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INTRODUCTION

Les entérobactéries constituent une large famille de bactéries qui colonisent
généralement le tube digestif de ’Homme et des animaux, sans pour autant provoquer
nécessairement une infection. Toutefois, dans certains cas, elles peuvent acquérir certains
facteurs de virulence et conduire a des infections communautaires ou associées aux soins (I1AS),
pour lesquelles I’usage d’antibiotiques est de mise.

Les béta-lactamines sont les antibiotiques de choix pour ce type d’infections, ciblant
largement ces entérobactéries. Cependant, 1’utilisation importante et inappropriée de ces
antimicrobiens a entrainé 1’apparition de nombreuses résistances a ces molécules, touchant
parfois concomitamment plusieurs autres classes thérapeutiques. En effet, les entérobactéries
disposent de caractéristiques génétiques, biochimiques et structurelles variables leur permettant
de développer des mécanismes de résistances intrinseques (mutations) ou acquises via des

éléments génétiques mobiles (plasmides, transposons) ou transférables (intégrons).

Depuis les premiéres béta-lactamases (TEM-1/2, SHV-1) décrites dans les années 1960
chez E. coli et K. pneumoniae, nous avons pu assister a la diffusion chez les entérobactéries de
béta-lactamases & spectre étendu (BLSE). Ces derniéres sont capables d’hydrolyser les
pénicillines, les céphalosporines de troisiéme génération ainsi que l’aztréonam. De plus,
a I’image de CTX-M-15 qui s’est aujourd’hui diffusée mondialement, les genes codant pour
ces enzymes sont situés sur des plasmides portant d’autres génes de résistance, aboutissant a
cette multirésistance a plusieurs classes d’antibiotiques. Les entérobactéries BLSE ont été
catégorisées par le Haut Conseil de Santé Publiqgue (HCSP) comme des bactéries
multirésistantes (BMR) ou en tant que multidrug-resistant organism (MDRO) au niveau
international (non sensibilité & au moins un agent antimicrobien au sein de trois classes
d’antibiotiques ou plus) (1, 2). Pour faire face a ces bactéries multirésistantes, de nouvelles

molécules ont vu le jour a partir des années 1980 comme les carbapénémes (3).

Les carbapénemes font partie des béta-lactamines les plus récentes ayant un spectre
large et une grande stabilité vis-a-vis de la quasi-totalité des béta-lactamases. Ces moléecules
sont réservees pour traiter les infections nosocomiales sévéres causées par les bactéries
multirésistantes (4). Cependant, leur consommation de plus en plus importante a provoqué
I’émergence mondiale d’entérobactéries productrices de carbapénémases (EPC) devenant au
cours de ces deux derniéres décennies un probleme majeur de santé publique, dans la mesure
ou la résistance aux carbapénémes peut étre a 1’origine d’impasse thérapeutique, mais aussi en

raison de leur fort potentiel épidémique (5).



Les Tles de La Réunion et de Mayotte sont des Départements et Régions francais
d’Outre-Mer (DROM) situes dans le Sud-Ouest de 1’océan Indien. Ces DROM présentent des
épidémiologies spécifiques en termes de résistance bactérienne de par leur situation
géographique et leur lien avec les pays voisins (Maurice, Seychelles, Inde a I’Est ; Madagascar,
Comores, Afrique australe a 1’Ouest). De plus, le Centre Hospitalier Universitaire (CHU) de
La Réunion est le seul péle médical de référence de cette zone permettant une prise en charge
optimale des patients notamment pour les soins spécialisés en oncologie, réanimation ou
chirurgie cardiaque. La forte augmentation des évacuations sanitaires ainsi que la proximité
géoculturelle favorisant les échanges entre les populations ont joué un role majeur dans la

diffusion de ces souches hautement résistantes (6).

A La Réunion et Mayotte, il existe chaque année une augmentation de ’incidence
des EPC avec une prédominance depuis 2018 de I’espece E. coli et des béta-lactamases de type
NDM-5 et OXA-181 chez cette espece. Ces souches de E. coli résistantes aux carbapénémes
doivent étre considérées comme une Vvéritable menace car cette espece est a I’interface entre le
milieu hospitalier et communautaire et peut donc préférentiellement participer a la
dissémination de ces EPC vers le secteur de ville et les EHPAD. Il est donc impératif de mieux
comprendre les modes de colonisation de ces patients afin d’optimiser les dépistages et 1a prise
en charge de ces derniers et ainsi limiter au mieux ces risques de dissémination. De plus, la
caractérisation phéno-génotypique des entérobactéries résistantes aux carbapénemes est
primordiale pour (i) aider au suivi épidémiologique, (ii) assurer une prise en charge

thérapeutique optimale en cas d’infections et (iii) prédire 1’origine des souches (7-10).

Le premier objectif de ce travail était d’établir un bilan épidémiologique des EPC,
et plus particuliérement de I’espece E. coli a La Réunion sur une large période de 11 années
allant de janvier 2010 a décembre 2020.

Le second objectif visait a analyser les résistances phénotypiques ainsi que les relations
phylogénetiques des E. coli NDM-5 et OXA-181 a La Réunion et Mayotte, en évaluant la
sensibilité aux antibiotiques ainsi que leur proximité génétique par une analyse de typage basée
sur le WGS. Le but étant d’identifier s’il existe des clones épidémiques se diffusant dans la

zone du Sud-Ouest de 1’océan Indien.



1. ETAT DE L’ART

1.1. Généralités sur Escherichia coli et les résistances aux béta-lactamines

1.1.1. Escherichia coli

Escherichia coli, également appelée plus communément colibacille est une espéce
bactérienne du genre Escherichia appartenant a la famille des Enterobacterales.
E. coli est une bactérie a Gram negatif, le plus souvent mobile, disposant d’un métabolisme
aero-anaérobie facultatif et se cultivant facilement sur des milieux non exigeants. C’est une
bactérie commensale du tube digestif qui représente la 1% espéce bactérienne de la flore
intestinale aérobie de I’Homme et des animaux (10"9 UFC/g selles).

Cependant, il existe des isolats pathogenes plus virulents que 1’on peut classer en
fonction du mode de transmission et du type de pathologie occasionnée. On distingue les
E. coli responsables d’infections digestives (ECEP, ECET, ECEH, ECEI, etc.) de celles a
I’origine d’infections extra-digestives. Ces derniéres sont des infections causées par des
souches E. coli pathogénes extra-intestinales (EXPEC) susceptibles de provoquer diverses
infections (cystite, pyelonéphrite, péritonite, pneumopathie, bactériémie, méningite néonatale,

etc.) tant dans le milieu communautaire que dans le milieu hospitalier (11).

1.1.2. Résistances aux béta-lactamines

Les béta-lactamines sont une grande famille d’antibiotiques largement utilisées.
Cette classe d’antibiotiques agit en se fixant aux protéines de liaison des pénicillines (PLP)
insérées dans la membrane cytoplasmique bactérienne bloquant ainsi la synthese du
peptidoglycane, un composant essentiel de leur paroi. L’utilisation massive de ces
antimicrobiens a exercé une pression de selection sur les bactéries de la flore intestinale,
générant ainsi des résistances.

En effet, les entérobactéries disposent de caractéristiques intrinseques (génétiques,
biochimiques et structurelles) variables, leur permettant de s’adapter a leurs environnements et
développer facilement et rapidement des mécanismes de résistances (12). Chez les bactéries,
les résistances vis-a-vis des béta-lactamines reposent sur quatre principaux meécanismes :
diminution de la perméabilité membranaire, syst¢éme d’efflux, modification de la cible et

production d’enzymes inactivatrices, appelées « béta-lactamases ».



Ces résistances peuvent étre naturelles ou acquises :

e La résistance « naturelle » est caractéristique d’une espéce bactérienne. Elle est donc
présente dans toutes les souches d’une méme espéce. Les génes codants pour ce type de
résistance sont situés au niveau du chromosome et transmis systématiquement d’une

souche a une autre lors de la réplication (transmission verticale).

e Laresistance « acquise » résulte, quant a elle, de 1’acquisition chez une bactérie « fille »
d’une nouvelle résistance non présente chez la bactériec « meére ». Elle peut étre liée soit
a des mutations chromosomiques et dans ce cas, la résistance sera transmise au sein de
souches bactériennes d’'une méme espéce (transmission verticale). Soit, et ce dans la
majorité des cas, par I’acquisition de geénes de résistances situés sur des ¢éléments
génétiques mobiles (plasmides, transposons) transmissibles horizontalement entre
bactéries d’une méme espéce, mais aussi entre bactéries d'espéces différentes.

La transmission sera dans ce cas a la fois horizontale et verticale (13).

1.1.3. Des pénicillinases aux carbapénemases

A I’état sauvage, E. coli produit une céphalosporinase constitutive de trés bas niveau
(gene blaampc) et est naturellement sensible aux principales béta-lactamines (pénicillines A,

carboxy-pénicillines, uréido-pénicillines, céphalosporines, carbapénémes et monobactames).

C’est en 1963 que fut décrite la premiére pénicillinase chez E. coli, appelée TEM-1,
entrainant une résistance & I’amoxicilline. Devant 1’émergence de ces enzymes (TEM-1/2,
SHV-1), de nouvelles molécules ont été développées a partir des années 1970 avec notamment
les céphalosporines de 3°™ génération (C3G). Cependant, la surutilisation de ces derniéres a
provoqué I’apparition d’entérobactéries productrices de béta-lactamases & spectre étendu
(BLSE) dont la majorité étaient des dérivés d’enzymes TEM et SHV jusqu’au début des années
2000. Ces enzymes, considérées comme les « anciennes » BLSE provenaient de mutations

ponctuelles qui ont entrainé une extension de leur spectre d’hydrolyse et notamment aux C3G.

Par la suite, de nouvelles BLSE a médiation plasmidique ont vu le jour, telles que les
CTX-M qui se sont diffusées rapidement a travers le monde. De plus, ces BLSE CTX-M ont
été retrouvées principalement chez E. coli aussi bien dans le milieu hospitalier que dans le

milieu communautaire ou elles sont responsables en particulier d’infections urinaires (14).
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1.2. Carbapénémases

1.2.1. Mécanismes de résistance aux carbapénémes

Les carbapénemes font partie des béta-lactamines les plus récemment développées.

Ils possedent un tres large spectre antibactérien ainsi qu’une grande stabilité vis-a-vis de la

plupart des béta-lactamases. Ces molécules, parmi lesquelles on retrouve 1’imipénéme, le

méropéneme, le doripénéme et ’ertapénéme ont été développées a partir des années 1980.

Cette classe d’antibiotiques est utilisée exclusivement dans le milieu hospitalier pour traiter

notamment les infections nosocomiales séveres causees par des bactéries multirésistantes.

Chez les entérobactéries, il existe deux principaux mécanismes de résistance :

Le premier mécanisme est lié a une surexpression de béta-lactamases de type
céphalosporinase ou BLSE associée a une diminution de la perméabilité membranaire
(par déficit quantitatif ou qualitatif des porines). Ce mécanisme est retrouvé
principalement chez les entérobactéries possédant une céphalosporinase naturelle telle
que Enterobacter spp., Serratia spp., Morganella morganii, mais aussi chez les
entérobactéries ayant acquis une céphalosporinase plasmidique ou une BLSE (E. coli,

K. pneumoniae...) (15, 16).

Le second mécanisme repose sur I’acquisition de béta-lactamases appelées
« carbapénemases ». Ces enzymes ont une forte activité hydrolytique et sont capables
d’inactiver les carbapénémes ainsi que la majorité des béta-lactamines. Chez les
entérobactéries, les génes codant pour les carbapénémases sont généralement associés
a d’autres geénes de résistances responsable de multirésistance vis-a-vis d’autres classes
d’antibiotiques (fluorogquinolones, aminoglycosides, sulfaméthoxazole-triméthoprime).
Ces genes sont situés le plus souvent sur des plasmides et sont facilement transférables

d’une souche a une autre (transmission horizontale) (17).

1.2.2. Classification des carbapénemases

Les béta-lactamases peuvent étre regroupées en fonction de leur propriété moléculaire

ou fonctionnelle. La classification moléculaire de Ambler divise les enzymes en quatre grandes

classes selon I’homologie des séquences d’acides aminés du site enzymatique (18).
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Les classes A, C et D regroupent des béta-lactamases dont le site actif contient une
sérine tandis que les métallo-béta-lactamases de classe B nécessitent du zinc pour pouvoir
fonctionner. A noter que les carbapénémases appartiennent aux classes A, B ou D. En effet, les
enzymes de classe C sont représentées notamment par les céphalosporinases de type AmpC.

Carbapénémases de classe A

De maniére générale, les carbapénemases de classe A hydrolysent les carbapénemes
ainsi que les autres béta-lactamines (pénicillines, céphalosporines, aztréonam) a I’exception de
I’acide clavulanique et le tazobactam pour lesquelles 1’activité carbapénemasique est inhibée
partiellement ou totalement in vitro. Parmi cette classe, on distingue plusieurs familles : SME
(Serratia marcescens Enzyme), NMC (Non-Métallo Carbapénémase), IMI (Imipénémase),
KPC (Klebsiella pneumoniae Carbapénemase) et GES (Guyana Extended-Spectrum).

Carbapénémases de classe B

Les Métallo-Béta-Lactamases (MBLs) ou enzymes de classe B sont caractérisées par
leur spectre d’action trés large. En effet, elles peuvent hydrolyser toutes les béta-lactamines
excepté I’aztréonam. Contrairement a la classe A, ces enzymes ne sont pas inhibées par 1’acide
clavulanique, le sulbactam ou le tazobactam (19). Les premieres carbapénemases de classe B
étaient des enzymes acquises généralement de maniere chromosomique, retrouvées chez des
bactéries pathogenes opportunistes telles que Bacillus cereus, Aeromonas spp. et
Stenotrophomonas maltophilia. Les années 1990 sont marquées par 1I’émergence et la diffusion
d’enzymes a support plasmidique isolées le plus souvent chez les entérobactéries.
Ces nouvelles MBLs sont représentées notamment par les enzymes IMP (Imipenem resistant
Pseudomonas), VIM (Verona Integron encoded Metallo-beta-lactamase) et NDM (New-Delhi

Métallo-béta-lactamase).

Les carbapenémases de type NDM font parties des MBLs les plus importantes sur le
plan clinique avec notamment NDM-1 qui est retrouve a ce jour largement a travers le monde.
Concernant le variant NDM-5, il présente deux substitutions d’acides aminés par rapport a
NDM-1 aux positions 88 (Val->Leu) et 154 (Met->Leu) qui semblent étre responsables d’une

activité hydrolytique augmentée vis-a-vis des carbapénemes et des C3G (20, 21).

12



Carbapénémases de classe D

Les béta-lactamases de classe D ou OXA (Oxacillinase) sont des enzymes incluant de
nombreux sous-types dont seulement certains possedent un mécanisme hydrolytique vis-a-vis
des carbapénémes. La plupart des oxacillinases ayant acquis la capacité a hydrolyser les
carbapénémes n’ont pas d’activité sur les C3G et sont inhibées par 1’acide clavulanique.

De plus, la majorité des carbapénémases OXA ont été decouvertes chez Acinetobacter
baumannii a I’exception des OXA-48 et leurs variants (OXA-48-like), isolées essentiellement
chez les entérobactéries. Les enzymes OXA-48 ont une forte activité hydrolytique envers les
pénicillines, une activité carbapénémasique affaiblie et une tres faible activité envers les C3G,
en particulier pour la ceftazidime. Le variant OXA-181 differe de ce dernier par quatre
substitutions d'acides aminés aux positions 104 (Thr->Ala), 110 (Asn—>Asp), 168 (Glu>Gln)
et 171 (Ser->Ala) et possede un profil hydrolytique trés similaire a OXA-48 (22, 23).

Les entérobactéries exprimant les carbapénémases des différentes classes moléculaires
présentent rarement un profil de résistance phénotypique attribuable a la seule expression de la
carbapénémase. En effet, il existe le plus souvent une production d’autres béta-lactamases
associees telles que les BLSE entrainant un profil de résistance plus large vis-a-vis des

différentes classes d’antibiotiques (24).

Tableau 1 : Profils de résistance phénotypigues chez les entérobactéries en fonction de

I'expression des principales carbapénémases +/- BLSE associées (24)

AMX | AMC | TZP | CTX | CAZ | IMP ETP MER | ATM
KPC R S/ R R R S//IR I/IR S//R R
KPC + BLSE R I/IR R R R I/IR I/IR I/IR R
IMP/VIM/NDM R R I/IR R IIR S//IR IIR S//IR S
IMPQ/EI’II\_/IS/EDM R R I/IR R R I/IR R S/N/IR R
AR R | R | SR | sn | s | sn | sn | sn | s
Oﬁﬁ'ﬁ%ﬁ?@' R R I/R R R I/R I/R I/R R

R : résistant ; | : intermédiaire ; S : sensible

AMX : amoxicilline; AMC : amoxicilline-acide clavulanique ; TZP: pipéracilline-tazobactam ; CTX:

cefotaxime ; CAZ : ceftazidime ; IMP : imipéneme ; ETP : ertapénéme ; MER : méropénéme ; ATM : aztréonam
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1.3. Epidémiologie des carbapénémases

Au niveau mondial, les carbapénémases les plus représentées sont les enzymes KPC,
NDM et OXA-48-like.

1.3.1. KPC

Les souches exprimant KPC sont les plus fréquentes et les plus menagantes au sein de
la classe A de la classification de Ambler. En effet, les génes codant pour les enzymes KPC
sont localisés sur des plasmides transférables et sont retrouvés le plus souvent chez
K. pneumoniae, espéce connue pour sa capacité a acquérir et transmettre de nombreux genes de
résistance. C’est en 1996, aux Etats-Unis, qu’a été décrite la premiére carbapénémase de type
KPC dans une souche de K. pneumoniae. Par la suite, les enzymes KPC ont été signalées a
travers I’ Amérique du Nord puis en Amérique du Sud, en Europe et en Chine. Certaines régions
comme la Colombie, le Brésil, 1’ Argentine, 1’Italie, la Gréce ou la Pologne sont devenues des

foyers endémiques (25).

T3

I Endemic spread of KPC producers
[ Sporadic spread of KPC producers
|:] KPC recorded

E] Not recorded

(1) Etats-Unis ; (2) Colombie ; (3) Brésil ; (4) Argentine ; (5) ltalie ; (6) Gréce ; (7) Pologne ; (8) Israél ; (9) Chine ; (10) Taiwan ; (11)
Canada; (12) Espagne ; (13) France ; (14) Belgique ; (15) Pays-Bas ; (16) Allemagne ; (17) Royaume-Uni ; (18) Irlande ; (19) Suéde ; (20)
Finlande ; (21) Hongrie; (22) Inde ; (23) Corée du Sud ; (24) Australie ; (25) Mexique ; (26) Cuba; (27) Porto Rico ; (28) Uruguay; (29)
Portugal; (30) Suisse ; (31) Autriche ; (32) République tchéque ; (33) Danemark; (34) Norvége ; (35) Croatie ; (36) Turquie ; (37) Algérie ;
(38) Egypte ; (39) Afrique du Sud ; (40) Iran ; (41) Emirats Arabes Unis ; (42) Pakistan; (43) Russie ; (44) Japon.

Figure 1 : Répartition géographique des enzymes KPC dans le monde (25)
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1.3.2. NDM

La premiére carbapénémase de type NDM a été détectée en Suéde en 2008 chez un
patient indien ayant été hospitalis¢ a New Delhi. Cette nouvelle métallo-béta-lactamase
désignée NDM-1 provenait d’un isolat urinaire de K. pneumoniae (26). Dés lors, des épidémies
ont été rapportées au Royaume-Uni, en Inde et au Pakistan (27). Un lien a rapidement éte établi
entre les entérobactéries produisant NDM-1 et le sous-continent Indien (28).

En 2020, 28 variants (NDM-1 a NDM-28) ont été mis en évidence (29). NDM-1 est le
variant le plus répandu dans le monde suivi de NDM-5 avec une prévalence qui varie selon les
régions (30). Par ailleurs, plusieurs rapports considérent le sous-continent Indien, le Moyen-

Orient et les Balkans comme les principaux réservoirs producteurs de NDM (28, 30-33).

Figure 2 : Principaux réservoirs des enzymes NDM dans le monde (28)

Le variant NDM-5 a été identifié pour la premiere fois au Royaume-Uni en 2011 a partir
d’une souche E. coli provenant d’un prélévement de dépistage. Le patient porteur de I’EPC
venait d’un hopital de Goa, dans le Sud-ouest de 1’Inde, ou il avait été hospitalisé pour une
encéphalite herpétique avant d’étre transféré au Royaume-Uni (21).

Les isolats produisant NDM-5 ont d’abord été retrouvés sur le continent asiatique, en
particulier en Chine (34-36) mais également en Inde (37-39) et au Népal (40). En Europe, les
premiers cas autochtones ont été rapportés a partir de 2014 en Espagne (41), en Pologne (42),
au Danemark (43) et aux Pays-Bas (44). L’émergence de NDM-5 dans les autres régions du
monde a été signalée notamment aux Etats-Unis, en Egypte, en Algérie, en Afrique du Sud et
en Australie (31).
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Contrairement & NDM-1 répandu parmi plusieurs espéces d’entérobactéries et autres
bacilles a Gram négatif (Acinetobacter spp. et Pseudomonas), NDM-5 a été principalement
isolé chez E. coli et K. pneumoniae (30) et plus rarement chez Proteus mirabilis (36, 45),
Salmonella enterica subsp. enterica (sérotype Typhimurium) (46, 47), Citrobacter freundii
(48), Klebsiella michiganensis (49), Enterobacter hormaechei (50), M. morganii (51),
Klebsiella aerogenes (52, 53). A noter, qu’une importante épidémie nosocomiale a
K. aerogenes NDM-5 a été rapportée en 2021 au sein d’un service néonatal en Chine (53).

Parmi les lignées clonales, les Séquences Types (STs) les plus fréqguemment retrouvées
chez I’espéce E. coli produisant NDM sont ST-101, ST-167, ST-131, ST-405, ST-410 et
ST-648 (31). Par ailleurs, E. coli ST-167 est reconnu pour étre un clone a haut risque associé
préférentiellement au type de carbapénémase NDM-5 et signalé a ce jour dans toutes les régions
du monde (54, 55).

1.3.3. OXA-48-like

La premiére carbapénemase OXA-48 a été détectée en 2001 en Turquie a partir d’une
souche de K. pneumoniae provenant d’un prélévement urinaire (56). Les entérobactéries
produisant OXA-48 ont rapidement été retrouvées a travers le monde et sont devenues
endémiques dans certaines régions notamment en Afrique du Nord et en Asie occidentale.
De plus, de nombreuses épidémies nosocomiales ont été signalées principalement en Europe,

en Chine, en Afrique du Sud, au Mexique et en Australie (22).

B Endemic regions
[ Hospital outbreaks
[ Case reports

Figure 3 : Répartition géographique des enzymes OXA-48 dans le monde (22)
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En 2018, 11 variants de type OXA-48 ont été identifiés (57). OXA-48 est I’enzyme la
plus répandue au sein de ce groupe suivie des variants OXA-181, OXA-232, OXA-204,
OXA-162 et OXA-244 (58).

OXA-181 a été décrit pour la premiere fois en Inde dans le cadre d’un programme de
surveillance mis en place dans plusieurs hépitaux du pays entre 2006 et 2007. Dans ce rapport,
9 isolats de K. pneumoniae et 1 isolat de Enterobacter cloacae portaient le gene blaoxa-1s1 (59).
En 2011, quatre autres pays (France, Pays-Bas, Oman, Nouvelle-Zélande) ont signalé la
présence d’enzymes de type OXA-181 dans des isolats cliniques chez des patients revenant tous
du sous-continent Indien. Trois de ces patients avaient été hospitalisés en Inde et un patient en
Thailande (23, 60-62).

Contrairement aux carbapénemases OXA du groupe phylogénétique | (OXA-23,
OXA-24/40, OXA-58, OXA-51) répandues parmi Acinetobacter spp., OXA-48 et ses variants
(groupe 11) sont retrouvés quasi exclusivement chez les entérobactéries, principalement
K. pneumoniae et E. coli (63) et plus rarement chez E. cloacae (59), C. freundii (60),
M. morganii (64), P. mirabilis (45). A noter que le géne blaoxa-1s1 a été signalé pour la premiére
fois en 2016 dans un isolat de Pseudomonas aeruginosa chez un patient britannique ayant été

hospitalisé plusieurs mois en Inde avant d’étre transféré au Royaume-Uni (65).

Le sous-continent Indien est considéré aujourd’hui comme le principal réservoir
producteur de I’enzyme OXA-181 (66, 67). La répartition géographique d’OXA-181 selon la

prévalence est représentée dans la Figure 4.

Il Endemic regions
Il Hospital outbreaks

[[] Casereports

Figure 4 : Répartition géographique des enzymes OXA-181 dans le monde (22)
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On constate une large diffusion en Europe, au Moyen-Orient et en Afrique ou certains
pays comme 1I’Angola, I’Afrique du Sud et les Emirats arabes unis ont signalé d’importantes
épidémies nosocomiales (22). Les enzymes OXA-181 restent & ce jour trés peu observées en
Chine et en Amérique du Sud (68, 69) méme si une sous-estimation de la prévalence est
possible. En effet, la détection des enzymes de type OXA-48 peut étre rendue difficile par les
méthodes conventionnelles en raison de leur activité hydrolytique faible vis-a-vis des

carbapénemes (64, 70).

1.3.4. Sud-Ouest de I’océan Indien

Le Sud-Ouest de I’océan Indien est une région géographique regroupant des Etats
insulaires tels que Madagascar, les Comores, les Seychelles, Maurice mais aussi des
départements frangais d’Outre-Mer (iles de La Réunion et de Mayotte). Il existe actuellement
peu de données sur 1’épidémiologie des entérobactéries productrices de carbapénemases dans
cette zone a I’exception de La Réunion (8, 71).

La premiere EPC retrouvée dans cette région a été chez un patient hospitalisé a Maurice
en 2009. L’isolat urinaire a été identifié comme une K. pneumoniae hébergeant le géne
blanom-1 (72). A Madagascar, le premier signalement d’EPC date de 2015 (73). L’isolat
provenait d’un prélévement de dépistage rectal chez une femme enceinte et a été¢ identifié
également comme une K. pneumoniae produisant NDM-1. Plus récemment, une épidémie de
E. cloacae produisant une carbapénémase de type IMI-1 a été décrite en 2018 a Mayotte.
Les analyses ont révélé que la quasi-totalité des E. cloacae (16/18 souches) appartenait a la

méme lignée clonale ST-820, avec une origine épidémique probablement communautaire (74).

A La Réunion, les premiéres EPC ont été signalées a partir de 2011 avec une
augmentation significative en 2015 (3 souches en 2014 vs. 21 souches en 2015). Parmi les EPC,
K. pneumoniae était 1’espece bactérienne la plus souvent rencontrée suivi de E. coli et ce jusque
2018. Contrairement a la métropole, NDM était le type de carbapénémase le plus fréquemment
retrouvé devant OXA-48-like et IMI. De plus, environ deux tiers des patients porteurs d’EPC a
La Réunion avaient un lien avec Mayotte ou un pays étranger (notamment les Comores,
Maurice, Madagascar et 1’Inde) pouvant s’expliquer par I’augmentation des évacuations
sanitaires (125 en 2011 contre 300 en 2016) ainsi que par le développement touristique
favorisant les mouvements de population entre les Tles de la zone Sud-Ouest de 1’océan Indien
(6-8, 75, 76).
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Parmi les carbapénemases du groupe NDM a La Réunion, NDM-1 a été pendant trois
années consécutives (de 2011 a 2014) le seul sous-type détecté. Les etudes épidémiologiques
montrent une diversification des mécanismes de résistance en 2015 avec 1’émergence
notamment du variant NDM-5 retrouvé principalement chez E. coli. Parmi les carbapénémases
oxacillinases, il existe le méme constat avec une diversification et une émergence en particulier
du variant OXA-181. Les premiers cas d’EPC hébergeant blanpm-s et blaoxa-1s1 ont été
identifiés chez des patients originaires pour la plupart de Maurice/Inde ou de Madagascar avant
d’étre supplantés en 2017-2018 par des patients principalement originaires de Mayotte et des

Comores (9).

1.4. Dépistage et identification des carbapénemases

1.4.1. Algorithme de dépistage du CA-SFM 2021

Toute entérobactérie catégorisée « intermédiaire » (sensible a forte posologie) ou
résistante a au moins un des carbapénemes (ertapénéme, imipénéme, méropénéme) doit étre

considérée comme une potentielle EPC.

Pour éviter la réalisation de tests complémentaires engendrant des codts
supplémentaires aux laboratoires de biologie médicale (77), le Comité de I’ Antibiogramme de
la Société Francaise de Microbiologie (CA-SFM) en collaboration avec le CNR de la Résistance
aux antibiotiques a proposé un algorithme de criblage permettant de repérer les entérobactéries
suspectes de produire une carbapénemase. Cet algorithme phénotypique est basé sur des outils
diagnostiques simples tels que I’antibiogramme par diffusion qui s’intégre facilement dans la
routine des laboratoires de microbiologie (78).

Parmi les carbapénémes, I’ertapénéme est la molécule la plus adaptée, offrant la
meilleure sensibilité pour détecter les EPC. Ainsi, toute entérobactérie possédant un diamétre
d’inhibition strictement inférieur a 25mm a I’ertapénéme par test de diffusion en gélose, est a
considérer comme suspecte et doit étre soumise a 1’algorithme de dépistage. En fonction des
résultats et du groupe auquel appartient I’entérobactérie, un test de confirmation de

carbapénemase sera réalisé ou non (Figure 5).

A ce jour, de nombreux tests de dépistage basés sur des méthodes phénotypiques ou

moléculaires sont disponibles (79).
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Figure 5 : Algorithme phénotypique de dépistage d’EPC du CA-SFM 2021 (78)

1.4.2. Méthodes de détection phénotypiques

1.42.1. Test de Hodge modifié

Le test de Hodge modifié est une méthode de dépistage connue des laboratoires car
simple d’utilisation. Elle est basée sur I’inactivation d’un carbapénéme par une souche
produisant une carbapénemase (souche testée) permettant ainsi a une souche de référence
sensible de pousser a proximité d’un disque contenant cet antibiotique. La croissance de la
souche sensible le long de la strie d’inoculum de la souche testée (Figure 6) indique alors que
cette derniére produit une carbapénémase (80, 81).

Cette méthode a démontré une trés bonne sensibilité pour détecter les EPC de classe A
(KPC) et de classe D (OXA-48). En revanche, la détection des entérobactéries de type NDM
avec le test de Hodge modifié est peu sensible et de nombreux faux-positifs ont été signalés
notamment chez les souches de Enterobacter spp. surexprimant leur céphalosporinase
naturelle. C’est pourquoi, les centres experts (CNR, CA-SFM) ne recommandent plus
I’utilisation de cette technique pour la détection des EPC (79, 82).
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Positif 1. Souche de référence sensible & I’ertapénéme

2, 3. Souches productrices de carbapénemases

Négatif J 4. Souche productrice de BLSE

/ Figure 6 : Test de Hodge modifié

1.4.2.2. Tests colorimétriques biochimiques

CARBA-NP TEST

Ce test de dépistage rapide est basé sur la mise en évidence de 1’hydrolyse in vitro de
I’imipénéme par une carbapénémase produite par la souche testée. L hydrolyse est alors révélée
par une acidification du milieu et un changement de couleur indiquant la présence d’une
carbapénémase (83).

Cette méthode peu colteuse et rapide (< 2h) posséde une bonne sensibilité (90 a 100%
selon les études) ainsi qu’une excellente spécificité (100%) et ce, pour la plupart des
carbapénemases. Néanmoins, des difficultés de lecture de résultats ont été rapportées,
notamment pour les souches productrices de carbapénémase ayant une activité hydrolytique

plus faible comme les enzymes OXA-48 et ses variants (79, 84).

B-CARBA®

Cet autre test colorimetrique plus récent, utilise également un indicateur coloré pour
mettre en évidence ’activité enzymatique. Cette technique est basée sur I’hydrolyse d’un
substrat chromogénique (une béta-lactamine chromogéne) entrainant un changement de
coloration en présence d’une carbapénémase.

A Dinstar du Carba-NP test vu ci-dessus, le B-CARBA est simple, rapide (< 30 minutes)
et peu colteux. L’évaluation réalisée par le CNR a montré une bonne sensibilité (85,1%) et
spécificité (92,7%) malgré des difficultés de lecture des résultats pour les carbapénémases de
faibles activités hydrolytiques (OXA-48-like, GES-5). A noter également, une mauvaise
détection des carbapénémases de type IMI (79, 85).
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1.4.2.3. MALDI-TOF

La technique par spectrométrie de masse de type MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser
Desorption lonization - Time of Flight) vise a détecter une modification du spectre d’un
carbapéneme lorsque ce dernier est en présence d’une carbapénémase. La modification du
spectre est représentée par la disparition du pic du carbapénéme testé et I’apparition d’un pic
correspondant au produit d’hydrolyse de ce carbapénéme. A ce jour, plusieurs technigques
utilisant la spectrométrie de masse existent mais une seule est commercialisée, le kit MBT
STAR® Carba IVD de chez Bruker. L’évaluation des performances réalisée par le CNR de la
résistance aux antibiotiques a montré une excellente sensibilité (100%) et une trés bonne
spécificité (98,2%) (86).

1.42.4. CIM (Carbapenem Inactivation Method)

Le CIM test est une méthode de détection de carbapénémase simple basée sur
I’inactivation in vitro d’un carbapénéme, le méropénéme. Pour cela, le disque de méropénéme
est mis en contact avec la souche suspectée de produire une carbapénémase et apres incubation,
le disque est déposé sur une gélose avec une souche E. coli de référence sensible. Si la souche
de E. coli pousse a proximité du méropénéme cela indique I’inactivation du disque et la
présence d’une carbapénémase. A I’inverse, I’observation d’un diamétre d’inhibition autour du
disque sera interprété négatif et signifiera une absence de carbapénemase (79). Cet outil simple,
facile d’utilisation et peu coliteux a montré de bonnes performances. L’évaluation réalisée par
le CNR de I’antibiorésistance a montré une sensibilité de 92,1% et une spécificité de 100%.
En revanche, le CIM test n’est pas une méthode de détection rapide puisqu’elle nécessite un

délai de plus de 24h pour I’obtention des résultats (87).

1.4.2.5.  Tests immuno-chromatographiques

Ces tests permettent de détecter une ou plusieurs carbapénemases a partir de colonies
de culture bactérienne. La colonie testée est mise en suspension dans une solution tampon
d’extraction puis déposée sur une cassette constituée d’une membrane de nitrocellulose
sensibilis¢ a 1’aide d’anticorps monoclonaux spécifiques. L’échantillon migre ainsi par
capillarité et la présence de carbapénémases forme un complexe antigéne-anticorps révelé par
I’apparition d’une ligne de positivé (88, 89). Les tests immuno-chromatographiques sont

d’utilisation simple, rapides (< 20 minutes) et présentent d’excellentes performances.
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Plusieurs tests sont commercialisés a ce jour. Les kits OXA-48 K-Set et KPC K-Set de
la société Coris Bioconcept sont des tests simplex développés pour la détection d’une seule
famille de carbapénemases, respectivement OXA-48 et KPC. Concernant les kits multiplex,
il existe actuellement plusieurs tests immuno-chromatographiques sur le marché. RESIST-3
O.K.N® et RESIST-4 O.K.N.V® sont deux kits de chez Coris Bioconcept capables de détecter
plusieurs types de carbapénémases en simultanée, notamment OX-48, KPC et NDM.
RESIST-4 O.K.N.V® est muni de deux bandelettes multiplexées lui offrant la possibilité de
détecter également le type VIM. NG-Test CARBA-5 développé par le fabricant NG Biotech et
RESIST-5 O.K.N.V.I® (Coris Bioconcept) sont les derniers tests multiplex commercialisés
permettant la détection des 5 principaux types de carbapénéemases (OX-48, KPC, NDM, VIM
et IMP).

Les études évaluant les performances des tests simplex (OXA-48 K-Set et KPC K-Set)
et multiplex (RESIST-3 O.K.N® et NG-Test CARBA 5) ont décrit une sensibilité et une
spécificité de 100% pour chacun de ces kits pour les enzymes visées. Ces tests doivent
évidemment étre utilisés de facon adaptée a 1’épidémiologie locale et en association si

nécessaire a d’autres techniques de dépistages (79, 90).

1.4.2.6. Tests d’inhibition et de synergie

Ces tests reposent sur l’utilisation de différentes molécules pouvant inhiber les
carbapénémases selon leur classe. L’acide boronique peut étre utilisé comme inhibiteur pour la
détection des carbapénémases de type KPC (classe A) tandis que I’EDTA et ’acide

dipicolinique peuvent étre utilisés vis-a-vis des métallo-béta-lactamases (classe B).

A noter que I’acide boronique peut inhiber également les céphalosporinases de type
AmpC pouvant étre responsables de faux positifs, notamment chez les Enterobacter spp.
surexprimant leur céphalosporinase naturelle. Pour pallier a ce probleme, I'utilisation de la
cloxacilline peut étre utilisee. En effet, la cloxacilline est un inhibiteur des céphalosporinases
(AmpC) permettant de lever 1’action hydrolytique de ces derniéres et retrouver la sensibilité

aux carbapénéemes.

Pour la détection des carbapénémases OXA-48 (classe D), la témocilline est la molécule
utilisée dans certains kits. La majorité des EPC OXA-48 étant résistantes a la témocilline, elles
conférent une tres bonne valeur prédictive négative vis-a-vis de ces souches (79, 91).
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1.4.2.7. Milieux chromogéniques de dépistage

Ces milieux de culture sont notamment utilisés comme méthode de dépistage pour les
patients colonisés par des EPC. Ils ont I’avantage d’étre facilement utilisables en routine pour
les laboratoires de microbiologie. 1l existe actuellement de nombreuses géloses spécifiques
permettant de détecter, a partir de prélevements de selles (ou écouvillons rectaux), les bactéries
résistantes aux carbapénemes. La méthode est basée sur I’ajout de carbapénéme et d’un substrat
chromogeéne facilitant la détection de colonies suspectes mais aussi ’identification rapide de
I’espéce bactérienne. Des recommandations ont été émises par le CNR concernant différents

milieux sélectifs développés et commercialisés pour la détection des EPC :

e (CHROMagar™ KPC (CHROMagar) est un milieu contenant de fortes concentrations
de méropéneme. Il n’est pas recommandé par le CNR. En effet, il a été relaté une
détection médiocre vis-a-vis des carbapénémases ayant une faible activité hydrolytique
telles que les souches OXA-48.

e ChromID® CARBA SMART (bioMérieux) et Brilliance® CRE (Oxoid) sont des
milieux selectifs offrant de bonnes performances. Le CNR préconise tout de méme de
la nécessité de compléter par un ensemencement supplémentaire du prélevement avec
une étape préalable d’enrichissement (bouillon cceur-cervelle ou Tripticase soja +
ertapéneme a 0,5 pg/mL) afin d’augmenter la sensibilité de détection notamment envers
les EPC OXA-48.

e ChromID® OXA-48 (bioMérieux) est recommandé seulement pour le dépistage des
souches OXA-48. A noter une mauvaise sensibilité vis-a-vis du variant OXA-244.

e ChromID® Carba SMART (bioMérieux) est une gélose divisée en 2 compartiments
associant ChromID® Carba d’un coté et ChromID® OXA-48 de 1’autre.

e Le milieu SUPERCARBA medium a été développé par le CNR. Il posséde une
excellente sensibilité et une détection pour les principaux types de carbapénemases, y
compris OXA-48. Sa composition associe un carbapénéme (ertapénéme), sulfate de zinc
et cloxacilline permettant entre autres d’inhiber les bactéries surexprimant leur
cephalosporinase. Le milieu a été utilisé par la societé CHROMagar pour développer
une nouvelle gélose chromogénique en y ajoutant des chromogénes. A ce jour,
mSuperCARBA™ (CHROMagar) n’a pas été évalué par le CNR mais une publication
de 2018 rapporte une sensibilité et une spécificité de 100% concernant la détection des
souches productrices de carbapénémases de type KPC, MBL et OXA-48 (92).
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1.4.3. Méthode de détection moléculaire

1.43.1. PCR

Ces tests de diagnostic moléculaire présentent d’excellentes performances pour la
détection des genes codant pour les carbapénémases. Plusieurs kits sont présents sur le marché
dont certains peuvent étre utilisés directement sur des prélevements cliniques. Parmi les Kits, il
existe notamment le Xpert® Carba-R (Cepheid) et Amplidiag® CarbaR+VRE (Mobidiag) qui
ont pu étre évalués par le CNR et offrent une tres bonne sensibilité et spécificité (79).

Bien que la majorité de ces PCR multiplex ciblent les quatre principaux genes (KPC,
NDM, VIM et OXA-48-like) représentant plus de 95% des carbapénémases produites par les
entérobactéries, il est nécessaire d’utiliser en association d’autres techniques pour permettre de

détecter les carbapénemases retrouvées de facon plus rares (93).

A noter que la PCR est une méthode de détection plus colteuse et exige un personnel

formé et qualifié pour sa réalisation.
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2. TRAVAIL PERSONNEL

2.1. Objectifs

Le premier objectif était de réaliser un bilan épidémiologique des EPC, et plus

particulierement de I’espéce E. coli a La Réunion de janvier 2010 a décembre 2020.

Le second objectif visait a analyser les résistances phénotypiques et les relations
phylogénétiques des souches E. coli NDM-5 et OXA-181 a La Réunion et Mayotte. Pour cela,
plusieurs étapes ont été fixées (i) déterminer la sensibilité aux antibiotiques d’intéréts et évaluer
I’efficacité in vitro de I’association aztréonam + inhibiteur de béta-lactamase (ii) réaliser un
typage basé sur le WGS des souches sélectionnées afin de mettre en évidence des potentiels
clones épidémiques diffusant dans la zone Sud-Ouest de 1’océan Indien.

2.2. Matériels et méthodes

2.2.1. Systéme de santé de I’océan Indien

La Réunion et Mayotte sont des départements et régions francais d’outre-mer (DROM)
localisés dans le Sud-Ouest de 1’océan Indien. Le département de La Réunion compte environ
860 000 habitants et posséde un Centre Hospitalier Universitaire (CHU) qui regroupe le Centre
Hospitalier Félix Guyon (CHFG) au site Nord et le Groupe Hospitalier Sud Réunion (GHSR)
au site Sud. Il existe également deux centres hospitaliers départementaux avec le Centre
Hospitalier Ouest Réunion (CHOR) a Saint Paul et le Groupe Hospitalier Est Réunion (GHER)
a Saint Benoit. Concernant Mayotte, on recense 260 000 habitants pour un seul centre
hospitalier, le Centre Hospitalier de Mayotte (CHM). Au total, I’ensemble représente 2 350 lits
pour La Réunion et 470 lits pour Mayotte.

2.2.2. Recueil des données

Pour établir le bilan épidémiologique des EPC a La Réunion du 1°" janvier 2010 au
31 décembre 2020, I’ensemble des cas d’EPC issus du systéme de surveillance (ARLIN puis
CPIAS), recoupés avec le systeme informatique du laboratoire de Microbiologie du CHU de
La Reéunion, ont été¢ inclus. Un cas d’EPC correspondait a un patient colonisé ou infecté dont la

souche d’EPC a ét¢é identifiée bactériologiquement et ce, de maniére non redondante.
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Les entérobactéries productrices de carbapénémases provenaient de prélévements
rectaux de dépistages ou de prélévements cliniques des différents centres hospitaliers de 1’1le
(CHU Feélix Guyon, Groupe Hospitalier Sud Réunion, Centre Hospitalier Ouest Réunion,
Groupe Hospitalier Est Réunion) ainsi que de certains laboratoires privés (Cerballiance,
Réunilab, Bioaustral). L’identification du genre et de ’espéce ont été obtenues par méthode
biochimique (API® 20E, BioMerieux) ou par spectrométrie de masse (MALDI-TOF,
Bruker Daltonics). La détection de carbapénémases a été effectuée a 1’aide de la PCR
(Xpert® Carba-R, Cepheid) ou a I’aide du kit NG test CARBA-5® (NG Biotech).

Au final, 271 souches ont pu étre incluses dans 1’étude. Toutes les souches produisant
une carbapénémase ont été confirmées par le CNR de la résistance aux antibiotiques de I’hopital
Bicétre (n = 240) a I’exception de 31 souches n’ayant pas pu étre envoyées (n = 23) ou
conservées (n = 8). La description des 271 EPC incluses dans 1’étude est disponible

en annexe 1 de cette these.

Pour I’analyse épidémiologique, plusieurs types de données ont été recueillis.
Les informations clinico-biologiques ont été extraites a partir du logiciel INLOG® du
laboratoire et du logiciel CROSSWAY® correspondant aux dossiers cliniques informatises des
patients. Les données biologiques incluaient notamment I’espéce bactérienne, le type et
le sous-type de carbapénemase. Concernant les données cliniques, nous avons retenu entre
autres, le statut d’infection ou colonisation, le site anatomique de détection, 1’origine
géographique du patient ainsi que la notion de voyage ou lien avec I’étranger (y compris

Mayotte) dans les six mois précédents 1’admission.

2.2.3. E.coli NDM-5 et OXA-181

Pour I’¢tude phéno-génotypique des E. coli NDM-5 et OXA-181, différentes étapes ont
été fixées et plusieurs collections de souches ont été sélectionnées en fonction de 1’analyse

réalisée. Les souches contenant plusieurs carbapénemases ont été exclues de cette analyse.

2.2.3.1. PCR de confirmation

Parmi les 23 souches non envoyées et typées par le CNR, 14 étaient des isolats de

E. coli. Une PCR de sequencage « maison » (élaborée, validée et mise en place au laboratoire

du CHU Felix Guyon en 2018) (7) a ete réalisée sur ces 14 souches de E. coli afin d’identifier
leur sous-type. La biothéque utilisée pour la PCR est représentée dans le Tableau 2.
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Tableau 2 : Biothéque des souches E. coli productrices de carbapénémases pour la PCR
de séquencage (confirmation)

N° Type N° Type N° Type N° Type

1 NDM 5 NDM 9 NDM 13 OXA-48-like
2 NDM 6 NDM 10 NDM 14 OXA-48-like
3 NDM 7 NDM 11 NDM

4 NDM 8 NDM 12 NDM

Les produits de PCR obtenus ont été envoyés au laboratoire Genoscreen pour étre
séquencés par méthode Sanger. Chaque séquence a ensuite été analysée a 1’aide du logiciel
Bioedit® (Figure 7) puis comparée aux séquences de références de la base de données du NCBI
(BLAST). Une fois le sous-type déterminé et aprés confirmation du CNR, nous avons pu

sélectionner toutes nos souches E. coli d’intéréts produisant NDM-5 ou OXA-181.
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Figure 7 : Exemple de lecture d’un chromatogramme a I’aide du logiciel Bioedit® et de

I'obtention d’une séguence consensus

2.2.3.2.  Analyse phénotypique

Les tests de sensibilité aux antibiotiques ont été effectues par une methode de
microdilution en bouillon sur plaque (Sensititre® FRAM1GN, Thermofisher). Le panel d’une
plaque comportait les 16 molécules suivantes : ertapénéme, imipéneme, méropénéme,
pipéracilline-tazobactam, témocilline, céfoxitine, ceftazidime, ceftolozane-tazobactam,
ceftazidime-avibactam,  aztréonam, ciprofloxacine,  triméthoprime-sulfaméthoxazole,
amikacine, gentamicine, colistine et tigécycline. Pour évaluer la sensibilite vis-a-vis de la
fosfomycine, la méthode des bandelettes E-test® (BioMérieux) sur milieu gélosé a été utilisée.
Chaque test était réalisé a partir d’une culture fraiche (< 24h) ayant été repiquée sur un milieu
chromogéne (chromID CPS, BioMérieux) avec un disque d’ertapénéme (Bio-Rad) de 10pg.

En partant de la culture, une suspension bactérienne standardisee a 0,5 McFarland était réalisée.
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Pour la méthode de microdilution en bouillon, un volume de 10 pL de la suspension
était transféré dans un bouillon Mueller Hinton cation-adjusted avant d’étre introduit dans
I’automate (Sensititre AIM®, Thermofisher) pour I’inoculation de 50 pUL par puit d’une plaque.
Apres incubation (18 a 24 heures a 35 +/- 2°C) une lecture manuelle des plaques a éte effectuée
a I’aide du systéme de visualisation MIC numérique Sensititre VIZION.

Pour la méthode E-test®, nous avons disposé une bandelette de fosfomycine sur une
gélose Mueller Hinton inoculée par 0,5 McFarland de la suspension de chaque souche.
La concentration minimale inhibitrice (CMI) a été interprétée par une double lecture aprés
18 a 24 heures d’incubation a 35 +/- 2°C.

Les résultats des CMI ont été interprétés conformément aux recommandations de 2021
du CA-SFM et de ’EUCAST. Les antibiotiques ainsi que les valeurs critiques des CMI définies
par le CA-SFM sont décrits dans le Tableau 3.

Tableau 3 : Antibiotiques et concentrations critiques du CA-SFM/EUCAST (2021)

Concentrations Concentrations
Antibiotique critiques (mg/L) Antibiotique critiques (mg/L)
S< R> S< R>
ertapénéme 0,5 0,5 aztréonam 1 4
imipénéeme 2 4 ciprofloxacine 0,25 0,5
méropénéme 2 8 trlmetlh oprime- 2 4
sulfaméthoxazole
pipéracilline-tazobactam 8 8 amikacine 8 8
témocilline 0,001 8 gentamicine 2 2
céfoxitine 8 16 colistine 2 2
ceftazidime 1 4 tigécycline 0,5 0,5
ceftolozane-tazobactam 2 2 fosfomycine 32 32
ceftazidime-avibactam 8 8

Aprés I’analyse des résistances phénotypiques, nous avons évalué 1’efficacité in vitro
de I’aztréonam associé a 1’amoxicilline-acide clavulanique et a la ceftazidime-avibactam pour
les souches E. coli NDM-5 catégorisées résistantes a 1’aztréonam. En effet, les monobactames
sont les seules béta-lactamines a étre non affectées a 1’hydrolyse des métallo-béta-lactamases.
Cependant, la coproduction de béta-lactamases (notamment BLSE) est fréquente chez les EPC
et est responsable de résistance vis-a-vis de I’aztréonam (94). L’utilisation d’inhibiteurs de
béta-lactamases actifs sur les BLSE combinés a 1’aztréonam peut étre une bonne option pour

restaurer 1’efficacité de ce dernier (95).
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Pour la détermination de la sensibilité aztréonam/inhibiteur de béta-lactamase, la
méthode de superposition des bandelettes Etest® a été utilisée comme décrit par 1’équipe

francaise Emeraud et al. ayant validé la technique en 2019 (96).

Les bandelettes Etest® d’amoxicilline-acide clavulanique et de ceftazidime-avibactam
étaient déposees sur une gelose Mueller Hinton inoculée par une suspension a 0,5 McFarland
de chague souche pendant 10 minutes. Une fois le temps écoulé, les bandelettes ont été retirées
et une bandelette Etest® d’aztréonam a été appliquée exactement a la méme position que ces
derniéres. La double lecture des CMI a été effectuée apres 16 heures d’incubation a 37°C et
interprétée selon les recommandations du CLSI de 2018. Les isolats testés étaient considéres

comme sensibles vis-a-vis de 1’aztréonam/inhibiteur lorsque la CMI était <4 mg/L. (96, 97).

2.2.3.3.  Analyse génotypique

En collaboration avec le CNR de Bicétre, ’ensemble des souches de E. coli NDM-5 et
OXA-181 identifiées de notre collection (incluant les souches de La Réunion et de Mayotte)
ont été soumises a un typage de MLST. Ce typage bactérien nous a permis de connaitre le
sequence type (ST) et les groupes clonaux auxquels appartenait chacune de ces souches.
Une analyse phylogénétique approfondie basée sur le polymorphisme mononucléotidique ou
SNP (Single Nucleotide Polymorphism) du génome bactérien a également été effectuée afin
d’évaluer les relations clonales et d’identifier les différents clades (groupes monophylétiques)
au sein d’un méme ST. Les souches de E. coli appartenant au méme clade (ou cluster) étaient
dites « clonales » et suggéreraient une transmission croisée de patient a patient de la méme
souche ou une source de contamination commune. Le seuil établi pour définir les souches
comme « clonales » était de < 20 SNPs. Une variation de 20 a 100 SNPs était considérée comme
une «zone grise» dont I’interprétation devait étre corrélée aux données cliniques et

épidémiologiques.
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2.3. Résultats

2.3.1. Bilan épidémiologique des EPC a La Réunion de 2010 a 2020

Du 1* janvier 2010 au 31 décembre 2020, 271 souches d’entérobactéries productrices
de carbapénémases ont été isolées chez 235 patients. L’évolution de 1’incidence des EPC a
La Réunion est représentée dans la Figure 8. On observe une forte augmentation a partir de

2015 jusque 2019 suivie d’une tres 1égeére diminution en 2020.

2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020

Figure 8 : Incidence des EPC a La Réunion de janvier 2010 & décembre 2020

La répartition géographique des établissements en fonction du lieu de prélévement est
résumée dans la Figure 9. Il est a noter que 84% des patients étaient colonisés (n = 198) et

16% des patients étaient infectés (n = 37).

B CHU Félix Guyon (n=190) B Groupe Hospitalier Sud Réunion (n=22)
m Autres (n=5) Laboratoire de ville (n=18)

Figure 9 : Distribution géographique des établissements de santé en fonction

du lieu de prélévement
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La notion de séjour a 1’étranger concernait 63% de patients porteurs d’EPC (n = 148).

Cinquante-quatre patients (23%) avaient un lien avec 1’archipel des Comores (incluant

Mayotte), 16% avec Madagascar, 15% avec 1’1le Maurice et 7% revenaient d’Inde. Le reste des

patients provenait des Seychelles (n = 3), d’Egypte (n = 1) et d’Espagne (n = 1) (Figure 10).

Réunion (n=87) [ 37

Mayotte-Comores (n=54) I 23%

Madagascar (n=37) [ 16%

Maurice (n=36) [ 15%

Inde (n=16) [N 7%

Autres (n=5) [ 2%

Figure 10 : Répartition des patients porteurs d’EPC en fonction de I’origine géographique

A La Réunion, parmi les entérobactéries productrices de carbapénémases, E. coli était

I’espéce bactérienne la plus fréquemment isolée (34%) suivie de K. pneumoniae (28%),

Enterobacter cloacae complex (21%) et Citrobacter freundii (11%) (Figure 11).

E. coli (n=93)

K. pneumoniae (n=77)

E. cloacae complex (n=57)

C. freundii (n=29)

S. marcescens (n=5)

K. oxytoca (n=3)

C. amalonaticus/farmeri (n=2)
E. hermanii (n=2)

P.rettgeri (n=1)

P. mirabilis (n=1)

S. enterica susbp enterica (n=1)

I 34%
I 28%
I 21%

e 11%

2%

H 1%

1%

1%

Figure 11 : Répartition des EPC a La Réunion en fonction de ’espéce bactérienne
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Toutefois, on observe que K. pneumoniae était 1’espéce bactérienne la plus souvent
détectée & La Réunion jusqu’en 2017. A partir de 2018 et ce jusqu’a décembre 2020,

E. coli est devenue I’espéce d’EPC prédominante (Figure 12).

70
60
50
40
30

20

’ I | I

2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020

EPC totale (n=271) K. pneumoniae (n=77) M E. coli (n=93)

Figure 12 : Incidence de E. coli et K. pneumoniae produisant des carbapénémases
a La Réunion de 2010 a 2020

Concernant les mécanismes de résistances aux carbapénémes, 1’enzyme de type NDM
était la plus fréquemment retrouvée (70%). La seconde enzyme la plus répandue était OXA-48
et ses variants (17%) suivi du type IMI (8%). D’autres enzymes ont été retrouvées de fagon

plus isolée et sont décrites dans la Figure 13.

NDM (n=189) I 70%
OXA-48 et variants (n=46) N 17%
IMI (n=21) I 8%
NDM+OXA (n=9) M 3%
IMP (n=3) [ 1%
VIM (n=2) | 1%

NDM+VIM (n=1) |

Figure 13 : Répartition des EPC a La Réunion en fonction du mécanisme de résistance
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La répartition des espéces au sein des trois principaux types de carbapénemases a

La Réunion est décrite dans la Figure 14.

La majorité des souches de type NDM et OXA-48-like était retrouvée principalement
chez E. coli suivi de K. pneumoniae. Pour le type IMI, la totalité des souches EPC (100%) était

du complexe Enterobacter cloacae.

NDM (n = 189) OXA-48-like (n = 46)

9%
13%

18% 39%

30%

IMI (n = 21)

100%

BE. coli Klebsiella sp. Enterobacter sp. Citrobacter sp. Autres

Figure 14 : Répartition des EPC par espéces selon le mécanisme de résistance
(NDM, OXA-48-like et IMI) a La Réunion de 2010 a 2020
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2.3.2. E. coli NDM-5 et OXA-181 a La Réunion

La répartition des EPC hébergeant les génes blanoms et blaoxa-1s1 en fonction de
I’espéce est résumée dans la Figure 15. Nous observons que la majorité des isolats NDM-5 et
OXA-181 appartenait a I’espéce E. coli représentant respectivement 86% et 59% au sein de

chaque sous-type.

NDM-5 OXA-181

10%

31%

= E. coli (n=38) K. pneumoniae (n=5) E. cloacae (n=1) | m E, coli (n=17) = K. pneumoniae (n=9)  Citrobacter sp. (n=3)

Figure 15 : Répartition des EPC de type NDM-5 et OXA-181 en fonction de |'espéce

L’évolution de la répartition des sous-types NDM chez E. coli est décrite dans la
Figure 16. On constate que NDM-5 a été détecté pour la premiére fois en 2015 ; il devient le
sous-type prédominant durant cing années consécutives (2015-2019).

E. coliNDM

2
= I I

2 - 2
2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020

NDM-1 (n=17) ®MNDM-4 (n=3) B NDM-5 (n=38) NDM-6 (n=2) ™ NDM non déterminée (n=6)

Figure 16 : Evolution de la répartition des sous-types NDM chez E. coli & La Réunion
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Bien que la proportion de patients porteurs de E. coli NDM-5 issue de I’étranger était
de 87% (n = 33/38), on note que la majorité revenait de Madagascar (42% soit n = 16/38) et de
I’archipel des Comores (incluant Mayotte) (26% soit n = 10/38) (Figure 17).

E. coli NDM-5

®m Madagascar (n=16)

m Mayotte/Comores (n=10)
Maurice (n=2)

® Inde (n=5)

= Réunion (n=5)

Figure 17 : Origine géographique des patients porteurs de E. coli produisant NDM-5

L’évolution des cas de E. coli NDM-5 d’origine externe détectés a La Réunion entre
2015 et 2020 selon I’origine géographique est décrite dans la Figure 18. Si le nombre de cas
originaires des régions Est (Maurice et I’Inde) et des régions Ouest (notamment Madagascar)
étaient similaires en 2015, on constate rapidement et plus particulierement en 2019 que les cas

originaires de 1’Ouest ont considérablement supplanté ceux originaires de 1’Est.

E. coli NDM-5

10

N L o

2015 2016 2017 2018 2019 2020

B Mayotte/Comores M Madagascar Maurice/Inde

Figure 18 : Evolution des cas de E. coli NDM-5 d’origine externe détectés a La

Réunion entre 2015 et 2020 en fonction de ’origine géographique des patients
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Pour les oxacillinases chez E. coli, on note que, a partir de 2016, OXA-181 devient le

sous-type majoritaire avec une légére augmentation au cours des dernieres années (Figure 19).

E. coli OXA-181

1
2
1 8

2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020

OXA-48 (n=3) M OXA-181 (n=17) 1 OXA-232 (n=1) = OXA-244 (n=1) ® OXA non déterminée (n=2)

Figure 19 : Evolution de la répartition des sous-types OXA-48-like chez E. coli & la Réunion

Pour E. coli OXA-181, 100% (n = 17/17) des patients qui étaient colonisés ou infectés
avaient une notion de séjour en dehors de 1’7le de La Réunion (Figure 20). On observe que la
majorité des patients porteurs de E. coli OXA-181 provenait principalement des Comores et de
Mayotte (52%).

E. coli OXA-181

® Madagascar (n=2)

m Mayotte/Comores (n=9)
Maurice (n=2)

= Inde (n=3)

Seychelles (n=1)

Figure 20 : Origine géographique des patients porteurs de E. coli produisant OXA-181
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Concernant 1’évolution des cas de E. coli OXA-181, on note que les cas provenaient
davantage des régions Est (Maurice et Inde) en 2016. La tendance s’est inversée de 2017 a 2019
avec des cas issus exclusivement de 1’Ouest, principalement de Mayotte et des Comores.
Toutefois, en 2020 nous constatons a nouveau des cas de E. coli OXA-181 originaires de

Maurice et de 1’Inde. La description de cette évolution est représentée dans la Figure 21.

E. coli OXA-181

3
2
1
0 : : 1 1 1 ]
2016 2017 2018 2019 2020
Maurice/Inde B Mayotte/Comores B Madagascar Seychelles

Figure 21 : Evolution des cas de E. coli OXA-181 d’origine externe détectés a La

Réunion entre 2015 et 2020 en fonction de I’origine séographique des patients
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2.3.3. PCR de confirmation (Séquencage)

Une PCR a été réalisée sur les 14 souches de E. coli non envoyées au CNR mais
biothéquées au laboratoire afin d’identifier les sous-types de carbapénémases et compléter notre
collection d’E. coli NDM-5 et OXA-181 pour la suite de 1I’étude. Pour cela, aprés extraction et
amplification, une étape de révélation sur gel d’agarose a été effectuée permettant de vérifier le
résultat de notre PCR et contrdler la pureté de nos produits d’amplifications (présence d’une

seule bande) (Figure 22).

Poid
Mokicalaie@by 1 2 3 4 5 9 10 11 12 13 14 T-

NN N NN oy Y ey

Pb : paire de bases

T- : Témoin négatif

Figure 22 : Résultat de la PCR de séquencage NDM et OXA-48-like

Une fois le contrdle effectué sur gel d’agarose, les produits de PCR (amplicons) ont été
envoyés au laboratoire Genoscreen pour étre séquencés. Les résultats des analyses sont
disponibles dans le Tableau 4. Parmi les 14 souches analysées, 11 ont ainsi pu étre incluses
dans notre collection de E. coli NDM-5 et OXA-181.

Tableau 4 : Résultats des séquencages E. coli NDM et OXA-48-like

Numéro | Séquencage Numéro | Séquencage Numeéro Séquencage
1 NDM-5 6 NDM-5 11 NDM-1
2 NDM-5 7 NDM-5 12 NDM-1
3 NDM-5 8 NDM-5 13 OXA-181
4 NDM-5 9 NDM-5 14 OXA-181
5 NDM-5 10 NDM-1
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Notre collection de souches issues de la Réunion comportait au final 38 E. coli NDM-5
et 17 E. coli OXA-181. A cette collection est venue s’ajouter une collection de souches issues
de Mayotte comportant 29 souches de E. coli NDM-5 et 8 souches de E. coli OXA-181 toutes
caractérisées par le CNR de Bicétre. La biothéque finale, comportant ainsi 92 souches
(67 souches E. coli NDM-5 et 25 souches E. coli OXA-181) et est détaillée dans le Tableau 5.

Tableau 5 : Biothéque E. coli NDM-5 et OXA-181 utilisée pour I'évaluation des résistances

phénotypiques

N° Type Origine N° Type Origine N° Type Origine

1 NDM-5 Réunion 32 NDM-5 Réunion 63 NDM-5 Réunion
2 NDM-5 Réunion 33 NDM-5 Réunion 64 NDM-5 Mayotte
3 NDM-5 Réunion 34 NDM-5 Réunion 65 NDM-5 Mayotte
4 NDM-5 Mayotte 35 NDM-5 Réunion 66 NDM-5 Mayotte
5 NDM-5 Réunion 36 NDM-5 Réunion 67 NDM-5 Réunion
6 NDM-5 Mayotte 37 NDM-5 Réunion 68| OXA-181 Réunion
7 NDM-5 Mayotte 38 NDM-5 Réunion 69| OXA-181 Mayotte
8 NDM-5 Mayotte 39 NDM-5 Réunion 70| OXA-181 Mayotte
9 NDM-5 Réunion 40 NDM-5 Réunion 71| OXA-181 Réunion
10 NDM-5 Mayotte | 41 NDM-5 Mayotte | | 72| OXA-181 Réunion
11 NDM-5 Mayotte 42 NDM-5 Réunion 73| OXA-181 Réunion
12 NDM-5 Réunion 43 NDM-5 Réunion 74| OXA-181 Réunion
13 NDM-5 Réunion 44 NDM-5 Mayotte 75| OXA-181 Réunion
14 NDM-5 Réunion 45 NDM-5 Mayotte 76| OXA-181 Réunion
15 NDM-5 Réunion 46 NDM-5 Mayotte 77| OXA-181 Mayotte
16 NDM-5 Mayotte | |47 NDM-5 Réunion 78| OXA-181 Mayotte
17 NDM-5 Mayotte 48 NDM-5 Mayotte 79| OXA-181 Réunion
18 NDM-5 Mayotte 49 NDM-5 Mayotte 80| OXA-181 Mayotte
19 NDM-5 Réunion 50 NDM-5 Mayotte | [81| OXA-181 Réunion
20 NDM-5 Mayotte 51 NDM-5 Mayotte 82| OXA-181 Réunion
21 NDM-5 Mayotte 52 NDM-5 Mayotte 83| OXA-181 Réunion
22 NDM-5 Mayotte 53 NDM-5 Réunion 84| OXA-181 Réunion
23 NDM-5 Réunion 54 NDM-5 Réunion 85| OXA-181 Mayotte
24 NDM-5 Mayotte 55 NDM-5 Réunion 86| OXA-181 Mayotte
25 NDM-5 Réunion 56 NDM-5 Réunion 87| OXA-181 Réunion
26 NDM-5 Mayotte 57 NDM-5 Réunion 88| OXA-181 Réunion
27 NDM-5 Mayotte 58 NDM-5 Réunion 89| OXA-181 Réunion
28 NDM-5 Mayotte 59 NDM-5 Réunion 90| OXA-181 Réunion
29 NDM-5 Mayotte 60 NDM-5 Réunion 91| OXA-181 Mayotte
30 NDM-5 Réunion 61 NDM-5 Réunion 92| OXA-181 Réunion
31 NDM-5 Réunion 62 NDM-5 Réunion
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2.3.4. Analyse des résistances phénotypiques

L’évaluation et la répartition des souches de E. coli NDM-5 et OXA-181 vis-a-vis des
différents antibiotiques sont résumées dans le Tableau 6.

Tableau 6 : Evaluation et répartition des E. coli NDM-5 et OXA-181 en fonction de leur

sensibilité aux différents antibiotiques

E. coli NDM-5 E. coli OXA-181

(n=067) (n=125)
Antibiotiques o
% sensibilité (S)
R/1/S R/T/S
NDM-5/0XA -181
ertapeneme 67/0/0 25/0/0 0% / 0%
imipéneme 60/5/2 0/2/23 3% /92%
méropéne¢me 45/21/1 0/2/23 1% / 92%
piperacilline-tazobactam 67/0/0 25/0/0 0% / 0%
témocilline 67/0/0 25/0/0 0% / 0%
cefoxitine 67/0/0 15/3/7 0% / 28%
ceftazidime 67/0/0 16/3/6 0% / 24%
ceftolozane-tazobactam 67/0/0 16/0/9 0% / 36%
ceftazidime-avibactam 67/0/0 0/0/25 0% / 100%
aztréonam 571377 I8/1/6 10% / 24%
ciprofloxacine 54/2/11 19/5/1 16% / 4%
trimethoprime-sulfamethoxazole 61/0/6 18/0/7 9% / 28%
amikacine 10/0/57 0/0/25 85% / 100%
gentamicine 2570742 10/0/15 63% / 60%
fosfomycine 3/0/64 0/0/25 94% / 100%
colistine 0/0/67 0/0/25 100% / 100%
tigécycline 0/0/67 0/0/25 100% 7/ 100%
R : résistant ; | : intermédiaire ; S : sensible
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La détermination de la sensibilité aux carbapénemes selon le sous-type est représentée
dans la Figure 23. Nous voyons que 100% des souches NDM-5 (n = 67/67) et OXA-181
(n = 25/25) sont résistantes a I’ertapénéme. Pour I’imipénéme et le méropéneme, il existe des
différences de sensibilités selon le sous-type ; respectivement 97% (n = 65/67) et 99%
(n = 66/67) des souches NDM-5 étaient non sensibles a ces antibiotiques. Pour les souches
OXA-181, respectivement 8% (n = 2/25) et 8% (n = 2/25) étaient catégorisées non sensibles a

I’imipénéme et au méropéneme.

E. coliNDM-5 (n = 67)

67
60
45
21
5 .
ERTAPENEME IMIPENEME MEROPENEME
E. coli OXA-181 (n=25)
25
23 23
2 2

ERTAPENEME IMIPENEME MEROPENEME

MW Résistant Intermédiaire Sensible

Figure 23 : Evaluation de la sensibilité des E. coli NDM-5 et OXA-181 aux carbapénémes
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L’évaluation de la sensibilit¢ aux différentes béta-lactamines est mise en avant
Figure 24. Concernant les E. coli NDM-5, nous voyons une résistance quasi totale a la plupart
des molécules, excepté pour 1’aztréonam ou 10% (n = 7/67) des souches étaient sensibles.
Pour OXA-181, les sensibilités variaient davantage avec 28% (n = 7/25) des souches
sensibles a la céfoxitine (C2G), 24% (n = 6/25) au ceftazidime (C3G) et a 1’aztréonam,
36% (n = 9/25) au ceftolozane-tazobactam et 100% (n = 25/25) au ceftazidime-avibactam.
On note donc une meilleure efficacité des molecules associant une C3G avec un inhibiteur de

béta-lactamase pour ce sous-type et en particulier I’association ceftazidime-avibactam.

E. coli NDM-5 (n=67)

67 67 67 67 67 67
| | | | | | 57
7
3
P/T TEM FX CAZ c/T C

ZA ATM

E. coli OXA-181 (n = 25)

25 25

18

25
. 16 16
9
7 6 6
3 3
1
TEM FX CAZ C/T CZA ATM

P/T

P/T : pipéracilline-tazobactam ; TEM : témocilline ; FX: céfoxitine ; CAZ : ceftazidime ; C/T : ceftolozane-

avibactam ; CZA : ceftazidime-avibactam ; ATM : aztréonam

H Résistant Intermédiaire Sensible

Figure 24 : Evaluation de la sensibilité des E. coli NDM-5 et OXA-181 aux béta-lactamines
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La Figure 25 présente quant a elle, la répartition des souches E. coli NDM-5 et
OXA-181 selon la sensibilité aux autres classes d’antibiotiques.

Pour OXA-181, 100% des souches (n = 25/25) étaient catégorisées sensibles a la
fosfomycine, tigécycline et a la colistine.

Pour NDM-5, 100% des souches (n = 67/67) étaient sensibles a la tigécycline et la
colistine ; 96% (n=64/67) étaient sensibles a la fosfomycine.

Vis-a-vis des aminosides, on observe une efficacité supérieure de I’amikacine avec 85%
des NDM-5 (n = 57/67) et 100% des OXA-181 (n = 25/25) sensibles contre, respectivement
63% (n = 42/67) et 60% (n = 15/25) a la gentamicine.

E. coliNDM-5 (n = 67)

67 67
61 64
54 57
42
25
11 10
2 ° l 3
[
CIP STX AK GEN FM CN TG
E. coli OXA-181 (n = 25)
25 25 25 25
19 18
15
10
7
5
1
CIP STX AK GEN FM CN TG

CIP : ciprofloxacine ; STX : triméthoprime-sulfaméthoxazole ; AK : amikacine ; GEN : gentamicine ; FM :

fosfomycine ; CN : colistine ; TG : tigécycline

H Résistant Intermédiaire Sensible

Figure 25 : Evaluation de la sensibilité des E. coli NDM-5 et OXA-181 aux
différentes classes d’antibiotiques
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Nous avons ensuite évalué I’efficacité in vitro de I’aztréonam associé respectivement a

I’amoxicilline-acide clavulanique et au ceftazidime-avibactam pour les 57 souches E. coli

NDM-5 catégorisées « R » (résistantes) a ’aztréonam. Les résultats vis-a-vis des souches

NDM-5 sont résumés dans le Tableau 7.

Tableau 7 :

CMI et catégorisation clinique des isolats E. coli NDM-5 vis-a-vis de

P’aztréonam + inhibiteur selon le CLSI

Numéro CMI (mg/L) Numéro CMI (mg/L)

desouche | Amc+ATM | CzA+ATM | desouche | aApvciATM | CZA + ATM
1 48 8 30 32 16
2 2 3 31 0,38 0,094
3 0,75 0,5 32 48 16
4 4 0,38 33 4 0,125
5 3 2 34 12 0,38
6 4 3 35 12 0,38
7 0,38 0,125 36 0,25 0,094
8 0,25 0,064 37 1 0,094
9 3 3 38 0,25 0,064
10 2 1,5 39 0,25 0,064
11 2 2 40 1,5 0,75
12 0,25 0,047 41 0,25 0,064
13 1,5 1 42 0,38 0,125
14 32 8 43 0,38 0,125
15 3 3 44 0,25 0,047
16 12 8 45 0,25 0,064
17 32 8 46 0,25 0,064
18 1,5 1 47 24 16
19 1,5 1,5 48 24 12
20 24 6 49 4 3
21 48 8 50 3 3
22 1,5 0,5 51 2 1,5
23 1,5 0,75 52 1,5 1
24 4 3 53 32 16
25 128 16 54 2 1,5
26 2 1,5 55 2 1,5
27 1,5 1 56 24 16
28 1,5 0,75 57 2 1
29 32 8

M Résistant Intermédiaire

AMC : amoxicilline-acide clavulanique ; CZA : ceftazidime-avibactam ; ATM : aztréonam
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Selon le CLSI, la sensibilité¢ de I’aztréonam a été restaurée pour 72% (n = 41/57) et
75% (n = 43/57) des souches NDM-5 lorsque ce dernier était combiné respectivement a
I’amoxicilline-acide clavulanique et au ceftazidime-avibactam (Figure 26).

E. coli NDM-5

a1 43

13

_ -
3
]

AMC + ATM CZA + ATM

AMX : amoxicilline-acide clavulanique ; CZA : ceftazidime-avibactam ; ATM : aztréonam

M Résistant Intermédiaire Sensible

Figure 26 : Evaluation de la sensibilité 2 ’aztréonam-inhibiteur chez E. coli NDM-5
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2.3.5. Analyse génotypique

2.35.1. Typage MLST

Nous avons identifié respectivement 17 et 13 STs différents pour les E. coli NDM-5 et

OXA-181. La description de 1’ensemble des souches et des STs est résumée en annexe

2.

Parmi les souches NDM-5, le sequence type ST-167 était le plus répandu (n = 24/67) suivi du
ST-58 (n =11/67), ST-405 (n = 6/67) et ST-410 (n = 6/67). Pour les OXA-181, ST-410 était le
type de séquence predominant (n = 11/25). Les autres ST ont été retrouvés de facon plus isolée

et sont decrits dans la Figure 27.

E. coli NDM-5 (n = 67)

S

m ST-167 (n=24) = ST-58 (n=11) u ST-405 (n=6) ST-410 (n=6) = ST-10 (n=2) u ST-1284 (n=2)
= ST-648 (n=2) = ST-361 (n=2) mST-2301 (n=2) = ST-617-like (n=2) = ST-4450 (n=2) = ST-46 (n=1)
= ST-540 (n=1) = ST-244 (n=1) ST-1702 (n=1) ST-6870 (n=1) = ST-694 (n=1)

E. coli OXA-181 (n = 25)

N

__—

u ST-410 (n=8) u ST-349 (n=2) u ST-44 (n=2) ST-448 (n=2) u ST-46 (n=2)
® ST-940 (n=1) m ST-1163 (n=1) m ST-11905-like (n=1) = ST-205 (n=1) m ST-2659 (n=1)
m ST-3835 (n=1) m ST-540 (n=1) u ST-8346 (n=1)

Figure 27 : Répartition des E. coli NDM-5 et OXA-181 en fonction du sequence type
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2.3.5.2.  Analyse phylogénétique

Les relations phylogénétiques basées sur le polymorphisme mononucléotidique ou SNP
(Single Nucleotide Polymorphism) des E. coli NDM-5 et OXA-181 sont représentées dans les
dendrogrammes des Figures 28 et 29.

Concernant les souches E. coli OXA-181, nous avons identifié 5 clades au total.
Le clade principal était au sein de la lignée ST-410 regroupant 7 souches (3 provenaient de
Mayotte et 4 de La Réunion). Les autres clades comprenaient deux souches par groupe
monophylétique et appartenaient au ST-44, ST-46, ST-349 et ST-940.
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Figure 28 : Arbre phylogénétique des 25 E. coli OXA-181 de La Réunion et Mayotte
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Parmi les E. coli NDM-5, nous avons identifié au total 14 clades. Le clade le plus
important était celui au sein du ST-58 comprenant 11 souches (9 provenaient de Mayotte
et 2 de La Réunion). ST-167 regroupait 5 groupes monophylétiques différents dont le plus grand
clade comprenait 9 souches (2 de Mayotte et 7 de La Réunion). Pour le ST-405, un seul clade
a été identifié et était formé de 5 souches (4 de Mayotte et 1 de La Réunion) tandis que le
ST-410 comprenait 2 clades constitués respectivement de 2 souches mahoraises et 3 souches
réunionnaises.

Les 5 autres clades correspondaient a des clades composés de deux souches appartenant
au ST-361, ST-617-like, ST-648, ST-2301 et ST-4450 (par soucis de lisibilité, ces clades
composés de 2 souches n’ont pas été individualisés sur la Figure 29, mais peuvent étre

visualises en annexe 3 correspondant a la matrice de SNPs).
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Figure 29 : Arbre phylogénétique des 67 E. coli OXA-181 de La Réunion et Mayotte
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2.4. Discussion

Depuis le premier signalement & La Réunion en 2011, le nombre de cas d’EPC n’a cessé
d’augmenter. Cette croissance a connu un bond a partir de 2015 (6 souches en 2014 vs.
23 souches en 2015), pouvant étre expliquée en partie par I’optimisation des stratégies de
prévention mises en place (dispositifs de surveillance, prélévements de dépistage) ainsi que par
I’augmentation constante des évacuations sanitaires. Une légere baisse de l’incidence est
néanmoins a noter en 2020, probablement liée a la crise de la COVID-19 ayant impactée les

déplacements de populations ainsi que les EVASAN.

Concernant les données épidémiologiques a La Réunion, environ deux tiers (63%) des
patients porteurs d’EPC étaient en lien avec 1’étranger, principalement avec Mayotte, les
Comores, Madagascar, Maurice et I’Inde. Le mécanisme de résistance le plus souvent retrouvé
était de loin le type NDM (70%) suivi d’OXA-48-like (17%) et IMI (8%). Ces données sont
bien corrélées aux études épidémiologiques locales de ces dernieres années (6, 7, 98).
En revanche, nous avons observé une différence sur I’espéce d’entérobactérie la plus souvent
rencontrée. En effet, a partir de 2018, E. coli est devenue I’espéce prédominante parmi les EPC
devant K. pneumoniae. Cela semble étre lié a la diffusion récente des souches productrices des
carbapénémases NDM-5 et OXA-181, correspondant a des sous-types de carbapénémases

affiliées préférentiellement a I’espéce E. coli.

Pour les cas de E. coli NDM-5 et OXA-181, nous avons constate un lien trés important
avec 1’étranger. En effet, parmi les 38 patients porteurs de E. coli NDM-5, 33 (soit 87%) avaient
une notion de séjour en dehors de I’ile de La Réunion, notamment & Madagascar (42%) ainsi
qu’a Mayotte et aux Comores (26%). Les mémes observations ont été constatées pour les
E. coli OXA-181 ou les 17 patients (soit 100%) étaient en lien avec I’étranger ; dont la moitié
avec Mayotte et les Comores (52%).

Les premiers cas d’importations de ces carbapénéemases NDM-5 et OXA-181 a
La Réunion datent de 2015 et étaient originaires de Madagascar et d’Inde (via Maurice).
Il est cependant intéressant de constater que ces premiers cas de E. coli NDM-5 et OXA-181
originaires des régions Est (Maurice et Inde) de 2015 et 2016 ont été tres largement supplantés
les années suivantes par ceux originaires des régions Ouest (Madagascar, Mayotte et Comores).
Ces résultats épidémiologiques soulignent que ces régions Ouest sont fortement touchées par
la diffusion de ces EPC et suggerent également I’existence de foyers ou réservoirs dans cette

zone du Sud-Ouest de 1’océan Indien.

50



Pour I’analyse phénotypiques des 92 E. coli NDM-5 et OXA-181 provenant de
La Réunion et de Mayotte, les niveaux de résistances étaient variables selon le sous-type étudié.
Le profil de sensibilité des 67 isolats NDM-5 a montré une résistance quasi totale a toutes les
béta-lactamines testées a 1’exception de 1’aztréonam pour lequel 7 souches (10%) restaient
sensibles. Ces résultats ont confirmé une activité hydrolytique puissante et connue des
carbapénémases de type NDM-5 vis-a-vis des pénicillines (y compris les combinaisons béta-
lactamines/inhibiteur de béta-lactamase), des céphalosporines et des carbapénemes.

Pour I’aztréonam, bien que normalement plus stable vis-a-vis de I’hydrolyse des
enzymes du groupe NDM, celui-ci a présenté une activité réduite pour la majorité des isolats
NDM-5 (86% de souches résistantes et 4% intermédiaires), ce qui suggere une fréquente
co-production de BLSE comme décrit par de nhombreux auteurs (99-101). Une analyse plus
exhaustive du génome serait toutefois intéressante afin d’identifier les génes de résistances aux

béta-lactamines coexistant chez ces souches et ainsi affiner ces résultats.

Concernant le variant OXA-181, celui-ci posséde généralement un profil hydrolytique
similaire a OXA-48, a savoir une hydrolyse des pénicillines mais plus faible pour les
carbapénémes ainsi qu’une trés faible activité envers les céphalosporines de 3°™ génération
(23, 63, 66). Dans 1’étude, nous avons constaté que les 25 isolats producteurs de I’enzyme
OXA-181 (100%) étaient résistants a la pipéracilline-tazobactam, a la témocilline et a
’ertapénéme mais possédaient une activité hydrolytique réduite vis-a-vis de I’imipénéme et du
méropéneme avec respectivement 23 souches (soit 92%) sensibles par mesure des CMI.
Comme attendu (de par les données de la littérature), nous avons observé également que 100%
des isolats étaient sensibles a I’association ceftazidime-avibactam comparativement a la
ceftazidime seule dont seulement un quart (24%) des souches étaient sensibles.

Cependant, I’ertapénéme ainsi que la ceftazidime (qui est une C3G) sont normalement
peu hydrolysées par les oxacillinases OXA-48 et OXA-181. Les taux de résistance elevés
vis-a-vis de ces deux molécules semble suggérer un mécanisme cumulatif avec une
coproduction de béta-lactamases (24).

De plus, nous pouvons voir que 1’ajout de 1’avibactam (inhibiteur de béta-lactamase) a
inhibé de maniére tres efficace 1’action hydrolytique des isolats OXA-181 confirmant que la
ceftazidime-avibactam est une option thérapeutique pertinente contre les entérobactéries
produisant OXA-181 détectées dans 1I’Océan Indien. Ces données confirment les connaissances
de la littérature ou la molécule ceftazidime-avibactam est décrite comme active sur les souches
produisant des BLSE, céphalosporinase de type AmpC et certaines carbapénemases de classe
A ou D (102, 103).
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Concernant I’évaluation des résistances envers les autres molécules, nous avons observé
que toutes les souches E. coli NDM-5 et OXA-181 étaient sensibles a la colistine et a la
tigécycline. Par ailleurs, les isolats restaient relativement sensibles aux aminoglycosides,
notamment a I’amikacine pour lequel 85% des NDM-5 et 100% des OXA-181 étaient
catégorisées sensibles (63% et 60% respectivement pour la gentamycine).

Pour la fosfomycine, elles étaient également toutes sensibles a 1’exception de 3 isolats
NDM-5 provenant de Mayotte catégorisés résistants. Parmi ces derniers, une souche appartenait
au groupe ST-694 tandis que les deux autres appartenaient a ST-4450. L’analyse
phylogénétique basée sur le polymorphisme mononucléotidique nous a confirmé par la suite
que les deux souches de E. coli NDM-5 ST-4450 étaient clonales (< 20 SNP). Bien que la
résistance a la fosfomycine soit rare et le plus souvent liée a une mutation chromosomique,
plusieurs études ont signalé la coexistence de génes de résistances a médiation plasmidiques
notamment fosA3 associée a des entérobactéries producteurs de BLSE, KPC et plus réecemment
chez E. coli hébergeant NDM-1 (104-106). 1l serait ainsi intéressant de poursuivre 1’analyse du

résistome de ces 3 souches.

Nous avons également évalué dans cette étude 1’efficacité in vitro de I’association
aztréonam/amoxicilline-acide clavulanique et aztréonam/ceftazidime-avibactam vis-a-vis des
souches NDM-5 catégorisées « R » (résistantes) a I’aztréonam seul. Selon le CLSI, la sensibilité
a I’aztréonam a été restaurée de maniere quasiment identique lorsque ce dernier était combiné
a I’amoxicilline-acide clavulanique et a la ceftazidime-avibactam avec respectivement 72%
(n =41/57) et 75% (n = 43/57) des souches « S » (sensibles).

A noter que, selon les valeurs critiques du CA-SFM/EUCAST (2021), ces derniers taux
(72% et 75%) correspondent a des souches « non résistantes », c’est a dite catégorisées
« S» (sensibles) ou « I » (intermédiaires) ; avec respectivement 26% (n = 15/57) et 47%
(n= 27/57) des souches «S» (sensibles) a I’association aztréonam/amoxicilline-acide
clavulanique et aztréonam/ceftazidime-avibactam. Nos résultats sont cohérents avec ceux
obtenus par I’équipe frangaise Emeraud et al. ayant validé et testé in vitro les combinaisons
aztréonam/inhibiteur vis-a-vis d’isolats producteurs de métallo-béta-lactamases (96).

L'association aztréonam/avibactam est encore en cours d'essais cliniques pour le
traitement des infections a bactéries a Gram négatif multirésistantes mais, semble déja étre une
des options les plus intéressantes vis-a-vis des organismes producteurs de MBLs. Cependant, il
existe peu de données sur les essais cliniques associant aztréonam-acide clavulanique bien que,
I’efficacité¢ in vitro semble étre €galement intéressante et présente 1’avantage d’étre moins

couteux (96, 107).
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Le typage MLST nous a montré qu’il existait une grande diversité des lignées clonales
avec respectivement 17 et 13 groupes de STs différents pour les E. coli NDM-5 et OXA-181.
Nous avons constaté des STs prédominants tels que ST-58, ST-167, ST-405 et ST-410 parmi
lesquels certains sont connus pour étre des clones épidémiques internationaux a haut risque
(E. coli ST-410) ou destinés a le devenir (E. coli ST-167) (108). Ces résultats sont bien corrélés
avec les principales lignées retrouvees a travers le monde chez E. coli NDM-5 et OXA-181 et
soulignent des affiliations preférentielles entre certains STs et certaines EPC (109). Par ailleurs,
plusieurs auteurs constatent ces derniéres années, une évolution rapide du variant NDM-5 avec
un changement de la prévalence dans certaines régions (Chine, Inde), ou NDM-5 semble
supplanter le sous-type NDM-1 notamment dans le milieu communautaire (110, 111).

L’ analyse phylogénétique basée sur le polymorphisme mononucléotidique a montré la
présence de nombreux clades au sein des différents STs.

Parmi les E. coli NDM-5, le clade le plus important a été identifié au sein du ST-58
regroupant 11 souches clonales avec une différence de 10 SNPs ou moins (Cf. matrice en
annexe 3) dans leur core genome. Ces 11 souches étaient trés etroitement liées et provenaient
pour la majorité (n = 9/11) du Centre Hospitalier de Mayotte (CHM). Les deux autres souches
ont été isolées au Centre Hospitalier Felix Guyon (CHFG) de La Réunion chez des patients qui
avaient un lien avec Mayotte dont un ayant bénéfici¢ d’'une EVASAN. Au vu de ces résultats
et des dates d’hospitalisations des patients tres rapprochées au sein du CHM (avril 2017 a juillet
2018), une épidémie nosocomiale peut étre suspectée.

Concernant le ST-167, nous avons observé 5 clades dont la majorité des souches
(n = 16/21) ont été isolées a La Réunion et plus particulierement au CHFG. A noter que sur ces
16 souches isolées au CHFG, 14 d’entre elles provenaient de patients ayant un lien avec
Madagascar dont 5 étaient issus d’EVASAN. Dans le plus grand clade (n = 9) de ST-167, les
souches étaient étroitement liées avec une différence de 1 a 35 SNPs. Parmi ces derniéres,
2 provenaient du CHM dont 1’une est la premiére souche du cluster a avoir été détectée.

Au sein du ST-405, le clade était formé de 5 souches étroitement liées avec une
différence de 12 SNPs ou moins dont 4 E. coli NDM-5 identifiées au CHM et une souche isolée
au CHFG provenant d’un patient mahorais issu également d’une EVASAN.

Pour le ST-410, il existait 2 clades distincts. Le premier clade était constitue de
2 souches dont leur core genome ne différait que de 2 SNPs et identifiées chez des patients
hospitalisés sur une méme période (fév. 2018) au CHM, ce qui suggere une probable

transmission croisée entre ces 2 patients.
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L’autre clade de E. coli NDM-5 ST-410 comprenait 3 souches provenant de patients
réunionnais sans notion de séjour a 1’étranger et détectées dans différentes structures de 1’1le
(Laboratoire Cerballiance, GHER, CHOR). Ce dernier point doit étre prit avec attention,

puisqu’il suggere une possible dissémination du groupe ST-410 sur I’ile de La Réunion.

Pour les E. coli OXA-181, le clade comportant le plus grand nombre de souches
appartenait au ST-410. Ce clade regroupait 7 souches étroitement liées avec une différence de
6 & 38 SNPs dont 3 etaient issues du CHM et 4 identifiees au CHFG de La Réunion.
Les 4 souches réunionnaises provenaient respectivement de 3 patients originaires de 1’archipel
des Comores (dont 2 EVASAN) et un patient originaire de Maurice (EVASAN). La souche

provenant de ce patient mauricien est la premiere a avoir été détectée parmi ce groupe ST-410.

Parmi les 8 autres clades composes seulement de 2 souches, aucun lien « spatio-
temporel » n’a pu étre établi pour suggérer une probable transmission croisée de patient a
patient a I’exception de 2 clusters au sein du ST-4450 (NDM-5) et ST-46 (OXA-181) ou les

patients avaient été hospitalisés au CHM respectivement sur les mémes périodes.

D’apres ces résultats, nous pouvons donc constater que les souches « clonales »
(appartenant au méme clade) provenaient pour la majorité de patients en lien avec Mayotte et
Madagascar. Ces régions semblent étre la principale source d’importation des souches NDM-5
et OXA-181 a La Réunion, et ce malgré un nombre d’EVASAN ¢équivalent & Maurice.
Nous pouvons ainsi émettre 1’hypothése d’une forte dissémination de ces EPC dans ces
2 territoires (archipel des Comores dans sa globalité et Madagascar) avec une potentielle
diffusion dans la population communautaire.

De plus, certaines souches clonalement reliées sont aujourd’hui retrouvées chez des
patients réunionnais sans notion de voyage dans ces territoires. Ce constat est inquiétant et pose
la question de la source d’exposition de ces patients sur le territoire réunionnais.

Il existe d’autre part de réelles associations entre les sequence type et 1’origine
géographique des patients porteurs de E. coli NDM-5 et OXA-181 (ST-58 et Mayotte ;
ST-167 et Madagascar). Il serait intéressant d’effectuer une investigation plus poussée au
niveau régional (Commission de 1’Océan Indien) afin de mieux comprendre 1’origine exacte de
ces émergences et savoir si la dissemination de ces clones épidémiques est d’origine

hospitaliére ou communautaire dans ces Tles voisines du Sud-Ouest de 1’océan Indien.
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CONCLUSION

La diffusion des EPC a travers le monde est devenue durant ces deux derniéres
décennies un véritable probléme de santé publique. A La Réunion, nous avons constaté une
forte augmentation des EPC au cours de ces dix dernieres années avec une prédominance depuis
2015-2016 des béta-lactamases NDM-5 et OXA-181 chez I’espéce E. coli. L’analyse
génotypique de ces derniéres, nous a permis de mettre en évidence de nombreux clones
épidémiques (clusters) dont les clades les plus importants appartenaient aux groupes clonaux
ST-58, ST-167, ST-405 et ST-410. Les cas détectés etaient issus le plus souvent d’ importations
provenant des iles de Mayotte, des Comores et de Madagascar, qui semblent étre des régions
fortement touchées par 1’émergence de ces EPC. De plus, certaines souches clonalement reliées
sont aujourd’hui également retrouvées chez des patients réunionnais sans notion de séjour a

I’étranger, un constat inquiétant qui suggére une possible dissémination sur I’ile de La Réunion.

Il existe a ce jour peu d’options pour les traitements des infections causées par les EPC.
Les approches thérapeutiques basées sur les antibiotiques tels que les béta-lactamines et les
aminoglycosides sont actuellement restreintes. Dans cette étude, nous avons observé une
résistance quasi-totale a la plupart des béta-lactamines pour les souches E. coli NDM-5,
y compris pour I’aztréonam. Les sensibilités vis-a-vis de certaines molécules telles que la
colistine ou de la tigécycline sont bonnes mais leur utilisation est de plus en plus limitée de par
leur efficacité mitigée (notamment pulmonaire), leur toxicité et 1’émergence de résistances.
Il est donc important de développer et tester de nouveaux antibiotiques ou associations telles
que les combinaisons de béta-lactamines et inhibiteurs de béta-lactamases potentiellement
efficaces. Ici, nous avons pu évaluer 1’efficacité in vitro de I’association aztréonam/inhibiteur
de béta-lactamase envers les souches NDM-5 avec une restauration de 1’aztréonam trés
intéressante quand celui-ci était associé a 1’acide clavulanique ou a I’avibactam. Au début de
ce travail, les données cliniques et tests pour la nouvelle béta-lactamine sidérophore qu’est le

cefidérocol n’étant pas disponibles, celui-ci n’a pas été évalué dans notre étude.

Ce travail montre également que la caractérisation génotypique devient aujourd’hui une
analyse primordiale pour un suivi épidémiologique efficace et une meilleure compréhension de
I’origine et de la circulation de ces souches d’EPC. Un des futurs challenges du CHU de
La Réunion sera de développer cette analyse en s’appuyant sur la plateforme de séquencage
récemment créée au laboratoire de génétique ainsi que sur les collaborations avec le CNR de la

Résistance aux antibiotiques.
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La prochaine étape, qui fera I’objet d’un article de synthése en tant que mémoire de
DES, consistera a analyser plus précisément le support génétique (plasmidome) de ces 2 genes
de résistance blanpm-s et blaoxa-1s1 et leur caractére transférable en se basant sur une analyse
présomptive basée sur le programme mlplasmids et sur un séquencage complémentaire de type

« long reads » sur un sous-échantillonnage de souches.

En conclusion, nous pouvons dire que face a cette émergence des EPC et des impasses
thérapeutiques qui se font de plus en plus ressentir, il est impératif d’optimiser les dispositifs
de surveillance et de dépistage (en se focalisant sur les zones a risque) afin de contréler au
mieux la dissémination de ces souches a haut pouvoir épidémiogeéne et ainsi éviter d’aboutir

dans les prochaines décennies a une ére post-antibiotique.
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ANNEXES

Annexe 1 : Biotheque des 271 EPC a La Réunion de 2010 a 2020
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I
¢

Bactérie
E. aerogenes
K. pneumoniae
E. coli

S. enterica subs enterica

K. pneumoniae
E. coli
C. freundii
E. cloacae
E. coli
K. pneumoniae
E. coli
K. pneumoniae
E. coli
K. pneumoniae
C. freundii
E. coli
P. mirabilis
E. coli
K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. pneumoniae
E. coli
K. pneumoniae
E. coli
K. pneumoniae
K. pneumoniae
E. coli
E. coli
E. coli
E. coli
K. pneumoniae
E. coli
K. pneumoniae
E. cloacae
K. pneumoniae
E. cloacae
K. pneumoniae
E. cloacae
E. coli
E. coli
E. cloacae

Carbapénéemase
OXA-48
NDM-1

OXA-232
NDM-1
NDM-1
NDM-1
NDM-1
NDM-1
NDM-1
NDM-1
NDM-6
NDM-1
NDM-1
NDM-1
NDM-1
NDM-1
NDM-1

NDM-1 + VIM-2
NDM-1
NDM-1
NDM-1
NDM-1
NDM-1
NDM-1
NDM-1
NDM-4
NDM-1
NDM-5
NDM-5
NDM-1
NDM *
NDM-5
OXA-48
NDM-1
NDM-1
NDM-5
NDM-1
NDM-1
NDM-1
IMI-1
NDM-1
IMI-1
NDM-5
OXA-48
NDM-1

N
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181

Bactérie
C. freundii
K. pneumoniae
E. coli
E. hormaechei
E. coli
E. cloacae
E. cloacae
E. coli
E. coli
E. cloacae
K. oxytoca
E. coli
E. coli
E. coli
E. hermanii
E. coli
E. coli
E. coli
E. coli
K. pneumoniae
E. coli
K. pneumoniae
E. coli
E. cloacae
E. coli
C. freundii
E. coli
E. coli
E. coli
E. coli
E. cloacae
K. pneumoniae
E. coli
E. coli
E. cloacae
E. cloacae
K. pneumoniae
E. coli
K. pneumoniae
E. coli
C. freundii
E. cloacae
C. freundii
K. pneumoniae
K. pneumoniae

Carbapénémase
NDM-1
NDM-1

OXA-181
NDM-1
NDM-5

IMI-1
NDM-1

OXA-181
NDM-5
NDM *
NDM *
NDM-5
NDM-5
NDM-5
NDM *
NDM-5

OXA-181
NDM-5
NDM-5
NDM-1
NDM-1
NDM *
NDM-5
NDM *
NDM-4
NDM-1
NDM-1
NDM-5
NDM-1
NDM *

IMI-1
NDM-5
OXA-181
NDM-5
IMI-1
IMI-1
NDM *

OXA-181 + NDM-1

OXA-232
NDM-5

VIM-4

IMI-1

VIM-4
OXA-181
OXA-181
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P
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94

Bactérie
E. cloacae
C. freundii
S. marcescens
K. pneumoniae
K. pneumoniae
C. freundii
E. coli
E. cloacae
S. marcescens
K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. pneumoniae
E. asburiae
E. cloacae
C. freundii
E. cloacae
E. cloacae
K. pneumoniae
C. freundii
C. freundii
S. marcescens
K. pneumoniae
E. coli
K. pneumoniae
E. coli
E. coli
K. pneumoniae
E. coli
E. cloacae
K. pneumoniae
E. cloacae
E. cloacae
K. pneumoniae
E. coli
C. freundii
K. pneumoniae
K. pneumoniae
C. freundii
E. cloacae
C. freundii
E. coli
E. coli
C. freundii
E. cloacae
E. coli
E. coli
P. rettgeri
K. pneumoniae
E. cloacae

Carbapénéemase
NDM-1
NDM-1
IMP-10
NDM-1
NDM-1
NDM-1

OXA-181
IMI-1
IMP-10

NDM-1 + OXA-181
NDM-1
NDM-1
IMI-13

IMI-1
NDM-1
IMI-1
IMI-1
NDM-7
NDM-1
NDM-1
IMP-10 like
NDM-1
NDM-5
NDM-1
OXA-181
OXA-181
OXA-181
NDM-4
NDM-1
NDM-1 + OXA-181
IMI-1
NDM-1
NDM-1
NDM-1
NDM-1
NDM-1
NDM-1
NDM-6
IMI-1
NDM-1
NDM-5
OXA-181
NDM-1
NDM-1
NDM-5
NDM-1
NDM-1
OXA-48 type *
NDM-1

N°
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230

Bactérie
E. cloacae
E. coli
E. coli
E. coli
K. pneumoniae
E. coli
K. pneumoniae
C. freundii
K. pneumoniae
E. coli
E. coli
E. cloacae
K. pneumoniae
E. coli
E. coli
E. cloacae
S. marcescens
K. pneumoniae
E. coli
C. freundii
K. pneumoniae
E. cloacae
E. coli
K. pneumoniae
E. coli
E. coli
K. pneumoniae
E. coli
E. coli
E. coli
E. cloacae
C. freundii
E. hermanii
S. marcescens
K. pneumoniae
E. coli
E. cloacae
E. coli
E. coli
E. cloacae
E. coli
K. pneumoniae
C. freundii
E. coli
K. pneumoniae
K. pneumoniae
E. cloacae
K. pneumoniae
E. coli

Carbapénémase
IMI-1
NDM-5
NDM-5
NDM-5
OXA-181
OXA-48 type *
OXA-48 type *
OXA-48 type *
OXA-181
NDM-6
NDM-1
NDM-6
NDM-1
OXA-181
NDM-5
IMI-1
NDM-1
OXA-181
NDM-5
NDM-1
NDM-1
NDM-1
OXA-181
OXA-48 type *
NDM-5
NDM-5
OXA-48 type *
OXA-181
NDM-5
NDM *
NDM *
NDM-1
NDM-1
NDM-1
OXA-181
OXA-181
NDM-1
NDM-5
NDM-1
NDM *
OXA-181 + NDM-1
NDM-1
NDM-1
NDM-5
NDM-1
OXA-232
NDM-5
NDM-1
OXA-181
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N° Bactérie Carbapénéemase N° Bactérie Carbapénémase
95 E. cloacae NDM * 231 K. pneumoniae OXA-48 type *
96 K. pneumoniae NDM-1 232 E. cloacae NDM *

97 E. coli NDM-5 233 | C. amalonaticus/farmeri OXA-181
98 E. cloacae IMI-1 234 K. pneumoniae OXA-232
99 C. freundii NDM-1 235 E. coli NDM-1
100 C. freundii NDM-1 236 K. pneumoniae NDM-1
101 K. pneumoniae NDM-1 237 K. pneumoniae NDM *
102 C. freundii NDM-1 238 E. coli NDM-1
103 E. coli NDM * 239 K. pneumoniae NDM-1
104 E. coli NDM-5 240 C. freundii NDM*
105 K. pneumoniae NDM-1 241 E. coli NDM-1
106 K. pneumoniae NDM-5 242 K. pneumoniae NDM-1
107 E. coli NDM-5 243 E. coli NDM *
108 K. pneumoniae NDM-1 244 K. oxytoca NDM *
109 C. freundii NDM-1 245 E. coli NDM-5
110 C. freundii NDM-1 246 E. cloacae NDM-1
111 E. coli OXA-181 247 E. cloacae NDM-1
112 K. pneumoniae OXA-181 248 E. cloacae NDM-1
113 K. pneumoniae OXA-181 249 E. cloacae NDM-1
114 K. pneumoniae OXA-48 250 E. cloacae NDM *
115 E. cloacae IMI-1 251 E. coli OXA-48 type *
116 E. coli NDM-5 252 E. cloacae NDM-1
117 E. cloacae IMI-1 253 E. cloacae NDM-1
118 K. pneumoniae NDM-1 254 K. pneumoniae NDM + OXA *
119 E. coli NDM-5 255 C. freundii NDM-1
120 K. pneumoniae NDM-5 256 E. cloacae NDM-1
121 C. freundii OXA-181 257 | C. amalonaticus/farmeri NDM *
122 E. coli NDM-5 258 C. freundii NDM-1
123 E. coli OXA-181 + NDM-5 259 E. coli NDM-5
124 E. cloacae OXA-181 + NDM-5 260 E. cloacae NDM-1
125 K. pneumoniae NDM-5 261 E. cloacae NDM-1
126 E. cloacae IMI-2 262 K. pneumoniae NDM-1
127 K. pneumoniae OXA-232 + NDM-1 263 E. coli NDM-1
128 E. coli NDM-1 264 E. coli OXA-181
129 K. pneumoniae NDM-1 265 E. coli OXA-181
130 E. cloacae NDM-1 266 E. coli NDM *
131 E. cloacae NDM-1 267 K. pneumoniae NDM-5 + OXA-181
132 C. freundii OXA-181 268 E. cloacae NDM-1
133 K. pneumoniae NDM * 269 K. oxytoca NDM-1
134 E. coli NDM-5 270 E. cloacae NDM-1
135 E. cloacae NDM-1 271 ‘ E. coli OXA-181
136 E. coli OXA-244

* Sous type non déterminé
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Annexe 2 : Origine géographique et sequence type des 92 souches E. coli NDM-5 et

OXA-181 a La Réunion et Mayotte

N° | Réf. CNR| Type | Origine ST N° | Réf.CNR | Type | Origine ST

1| 77A10 | NDM-5 | Réunion ST-1284 47 249 D4 NDM-5 | Réunion ST-405
2 90E5 | NDM-5 | Réunion ST-10 48 250 B5 NDM-5 | Mayotte | ST-167
3 97 C3 | NDM-5 | Réunion ST-167 49 | 255H10 | NDM-5 | Mayotte | ST-361
4 | 114B6 | NDM-5 | Mayotte ST-694 50 25512 NDM-5 | Mayotte ST-167
5 | 118 D7 | NDM-5 | Réunion ST-167 51 25513 NDM-5 | Mayotte | ST-167
6 | 120E5 | NDM-5 | Mayotte ST-4450 52 25517 NDM-5 | Mayotte ST-405
7 | 121 A5 | NDM-5 | Mayotte ST-4450 53 264 E2 NDM-5 | Réunion | ST-6870
8 | 130F8 | NDM-5 | Mayotte ST-167 54 268 B5 NDM-5 | Réunion ST-648
9 | 130G2 | NDM-5 | Réunion ST-167 55 268 B6 NDM-5 | Réunion ST-405
10| 137 H1 | NDM-5 | Mayotte ST-58 56 268 B7 NDM-5 | Réunion ST-167
11| 138E9 | NDM-5 | Mayotte | ST-617-like | 57 268 B8 NDM-5 | Réunion | ST-1702
12| 1411)7 | NDM-5 | Réunion ST-540 58 268 B9 NDM-5 | Réunion ST-410
13| 152F4 | NDM-5 | Réunion | ST-617-like | 59 | 268 B10 NDM-5 | Réunion | ST-410
14| 157 F7 | NDM-5 | Réunion ST-58 60 268 C2 NDM-5 | Réunion ST-167
15| 161E6 | NDM-5 | Réunion ST-244 61 268 C3 NDM-5 | Réunion ST-410
16| 162B3 | NDM-5 | Mayotte ST-58 62 268 C4 NDM-5 | Réunion ST-167
17| 162B5 | NDM-5 | Mayotte ST-58 63 268 C5 NDM-5 | Réunion ST-167
18| 162C9 | NDM-5 | Mayotte ST-167 64 272 A8 NDM-5 | Mayotte | ST-361
19| 16311 | NDM-5 | Réunion ST-410 65 275 E1 NDM-5 | Mayotte ST-405
20| 16411 | NDM-5 | Mayotte ST-58 66 | 275D10 NDM-5 | Mayotte ST-167
21| 165F8 | NDM-5 | Mayotte ST-2301 67 305D2 NDM-5 | Réunion ST-46
22| 167 B9 | NDM-5 | Mayotte ST-58 68 104 G7 | OXA-181 | Réunion ST-410
23| 167 H5 | NDM-5 | Réunion ST-167 69 106 C6 OXA-181 | Mayotte ST-410
24| 167J10 | NDM-5 | Mayotte ST-58 70 110 A8 | OXA-181 | Mayotte | ST-3835
25| 168 C10 | NDM-5 | Réunion ST-648 71 124 J6 OXA-181 | Réunion ST-349
26| 169H4 | NDM-5 | Mayotte ST-58 72 127 G7 | OXA-181 | Réunion ST-448
27| 169H5 | NDM-5 | Mayotte ST-58 73 14116 OXA-181 | Réunion ST-349
28 | 170 H10 | NDM-5 | Mayotte ST-10 74 161 E8 | OXA-181 | Réunion ST-940
29| 173 A7 | NDM-5 | Mayotte ST-58 75 177 E3 | OXA-181 | Réunion ST-410
30| 177J4 | NDM-5 | Réunion ST-58 76 186 G10 | OXA-181 | Réunion ST-410
31| 188E5 | NDM-5 | Réunion ST-167 77 220 D3 | OXA-181 | Mayotte ST-44
32| 211E8 | NDM-5 | Réunion ST-167 78 224 A2 | OXA-181 | Mayotte ST-44
33| 213 A3 | NDM-5 | Réunion ST-167 79 | 229C10 | OXA-181 | Réunion ST-540
34| 216J1 | NDM-5 | Réunion ST-167 80 236 E2 OXA-181 | Mayotte ST-46
35| 218 H6 | NDM-5 | Réunion ST-167 81 237B3 | OXA-181 | Réunion | ST-2659
36| 219D3 | NDM-5 | Réunion ST-1284 82 241 C2 | OXA-181 | Réunion ST-46
37| 232B8 | NDM-5 | Réunion ST-167 83 245 D2 | OXA-181 | Réunion ST-410
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N° | Réf. CNR| Type | Origine ST N° | Réf.CNR | Type | Origine ST
38| 235C8 | NDM-5 | Réunion ST-167 84 252 E4 OXA-181 | Réunion | ST-8346
39| 239D2 | NDM-5 | Réunion ST-167 85 25511 OXA-181 | Mayotte ST-410
40| 239D3 | NDM-5 | Réunion ST-2301 86 258 B5 | OXA-181 | Mayotte | sT-11905-like
41| 239J1 | NDM-5 | Mayotte ST-405 87 268 C1 OXA-181 | Réunion ST-205
42| 241C6 | NDM-5 | Réunion ST-167 88 268 C6 OXA-181 | Réunion ST-940
43| 246 B8 | NDM-5 | Réunion ST-167 89 27117 OXA-181 | Réunion ST-448
44| 248 B8 | NDM-5 | Mayotte ST-410 90 271)1 OXA-181 | Réunion | ST-1163
45| 248 B6 | NDM-5 | Mayotte ST-410 91 273 B3 OXA-181 | Mayotte ST-410
46| 248 B9 | NDM-5 | Mayotte ST-405 92 276C7 OXA-181 | Réunion ST-410
Réf. : référence
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Annexe 3 : Matrice des 67 souches E. coli NDM-5

Réf N reférence I:I Mayotte |:| Réunion

Réf. CNR ST 264E2 | 268B5 | 168C10 | 268B6 | 275E1 | 249D4 | 248B9 | 25517 | 239)1 | 305D2 | 268B9 | 248B8 | 248B6 | 268C3 | 268B10 | 163I1 | 121A5 | 120E5 | 161E6
264E2 ST-6870
268B5 ST-648
168C10 ST-648
268B6 ST-405
275E1 ST-405
249D4 ST-405
248B9 ST-405
25517 ST-405
239)1 ST-405
305D2 ST-46
268B9 ST-410
248B8 ST-410
248B6 ST-410
268C3 ST-410
268B10 ST-410
16311 ST-410
121A5 ST-4450
120E5 ST-4450
161E6 ST-224
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Réf. CNR ST

173A7 ST-58
17714 ST-58
169H4 ST-58
16411 ST-58
162B5 ST-58
162B3 ST-58
167J10 ST-58
157F7 ST-58
137H1 ST-58
169H5 ST-58
167B9 ST-58
141)7 ST-540
272A8 ST-361

255H10 ST-361
77A10 ST-1284
219D3 ST-1284
152F4 ST-617-like
138E9 ST-617-like

Réf. : référence

I:J Mayotte

167J10

255H10
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Réf. CNR ST
275D10 | ST-167
218H6 ST-167
162C9 ST-167
167H5 ST-167
268C2 ST-167
235C8 ST-167
216J1 ST-167
268C4 ST-167
241C6 ST-167
114B6 ST-694
90E5 ST-10
170H10 ST-10
25513 ST-167
25512 ST-167
188E5 ST-167
250B5 ST-167
130G2 ST-167
118D7 ST-167
268B7 ST-167
239D3 | ST-2301
165F8 | ST-2301

Réf. : référence

275D10 | 218H6 | 162C9 | 167HS | 268C2 | 235C8 | 216J1 | 268C4 | 241C6

I:I Mayotte

|:| Réunion

114B6

90E5

170H10

25513

25512

188E5

250B5

130G2

118D7

268B7

239D3

165F8
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Réf. CNR ST
213A3 ST-167
246B8 ST-167
232B8 ST-167
211E8 ST-167
268B8 ST-1702
130F8 ST-167
239D2 ST-167
268C5 ST-167

97C3 ST-167

Réf. : référence

|:| Mayotte

|:| Réunion
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Annexe 4 : Matrice des 25 souches E. coli OXA-181

Réf. : référence

I:I Mayotte

|:| Réunion

Réf. CNR| ST 271J1| 14116 | 124J6 | 258B5 | 237B3 |229C10| 241C2 | 236E2 | 110A8 | 224A2 | 220D3 |271110 127G7 | 268C6 | 161E8 | 268C1 | 252E4 | 245D2 | 106C6 | 104G7 | 276C7 | 273B3 (186G10| 25511 [177E3
2711 ST-1163
14116 ST-349
124)6 ST-349
258B5 | ST-11905-like
237B3 ST-2659
229C10 ST-540
241C2 ST-46
236E2 ST-46
110A8 ST-3835
224A2 ST-44
220D3 ST-44
271110 ST-448
127G7 ST-448
268C6 ST-940
161E8 ST-940
268C1 ST-205
252E4 ST-8346
245D2 ST-410
106C6 ST-410
104G7 ST-410
276C7 ST-410
273B3 ST-410
186G10 ST-410
25511 ST-410
177E3 ST-410
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Emergence of NDM-5 and OXA-181 carbapenemase-producing Enterobacteriaceae

Escherichia coli in La Reunion

Abstract

Background : La Reunion and Mayotte Islands are two French overseas departments located in
the Indian Ocean that display specific epidemiology in term of bacterial resistance. The number
of carbapenemase-producing Enterobacteriaceae rises each year, with a predominance since
2015-2016 of the NDM-5 and OXA-181 beta-lactamases from the Escherichia coli species.
Method : After having established the final epidemiologic assessment of the EPC in La Reunion
from January 2010 to December 2020, we have selected all clinical isolates of NDM-5 and
OXA-181-producing E. coli from La Reunion and Mayotte for the analysis of their phenotypical
resistance and genetic proximity.

Results : In La Reunion, 33 (i.e. 87%) and 17 (i.e. 100%) of patients carrying NDM-5 and
OXA-181-carbapenemase-producing bacteria went abroad mainly in Mayotte, Comoros and
Madagascar. The phenotypic analysis of the NDM-5 strains showed an almost complete
resistance against the beta-lactams, including the aztreonam. Furthermore, the susceptibility of
aztreonam was restored for 72% (n = 41/57) of the strains when combined with clavulanic acid
and for 75% (n = 43/57) of the strains when combined with avibactam. For the OXA-181, the
susceptibility to beta-lactams was found to be more varying. Specifically, a very good efficacy
was found when the latter is associated with ceftazidime-avibactam for which all the strains
(n = 25/25) were sensitive to. The genotypical analysis confirmed the existence of 19 epidemic
clones among clonal group such as ST-58, ST-167, ST-405 and ST-410. These epidemic clones
were found to have a genetic proximity with La Reunion and Mayotte strains, thus confirming
that the Comoros Archipelago is a major reserve of EPC in La Reunion.

Conclusion : In La Reunion, the impact of the NDM-5 and OXA-181 E. coli strains coming
mainly via importations from outside La Reunion has been rising. More particularly, some STs
have been found to be preferentially associated to certain areas in the Southwest Indian Ocean
and notably in the Comoros Archipelago and Madagascar. This emergence raises concern about

the implantation of this kind of EPC in the hospitals and communities in La Reunion.

Discipline : Microbiology

Keywords : Carbapenemase-Producing Enterobacteriaceae; Escherichia coli; emergence;
NDM-5; OXA-181; Reunion; Mayotte.
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Emergence des entérobactéries Escherichia coli productrices des carbapénémases
NDM-5 et OXA-181 a la Réunion

Résumé

Introduction : Les fles de La Reéunion et de Mayotte sont des DOM qui présentent des
épidémiologies spécifiques en termes de résistance bactérienne. Il existe chaque année une
augmentation des entérobactéries productrices de carbapénémases (EPC) avec une prédominance
depuis 2015-2016 des béta-lactamases NDM-5 et OXA-181 chez I’espéce Escherichia coli.
Méthode : Apres avoir établi le bilan épidémiologique des EPC a La Réunion de janvier 2010 a
décembre 2020, nous avons sélectionné 1’ensemble des souches E. coli NDM-5 et OXA-181
provenant de La Réunion et de Mayotte pour analyser d’une part, les résistances phénotypiques
et d’autre part, leur proximité génétique.

Résultats : A La Réunion, 33 (soit 87%) et 17 (soit 100%) patients porteurs respectivement de
E. coli NDM-5 et OXA-181 avaient un lien avec 1’étranger, principalement avec Mayotte, les
Comores et Madagascar. L’analyse phénotypique des souches NDM-5 a montré une résistance
quasi-totale a toutes les béta-lactamines, y compris 1’aztréonam. Les sensibilités a 1’aztréonam
ont été restaurées pour 72% (n = 41/57) et 75% (n = 43/57) des souches lorsque ce dernier était
combiné respectivement a 1’acide clavulanique et a 1’avibactam. Pour les OXA-181, les
sensibilités aux béta-lactamines étaient plus variables avec une tres bonne efficacité de
’association ceftazidime-avibactam dont 100% (n = 25/25) des souches étaient sensibles.
L’analyse génotypique a confirmé 1’existence de 19 clones épidémiques au sein de groupes
clonaux tels que ST-58, ST-167, ST-405 et ST-410 avec une proximité génétique entre les
souches réunionnaises et mahoraises, confirmant que I’archipel des Comores constitue un
réservoir d’importation majeur de ce type d’EPC a La Réunion.

Conclusion : Il existe & La Réunion une augmentation de 1’incidence des souches E. coli
NDM-5 et OXA-181 issues pour la majorité d’importations et dont certains STs sont associés
préférentiellement & certaines régions du Sud-Ouest de 1’océan Indien notamment de 1’archipel
des Comores et de Madagascar. Cette émergence fait craindre I’implantation de ce type d’EPC

dans le secteur hospitalier et communautaire a La Réunion.

Discipline : Microbiologie

Mots-Clés : Entérobactéries productrices de carbapénémases; Escherichia coli; émergence;
NDM-5; OXA-181; Réunion; Mayotte.




