywords : Indian Ocean; Extended-Spectrum beta-lactamase producing
Enterobacteriaceae ; Antimicrobial resistance ; One Health ; Livestock ; mcr-1.
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