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AA : Acide Aminé 

ACC : Ambler Class C 

ACT : AmpC Type 

ACP : Analyse en Composante Principale 

ANR : Agence Nationale de la Recherche 

ANSES : Agence Nationale de SÉcurité Sanitaire de l’alimentation, de l’environnement et du travail 

ARS : Agence Régionale de Santé 

BGN : Bacille à Gram Négatif 

BHRe : Bactérie Hautement Résistante émergente 

BKC : Brazilian Klebsiella Carbapenemase 

bla : bêta-lactamase 

BLSE : Bêta-Lactamase à Spectre Étendu 

BMR : Bactérie Multi-Résistante 

BTP : Bâtiment - Travaux Publics 

BUA : Bon Usage des Antibiotiques 

C2G : Céphalosporine de 2ème génération 

C3G : Céphalosporine de 3ème génération 

C4G : Céphalosporine de 4ème génération 

CA-SFM : Comité de l’Antibiogramme de la Société Française de Microbiologie 

CCA : Centre de Conseil en Antibiothérapie 

CFE : Citrobacter FrEundii 

UFC : Unité Formant Colonie 

CHM : Centre Hospitalier de Mayotte 

CHU : Centre Hospitalier Universitaire 

CHOR : Centre Hospitalier Ouest Réunion 

CMY : CephaMYcinase 

CNR : Centre National de Référence 

CNRS : Centre National de la Recherche Scientifique 
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COI : Commission de l’Océan Indien 

COVID-19 : COrona-VIrus Disease-2019 

CPIAS : Centre d’appui pour la Prévention des Infections Associées aux Soins 

CRAtb : Centre Régional en Antibiothérapie  

CRB : Centre de Ressources Biologiques 

CTX-M : CefoTaXimase-Munich 

DGS : Direction Générale de la Santé 

DHA : Dharhan hospital (Arabie saoudite) 

DOM : Département d’Outre Mer 

EARS-Net : European Antimicrobial Resistance Surveillance Network 

EBLSE : Entérobactérie productrices de BLSE 

ECDC : European Centre for Disease Prevention and Control  

ECOH-RUN : Escherichia coli One Health à La Réunion 

ECP : Électrophorèse en Champ Pulsé 

EDTA : Acide Ethylène-Diamine-Tétra-Acétique 

EGM : Élément Génétique Mobile 

EJP : European Joint Programme 

EMA : Équipe Multi-disciplinaire en Antibiothérapie 

EMS : Établissement Médico-Social 

EOH : Équipe Opérationnelle d’Hygiène 

EPC : Entérobactérie Productrice de Carbapénèmase 

ES : Établissement de Soins 

ESAC-Net : European Surveillance of Antimicrobial Consumption Network 

ES-OXA : Extended-Spectrum Oxacillinase 

EUCAST : European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing 

EVASAN : ÉVAcuation SANitaire 

ExPEC : Extra-intestinal Pathogenic E. coli 

FAO : Food and Agriculture Organization - Organisation des Nations Unies pour l’agriculture et 
l’alimentation 
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FEC : Fujisawa E. coli (Japon) 

FEDER : Fond Européen de Développement Régional 

FELIN : FÉdération réunionnaise de Lutte contre les Infections Nosocomiales 

fimH : fimbriae de type H 

FOX : céFOXitine 

FRI : FRench Imipenemase 

GES : Guyana Extended Spectrum 

GHER : Groupement Hospitalier Est Réunion 

GHSR : Groupement Hospitalier Sud Réunion 

HCSP : Haut Conseil de Santé Publique 

IBC : Integron-Borne Cephalosporinase 

ICE : Integrative and conjugative element 

IDE : Infirmier Diplômé d’Etat 

IMI : IMIpenemase 

IMP : IMiPenemase 

InPEC : Intestinal Pathogenic E. coli 

INSEE : Institut National de la Statistique et des Études Économiques 

INSERM : Institut National de la Santé Et de la Recherche Médicale 

INVS : Institut National de Veille Sanitaire 

IPS : Index Proportionnel de Similarité 

IS : Insertion Sequence 

ISCR : Insertion Sequence Common Region 

JH : Journées d’Hospitalisation 

KPC : Klebsiella pneumoniae Carbapenemase 

LAT : LATamoxef 

MBL : Métallo-Bêta-Lactamase 

MCO : Médecine Chirurgie Obstétrique 

MIR : MIRiam hospital (Etats-Unis) 

MOX : MOXalactam 



LISTE DES ABRÉVIATIONS  

13 
 

NCBI : National Center for Biotechnology Information 

NDM : New-Dehli Metallo-beta-lactamase 

NmcA : Non-metallo-carbapenemase A 

OIE : Organisation mondiale de la santé animale (anciennement Office International des Épizooties) 

OMS : Organisation Mondiale de la Santé 

OMV : Outer Membrane Vesicles 

OXA : OXAcillinases 

Pb : Paires de bases 

PCC : Précautions Contact Complémentaire 

PCR : Polymerase chain reaction 

PDR : Pan Drug Resistant 

PER : Pseudomonas Extended Resistance  

PFGE : Pulsied-Field Gel Electrophoresis 

pMLST : plasmid Multi-Locus Sequence Typing 

PPR : Programme Prioritaire de Recherche 

PSE : Pseudomonas Specific Enzyme 

RESAPATH : Réseau d’Epidémio-Surveillance de l’Antibiorésistance des bactéries PATHogènes 

animales 

RFLP : Restriction Fragment Length Polymorphism 

SANC : Structural Alignment-based Numbering of class C beta-lactamases 

SHV : Sulf-Hydryl Variable 

SFC : Serratia fonticola Carbapenemase 

Sme : Serratia marcescens enzyme 

SNP : Single Nucleotide Polymorphism 

SOOI : Sud-Ouest Océan Indien 

SPF : Santé Publique France 

SSR : Soins de Suite et Réadaptation 

STEP : STation d’ÉPuration 

TEM : TEMoreira  

TIME : Tn3-derived Inverted-repeat Mobile Element 
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Tn : Transposon 

TOHO : Toho University School of Medicine Omori Hospital (hôpital de la ville de Tokyo au Japon) 

TRI : TEM Résistantes aux Inhibiteurs 

UNESCO : United Nations Educational, Scientific and Cultural Organization 

VCC : Vibrio cholerae Carbapenemase 

VEB : Vietnam Extended-spectrum Beta-lactamase 

VIM : Verona Integron-encoded Metallo-beta-lactamase 

XDR : eXtensively-Drug Resistant 

WGS : Whole genome sequencing  
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PRÉAMBULE  
 

« Les antibiotiques sont nés d’une tragédie … » (The antibiotic paradox, Stuart B. Levy) ; leur 

inefficacité complète sur des germes toto-résistants nous amenant à une ère post-antibiotique ne 

serait-elle pas tout aussi tragique ? (1) Dans cette citation correspondant au chapitre 1 du célèbre livre 

sur l’antibiorésistance de Stuart B. Levy, l’auteur nous rappelle comment le miracle des antibiotiques 

a débuté aux Etats-Unis. Nous sommes le 29 novembre 1942, au milieu de la seconde guerre mondiale, 

et « quatre cent cinquante personnes trouvent la mort dans l’incendie du Cocoanut Grove » (The 

Boston Herald), une discothèque de Boston, et « des centaines d’autres blessés » sont à déplorer suite 

à « la panique dans le Cocoanut Grove, transformé en brasier infernal » (The Boston Sunday Globe). 

« Cette tragédie est à l’origine d’un autre évènement que l’on considère aujourd’hui comme tout aussi 

important que l’incendie lui-même : l’essai d’un nouveau médicament que l’on ne pouvait se procurer 

que par les voies officielles » : la pénicilline. Outre l’utilisation d’un antibiotique appartenant à la classe 

des sulfamides récemment découverte, la sulfadiazine, les 200 victimes ayant survécu aux 24 

premières heures ont pu bénéficier au sein du Massachusetts General Hospital « d’un nouveau 

médicament destiné à prévenir les infections mortelles bactériennes. La société Merck&Compagnie, 

établie à Rahway dans le New Jersey, avait fait parvenir en urgence un stock de trente-deux litres d’un 

médicament, sans prix, à cet hôpital … la pénicilline – car c’est bien d’elle qu’il s’agissait – n’arrivait pas 

sous une forme pure, mais livrée dans le liquide de culture contenant la moisissure, Penicillium 

(notatum), qui l’avait produite ». Cette livraison « en urgence » avait été motivée par les connaissances 

partielles de l’époque sur la capacité de la pénicilline à combattre « le staphylocoque doré 

(Staphylococcus aureus), une bactérie qui contamine souvent les plaies des victimes du feu ». « Avant 

l’épisode du Cocoanut Grove, aucun agent antimicrobien connu ne permettait de lutter contre cette 

bactérie. Une fois l’infection déclarée, la plupart des patients mouraient. Les staphylocoques étaient 

également responsables de l’échec des greffes de peau ». 

 En se replongeant dans cet épisode et cette mise en application pour la première fois de cette 

substance dite « miraculeuse », on comprend en quoi les antibiotiques allaient devenir une des 

grandes révolutions médicales du XXème siècle. En effet, avant cette découverte, les patients brûlés 

issus d’un tel incendie seraient quasi tous morts soit de déshydration (les médecins de Boston ayant 

également pour la 1ère fois testé une nouvelle thérapeutique de lutte contre la déshydratation par 

injection intraveineuse de plasma), soit d’infection bactérienne. Cet évènement a été crucial dans la 

mesure où le succès des greffes de peau et du traitement de ces brûlés (transformé en un véritable 

premier essai clinique sur un antibiotique), a convaincu le gouvernement américain d’aider les 
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industries pharmaceutiques à produire ce médicament à grande échelle. Il faut savoir que si la 

pénicilline a été découverte par sérendipité en 1928 dans le laboratoire d’Alexander Fleming à Londres, 

elle n’a pu être utilisée de manière industrielle qu’à partir de la seconde guerre mondiale, et en premier 

lieu dans l’armée américaine. Ce sont les 2 scientifiques anglais Howard Florey et Norman Heatley qui 

ont permis de produire et de purifier la molécule, et de la faire connaitre aux Etats Unis à partir de 

l’été 1941. Les contraintes économiques imposées par la guerre n’en permettaient pas la production 

à grande échelle en Grande-Bretagne.  

 Mais ce livre, écrit en 1982, est surtout très contemporain dans la mesure où il mentionne et 

détaille clairement les premières prédictions « de risque de résistance à cet antibiotique en cas de 

mauvaise utilisation, en conduisant à sélectionner et à propager des formes mutantes de bactéries 

résistantes au médicament ». Ces prédictions avaient été émises par Alexander Fleming dans un article 

dans le New York Times dès 1945. Ce livre de Stuart B. Levy est déroutant pour les jeunes 

microbiologistes que nous sommes car il détaille il y a près de 40 ans avec une précision déconcertante 

le phénomène de grande ampleur que nous connaissons tous aujourd’hui.  

La question naturelle qui se pose étant : mais pourquoi n’avons-nous pas réussi à anticiper ce 

phénomène alors que le domaine de la médecine de prévention a tant progressé au cours du XXème 

siècle, notamment par l’intermédiaire de la vaccinologie. Est-ce la croyance (ou la confiance) de 

l’Homme envers lui-même à inventer sans cesse de nouvelles molécules ? Est-ce le nombre de morts 

infiniment petit par rapport au nombre de patients sauvés ? Ou bien l’opposition entre bénéfice 

individuel et bénéfice collectif qu’il est difficile d’appliquer lorsque l’on est un médecin face à la 

demande insistante d’un patient lors d’une consultation ? Ce phénomène est très probablement 

multifactoriel et complexe, et implique également la perception qu’à la population générale de la 

résistance bactérienne aux antibiotiques. Ce phénomène n’est finalement palpable que pour une 

fraction infime de la population générale, à savoir les patients infectés, leurs familles et les personnels 

soignants médicaux et paramédicaux intervenant dans leur prise en charge. Une prise de conscience 

sociétale de la résistance aux antibiotiques est probablement un des levier qu’il faudra savoir actionner 

pour limiter ce phénomène (2). 

Aujourd’hui les Agences Régionales de Santé (ARS) se structurent suite à l’instruction de la DGS 

du 15 mai 2020 : après les centres de conseil en antibiothérapie (CCA), les ARS doivent désormais 

piloter la mise en place des CRAtb (Centres Régionaux en Antibiothérapie), sur le même modèle que 

les CPIAS (Centres d’appui pour la Prévention des Infections Associées aux Soins), ainsi que leurs bras 

armés, les EMA (Équipes Multidisciplinaires en Antibiothérapie) (3). En effet, à l’instigation du Pr 

C. PULCINI, les CRAtb vont plus loin et auront « des missions d’expertise et d’appui … dans le bon usage 
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des antibiotiques (BUA) et un rôle de coordination et d’animation des réseaux de professionnels de 

santé en charge de la mise en place des programmes de BUA. Ils seront constitués a minima d’un 

infectiologue et d’un médecin généraliste ». Les EMA auront, elles, le « rôle d’effecteur de la politique 

régionale de BUA au niveau local. Elles seront constituées a minima d’un infectiologue, d’un 

microbiologiste, d’un pharmacien et d’un infirmier formé en infectiologie ». Ces fonctions vont donc 

bien au-delà du traditionnel « avis en antibiothérapie » et consiste en des actions de réorganisation, 

de promotion, de communication, de sensibilisation et de formation dans la lutte contre 

l’antibiorésistance en se donnant les moyens humains d’y parvenir. Les microbiologistes peuvent (pour 

ne pas dire, doivent) prendre part à cette évolution organisationnelle. En tant qu’intermédiaire et 

prestataire de conseil, ils peuvent influencer ce cercle vertueux de réduction de la consommation des 

antibiotiques comme ont réussi à le faire les vétérinaires. Certaines pistes comme par exemple le rendu 

plus rapide des sensibilités aux antibiotiques ou les antibiogrammes ciblés, doivent être évalués pour 

parvenir à cet objectif. C’est ce que nous tentons de faire activement à La Réunion avec la participation 

des microbiologistes à ces deux entités nouvellement constituées. Préférons ainsi l’espoir et l’action 

inter-disciplinaire à la tragédie. 

 

 

 

 

Photo d’Alexander Fleming dans son laboratoire du Saint Mary’s Hospital, à Londres en 1928. 
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INTRODUCTION GÉNÉRALE  
 

Dans la seconde partie du XIXème siècle, les antibiotiques ont été à l’origine d’une grande 

révolution sanitaire permettant de traiter de nombreuses infections bactériennes. Aujourd’hui, les 

santés humaine et vétérinaire sont menacées par le développement des bactéries pathogènes 

résistantes aux antibiotiques.  Depuis les années 2000, une augmentation significative de l’incidence 

globale des bactéries multi-résistantes (BMR) a été observée ; l’émergence puis la diffusion 

pandémique des entérobactéries productrices de bêta-lactamase à spectre étendu de type CTX-M 

(EBLSE) représentant indubitablement le principal problème à l’heure actuelle. Depuis les années 

2010, l’émergence de souches d’entérobactéries productrices de carbapénèmases (EPC) fait craindre 

une nouvelle pandémie. En France, ces EPC ont été qualifiées de bactéries hautement résistantes 

émergentes (BHRe) par le Haut Conseil de Santé Publique (HCSP). La diffusion des EBLSE et des EPC 

pose aujourd’hui problème dans la mesure où elles limitent fortement les alternatives thérapeutiques 

en cas d’infection et pourrait aboutir à terme à des impasses thérapeutiques.   

Les entérobactéries sont des bacilles à Gram négatif pour la plupart commensaux du tube 

digestif de l’Homme. En fonction de leurs facteurs de virulence, celles-ci peuvent constituer des 

pathogènes strictes (Shigella sp ou Salmonella sp) ou des pathogènes plus opportunistes (telles que 

Providencia sp ou Morganella sp) ne provoquant une infection que dans certaines conditions 

favorables, notamment liées à l’hôte. Escherichia coli représente quantitativement le germe aéro-

anaérobie facultatif le plus abondant de la flore digestive (106 à 109 bactéries par gramme de selles). 

Cette bactérie, normalement inoffensive pour l’homme, peut acquérir différents facteurs de virulence 

et devenir pathogène aboutissant à plusieurs types d’infections digestives et extra-digestives (4). Il 

s’agit du premier germe responsable d’infections communautaires et nosocomiales en France (5). Les 

autres entérobactéries dominantes dans les infections sont Klebsiella pneumoniae, Enterobacter 

cloacae, Citrobacter freundii et Proteus mirabilis (5). En parallèle, certaines souches d’entérobactéries 

sont capables d’échanger des informations génétiques entre elles ou avec d’autres bactéries présentes 

dans le même environnement ou microbiote. Ces transferts de gènes peuvent engendrer l’acquisition 

des gènes de résistance, via des éléments génétiques mobiles (plasmides, transposons), et aboutir à 

cette multi-résistance aux antibiotiques. Dans certaines conditions, les entérobactéries peuvent 

également être affectées par des mutations « favorables » pouvant aboutir à la résistance à une ou 

plusieurs classes d’antibiotiques. Cette évolution des résistances bactériennes constitue aujourd’hui 

un problème majeur de Santé Publique en France et à l’échelle mondiale.  
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En avril 2014, l’OMS a publié pour la première fois un rapport alarmant sur les émergences et 

la diffusion des BMR/BHRe tout en soulignant l’insuffisance de données dans les pays en voie de 

développement, et notamment en Afrique, pour mieux appréhender ces phénomènes (6,7). La même 

année, le rapport O’Neill (The review on Antimicrobial resistance) prévoyait que l’antibiorésistance 

deviendrait la 1ère cause de décès dans le monde en 2050 avec dix millions de morts par an, et que ce 

lourd tribu serait principalement payé par les pays en voie de développement d’Afrique et d’Asie (8). 

En janvier 2019, Cassini et al. concluaient, à partir des données de 2015 recueillies par le réseau EARS-

Net, que l’antibiorésistance était responsable de 33 000 décès par an en Europe, dont 5 500 en France 

(9). En France, en 2015, un rapport de l’Institut de Veille Sanitaire (INVS) évaluait la mortalité liée aux 

infections à BMR à 12 500 morts par an (10). En novembre 2016, le Ministère de la Santé a acté la 

création d’un « Comité interministériel pour la santé pour la maîtrise de l’antibiorésistance » dont un 

des axes est le « renforcement de l’organisation de la surveillance, incluant l’analyse et la mesure 

d’impact de la résistance bactérienne dans l’environnement » avec l’objectif de diminuer de 25% la 

consommation des antibiotiques en médecine humaine d’ici 2024 (11).  La récente instruction de la 

DGS du 15 mai 2020 arrêtant la création des CRAtb et des EMA fait suite aux conclusions de ce groupe 

de travail. En parallèle, un plan prioritaire de recherche (PPR) de 40 millions d’euros coordonné par 

l’ANR et l’INSERM nommé « Antibiorésistance : comprendre, innover, agir » a été lancé en 2020 et 

abouti à un appel à projets dont les délibérations finales ont eu lieu en janvier 2021 (12). Onze projets 

nationaux de grande ampleur ont été sélectionnés pour lutter contre l’antibiorésistance en France. Ce 

PPR insistait sur le fait que le problème de l’antibiorésistance était multifactoriel. Il avait pour objectif 

de « structurer et de rassembler l’action de la communauté scientifique dans une stratégie One Health 

et interdisciplinaire, pour faire émerger des connaissances et des innovations, porteuses de stratégies 

et solutions nouvelles pour résoudre la crise des antibiotiques » (13). Aujourd’hui, l’ensemble des 

sociétés savantes encourage à investiguer le problème de l’antibiorésistance dans une approche non 

anthropocentrique de type One Health, en considérant que la santé de l’Homme n’est pas restreinte à 

lui-même, mais qu’elle peut également être influencée par son environnement. 

Les particularités biogéographiques et sanitaires des îles de la région occidentale de l'Océan 

Indien (La Réunion, Les Comores/Mayotte, Les Seychelles, Madagascar, Maurice) représentent à la fois 

un défi pour la mise en place de politiques de santé et un contexte favorable à l'étude des émergences 

et diffusion de l’antibiorésistance. Du fait de leur isolement géographique et de leur taille 

généralement très limitée, les diversités biologiques et environnementales que l'on rencontre sur la 

plupart des îles, excepté Madagascar, sont relativement réduites par comparaison à celles des 

continents. Les émergences épidémiques qui arrivent à s’y dérouler peuvent avoir des diffusions 

singulières et explosives. À La Réunion, les souches de BMR et de BHRe sont dépistées et surveillées 
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dans le milieu hospitalier, mais très peu de données existaient au début de ce travail sur la diffusion 

de ces bactéries dans le milieu communautaire chez l’Homme, chez les animaux ou dans 

l’environnement.  De plus, les données sur le phénomène de l’antibiorésistance sont quasi inexistantes 

dans les îles avoisinantes qui entretiennent des échanges commerciaux et des mouvements de 

populations importants avec La Réunion. La Réunion, et notamment son Centre Hospitalier 

Universitaire (CHU) considéré comme l’hôpital de référence dans la zone, est ainsi soumise à une forte 

pression d’importation de ces germes multi-résistants. Elle constitue ainsi un environnement de choix 

puisqu’à la fois cloisonnée géographiquement mais également sujette à une prévalence hospitalière 

importante en BMR et BHRe. Elle peut ainsi constituer un lieu d’étude original dans cette approche 

One Health qui prend en compte les différents biotopes potentiellement source et/ou réservoirs de 

transmission, incluant l’Homme, l’animal et l’environnement. 

Dans ce contexte, mon projet de thèse était de mieux comprendre l’émergence et la 

dynamique de diffusion des entérobactéries multi- et hautement résistantes dans les deux 

départements d’Outre-Mer (DOM) étroitement liés que sont La Réunion et Mayotte. Dans une 

première partie, une revue de la littérature et de l’état de l’art concernant le phénomène de 

l’antibiorésistance sont présentés comprenant 319 références. Dans une seconde partie, le principal 

travail scientifique a consisté à étudier la diffusion des isolats de E. coli BLSE à La Réunion dans une 

approche One Heath Homme, animal et environnement. Les résultats expérimentaux ont consisté à 

identifier plus précisément les principaux clones bactériens vecteurs de ces résistances ainsi que les 

supports génétiques de ces résistances. La fin de cette seconde partie est consacrée à la discussion 

générale des travaux et aux perspectives entrevues pour la continuité de ces recherches. 
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1 Résistances aux bêta-lactamines chez les entérobactéries 

 

La résistance aux bêta-lactamines chez les entérobactéries est essentiellement due à des mécanismes 

enzymatiques à savoir la synthèse de bêta-lactamases. Ces enzymes, présentent naturellement chez 

la bactérie ou acquises par l’intermédiaire d’éléments génétiques mobiles (plasmides, transposons, 

ICE pour Integrative and Conjugative Element), sont synthétisées dans le cytoplasme puis se 

concentrent dans l’espace périplasmique des bacilles à Gram négatif. Elles sont alors capables 

d’hydrolyser les bêta-lactamines dès leur entrée dans la bactérie et avant qu’elles n’atteignent leur 

cible, rendant de ce fait le traitement par ces molécules inefficace.  

 

1.1 Classification des bêta-lactamases 

 

Il existe plusieurs classifications des bêta-lactamases dont deux sont principalement utilisées : la 

classification structurale de Ambler et la classification fonctionnelle de Bush et Jacoby (14,15). Ces 

classifications se basent sur la structure moléculaire de ces enzymes, leur spectre d’hydrolyse ou leur 

sensibilité à certains inhibiteurs. Ces deux classifications sont complémentaires, mais on utilise 

davantage celle de Ambler en microbiologie clinique en raison de sa simplicité.  

 

1.1.1 La classification de Ambler 

 

Cette première classification, datant de 1980, est basée sur la structure primaire des bêta-lactamases 

et notamment celle de leur site actif (14). Elle distinguait initialement les bêta-lactames de classe A à 

sérine active des métallo-bêta-lactamases de classe B caractérisées par la présence d’un ou plusieurs 

ions divalent Zn2+ au niveau de leur site actif. Les enzymes de classe C, correspondant aux 

céphalosporinases, et celles de classe D correspondant aux oxacillinases, ont ensuite été ajoutées. 

Cette classification présente l’avantage d’être simple et stable dans le temps. 
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1.1.2 La classification de Bush et Jacoby 

 

La classification fonctionnelle de Bush et Jacoby est plus complexe et est basée sur le spectre 

d’hydrolyse de chaque enzyme ainsi que de leur sensibilité à certains inhibiteurs (acide clavulanique 

ou tazobactam ; et EDTA). Initialement décrite en 1989, elle a été actualisée deux fois en 1995 et 2009 

(15,16).  

 

Bush-
Jacoby 
group 
(2009) 

Bush-
Jacoby-
Medeiros 
group 
(1995) 

Molecular 
class by 
Ambler 
(subclass) 

Distinctive 
substrate(s) 
 

Inhibited by 
 

Defining characteristic(s) 
 

Representative 
enzyme(s) 
 

    

CA or 
TZBa EDTA   

1 1 C Cephalosporins No No 
Greater hydrolysis of cephalosporins than 
benzylpenicillin; hydrolyzes cephamycins 

E. coli AmpC, P99, 
ACT-1, CMY-2, FOX-
1, MIR-1 

1e NIb C Cephalosporins No No 
Increased hydrolysis of ceftazidime and 
often other oxyimino-β-lactams GC1, CMY-37 

2a 2a A Penicillins Yes No 
Greater hydrolysis of benzylpenicillin than 
cephalosporins PC1 

2b 2b A 
Penicillins, early 
cephalosporins Yes No 

Similar hydrolysis of benzylpenicillin and 
cephalosporins 

TEM-1, TEM-2, SHV-
1 

2be 2be A 

Extended-
spectrum 
cephalosporins, 
monobactams Yes No 

Increased hydrolysis of oxyimino-β-lactams 
(cefotaxime, ceftazidime, ceftriaxone, 
cefepime, aztreonam) 

TEM-3, SHV-2, CTX-
M-15, PER-1, VEB-1 

2br 2br A Penicillins No No 
Resistance to clavulanic acid, sulbactam, 
and tazobactam TEM-30, SHV-10 

2ber NI A 

Extended-
spectrum 
cephalosporins, 
monobactams No No 

Increased hydrolysis of oxyimino-β-lactams 
combined with resistance to clavulanic 
acid, sulbactam, and tazobactam TEM-50 

2c 2c A Carbenicillin Yes No Increased hydrolysis of carbenicillin PSE-1, CARB-3 

2ce NI A 
Carbenicillin, 
cefepime Yes No 

Increased hydrolysis of carbenicillin, 
cefepime, and cefpirome RTG-4 

2d 2d D Cloxacillin Variable No 
Increased hydrolysis of cloxacillin or 
oxacillin OXA-1, OXA-10 

2de NI D 

Extended-
spectrum 
cephalosporins Variable No 

Hydrolyzes cloxacillin or oxacillin and 
oxyimino-β-lactams OXA-11, OXA-15 

2df NI D Carbapenems Variable No 
Hydrolyzes cloxacillin or oxacillin and 
carbapenems OXA-23, OXA-48 

2e 2e A 

Extended-
spectrum 
cephalosporins Yes No 

Hydrolyzes cephalosporins. Inhibited by 
clavulanic acid but not aztreonam CepA 

2f 2f A Carbapenems Variable No 
Increased hydrolysis of carbapenems, 
oxyimino-β-lactams, cephamycins KPC-2, IMI-1, SME-1 

3a 3 B (B1) Carbapenems No Yes 
Broad-spectrum hydrolysis including 
carbapenems but not monobactams 

NDM-1, IMP-1, VIM-
1, CcrA, IND-1 

  B (B3)     

L1, CAU-1, GOB-1, 
FEZ-1 

3b 3 B (B2) Carbapenems No Yes Preferential hydrolysis of carbapenems CphA, Sfh-1 

a CA : clavulanic acid ; TZB : tazobactam          

 

Tableau 1. Classification fonctionnelle de Bush et Jacoby des bêta-lactamases avec correspondance avec la 

classification de Ambler. D’après Bush et Jacoby (15). 
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Cette classification compte 3 groupes principaux (Tableau 1) : 

- Le groupe 1 correspondant aux céphalosporinases non inhibées par l’acide clavulanique, le 

tazobactam ou l’EDTA. Ces enzymes sont par ailleurs inhibées par la cloxacilline. 

- Le groupe 2 correspondant aux bêta-lactamases à sérine active : ce groupe est donc le plus 

étoffé intégrant les pénicillinases, les oxacillinases, les bêta-lactamases à spectre étendu ainsi 

que des carbapénèmases, majoritairement inhibées par l’acide clavulanique et le tazobactam 

et non inhibées par l’EDTA. 

- Le groupe 3 correspondant aux métallo-bêta-lactamases à activité carbapénèmase, inhibées 

par l‘EDTA. 

 

1.2 Résistances aux céphalosporines de 3ème et 4ème génération 

 

1.2.1 Les céphalosporinases 

 

Les entérobactéries peuvent acquérir une résistance aux céphalosporines de 3ème génération (C3G) par 

2 mécanismes de production d’une céphalosporinase :  

- Elles peuvent soit déréprimer leur céphalosporinase chromosomique naturelle AmpC suite à 

des mutations dans le gène répresseur ampD. C’est le cas des entérobactéries du groupe 3 

telles que E. cloacae, C. freundii, Serratia marcescens, … Cette résistance n’étant pas 

transférable, nous ne la détaillerons pas dans ce manuscrit. 

- Elles peuvent acquérir des céphalosporinases plasmidiques issues de bactéries pathogènes 

opportunistes ou environnementales dites « progénitrices » de AmpC (17). 

La 1ère céphalosporinase plasmidique a été décrite en 1989 par Bauerfeind et al. : il s’agissait d’une 

céphalosporinase de type CMY-1 acquise par une souche de K. pneumoniae probablement à partir d’un 

transfert plasmidique provenant de l’espèce Aeromonas hydrophila (18). Plusieurs autres 

céphalosporinases plasmidiques ont ensuite été décrites chez des entérobactéries responsables 

d’infections communautaires ou nosocomiales, animales ou environnementales. Ces 

céphalosporinases ont été classées en 5 groupes en fonction de leur degrés d’homologie avec les 

céphalosporinases chromosomiques de 5 principaux progéniteurs (17) : 
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- Le groupe Aeromonas spp. composé de 2 sous-groupes : le groupe CMY-1, CMY-8 à 11, CMY-

19 et MOX-1/2 et le groupe des enzymes de type FOX  

- Le groupe C. freundii comprenant CMY-2 à 7, CMY-12 à 18, CMY-21 à 23, LAT-1 et CFE  

- Le groupe E. cloacae complexe comprenant les enzymes ACT-1 et MIR-1 

- Le groupe M. morganii avec les enzymes DHA  

- Le groupe Hafnia alvei avec les enzymes ACC (ACC-1 ayant la particularité de ne pas conférer 

de résistance à la céfoxitine). 

Tableau 2. Listes des différentes bêta-lactamases de classe C avec les insertions et délétions par rapport à 
l’enzyme AmpC de la souche de E. cloacae complex P99 (19). 

Class C β-lactamase NCBI accession no. Insertions and deletions relative to E. cloacae complex P99a 

ACC-1 WP_032491956.1 −116, +204a, +247a, −289, −290, +362, +363 

ACT-1 WP_063857727.1 −361 

ADC-7 WP_063857816.1 +0, +204a, −245, −304, −305, −306, +362 

ADC-8 WP_004923134.1 +0d, +0c, +0b, +0a, +0, −245, +362, +363, +364, +365, +366, +367 

AQU-1 WP_099156042.1 −1, −2, +204a, −243, −245, −301, −302, +362 

Burkholderia multivorans AmpC1 WP_012218336.1 +204a, −245, +362, +363, +364 

BUT-1 WP_104531863.1 +0a, +0 

CepH WP_063843234.1 −1, −2, +204a, −243, −245, +362 

CepS WP_063843235.1 −1, −2, +204a, −243, −245, +362 

CFE-1 WP_032490699.1 None 

CMA-1 WP_032974004.1 −1, −2, −3, −4, −5, −6, −116, +204a, −245, +362 

CMH-1 WP_063859580.1 None 

CMY-2 WP_000976514.1 None 

CSA-1 WP_007888761.1 −1, −2, −3, −4, −5, −6, −116, +204a, −245, +362 

DHA-1 WP_004236386.1 −1, −2, −3, −4, −301 

Escherichia coli AmpC WP_001336292.1 −1, −2, −3 

EC-5 WP_001443153.1 −1, −2, −3 

Edwardsiella AmpC WP_041692555.1 +0a, +0 

FOX-4 WP_032489727.1 −1, −2, +204a, −243, −245, +362 

LHK-1 WP_081666691.1 −1, −2, −3, −4, +204a, −245 

LRA-10 WP_099982803.1 −1, −126, +204a, −245, −361 

LRA-18 WP_099982801.1 −1, −245, −311, +362, +363, +364, +365 

Mycobacterium smegmatis AmpC WP_011729443.1 −1, −2, −3, −4, −5, −6, +204a, −245, −305, −306, +362 

MIR-1 WP_032489464.1 None 

MOX-1 WP_032489888.1 +0, +204a, −243, −245, −301, −302, −303, +362 

OCH-1 WP_040129485.1 +0, +204a, −245, +362, +363, +364 

PAC-1 WP_034051940.1 −1, −2, −3, −4, −5, −116, +204a, −245, +362 

PDC-1 WP_003101289.1 
+125a, +204a, −245, +362, +363, +364, +365, +366, +367, +368, 
+369, +370 

SRT-1 WP_063864749.1 −1, −2, −3, −4, −5, −6, −116, +204a, −245, +362, +363 

SST-1 WP_063864750.1 −1, −2, −3, −4, −5, −6, −116, +204a, −245, +362, +363 

TRU-1 WP_042027926.1 −1, −2, +204a, −243, −245, +362 

Un moins (-) indique une délétion, et un plus (+) une insertion. Les lettres ajoutées indiquent qu'une insertion 

suit un numéro de résidu donné. 
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Il est à noter que les céphalosporinases plasmidiques ACC-1, ACT-1, DHA-1, DHA-2 et CMY-13 sont 

inductibles car le gène ampC est accompagné du gène régulateur ampR.  Certaines céphalosporinases 

telles que CMY-33, CMY-44 sont résistantes également aux céphalosporines de 4ème génération (C4G) 

comme le céfépime.  

Très récemment, Mack et al. ont proposé une numérotation standardisée des résidus d’acides aminés 

(AA) des bêta-lactamases de classe C pour harmoniser les échanges dans la communauté scientifique 

(19). Ils proposent ainsi une numérotation des AA basée sur l'alignement structurel des bêta-

lactamases de classe C (appelé schéma « SANC »), ou bien le terme plus simple de "position 

structurelle" de chaque AA par alignement sur la séquence d'acides aminés de la forme mature de la 

P99 AmpC initialement caractérisée chez une souche d'E. cloacae complexe (ou plus précisément d’un 

Enterobacter hormaechei [numéro d'accès GenBank CAA30257.1]).  Il est cité dans cet article une liste 

actualisée de 2020 de l’ensemble des bêta-lactamases de classe C et de leur insertions/délétions par 

rapport à la souche de E. hormaechei P99 (Tableau 2). 

CMY-2 est la céphalosporinase plasmidique qui a le plus diffusée dans le monde et notamment chez 

des souches animales de Salmonella sp. En France, DHA-1 est l’enzyme la plus représentée (57,4%) 

dans les souches d’entérobactéries résistantes aux C3G reçues par le Centre National de Référence 

(CNR) de la Résistance aux antibiotiques de Clermont-Ferrand (20). Cette diffusion est prépondérante 

chez les souches de K. pneumoniae (90,2%) alors que chez E. coli, c’est l’enzyme CMY-2 qui domine 

(76,9%). L’enzyme CMY-2 occupe le deuxième rang des céphalosporinases toutes espèces confondues 

avec 22,3% (20). Ces céphalosporinases médiées par des plasmides sont problématiques dans le sens 

où ces plasmides sont également porteurs de gènes de résistance à d’autres classes d’antibiotiques 

telles que les aminosides, les fluoroquinolones, les sulfamides ou la tétracycline ; ou d’autres gènes 

codant pour d’autres bêta-lactamases (PSE-1, TEM-1, CTX-M, SHV, VIM). 

  

1.2.2 Les bêta-lactamases à spectre étendu 

 

Les bêta-lactamases à spectre étendu sont des enzymes qui ont « élargi » leur spectre d’hydrolyse aux 

C3G et partiellement aux C4G. Ces enzymes possèdent un spectre de substrat large incluant les 

pénicillines, les céphalosporines, l’aztréonam mais épargnent les céphamycines et les carbapénèmes. 

La très grande majorité des BLSE sont des enzymes de la classe A de Ambler (et de la classe 2be de 

Bush), elles sont ainsi inhibées par l’acide clavulanique et le tazobactam (Annexes 1 et 2). On peut ainsi 
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observer un phénomène de synergie entre les C3G, les C4G ou l’aztréonam avec l’acide clavulanique. 

Cette synergie permet la détection phénotypique de ces BLSE sur l’antibiogramme par une zone 

d’inhibition dit « en bouchon de champagne » ou « en trou de serrure » pour les anglophones. Cette 

détection est aujourd’hui le plus souvent réalisée par la technique des disques combinés selon les 

recommandations de l’EUCAST et du CA-SFM : un gain ≥ 5 mm de diamètre du disque combiné de C3G 

+ acide clavulanique par rapport au disque de C3G seule signalant la présence d’une BLSE (21). La 

première souche d’entérobactérie productrice de BLSE (E-BLSE) a été décrite en 1983 en Allemagne : 

il s’agissait d’une souche de K. pneumoniae synthétisant une enzyme de type SHV-2 (mutant ponctuel 

de la pénicillinase naturelle SHV-1) (22). Il existe aujourd’hui un très grand nombre de BLSE décrites 

(>300) et listées par le site http://www.lahey.org/studies (23,24). 

Il existe 2 catégories de BLSE : (i) les « anciennes » BLSE qui dérivent par mutations ponctuelles des 

pénicillinases naturelles TEM-1/2 et SHV-1 et (ii) les « nouvelles » BLSE (notamment les enzymes 

CTX-M) issues de transferts plasmidiques à partir de bactéries environnementales. Si jusque dans les 

années 1990, la majorité des BLSE étaient les enzymes de type TEM/SHV détectées en milieu 

hospitalier, on a assisté à partir de 1995 à une explosion des enzymes de type CTX-M responsables de 

la majorités des infections à E-BLSE, tant hospitalières que communautaires (25).  

 

1.2.2.1 Les « anciennes » BLSE : TEM et SHV 

 

Les anciennes BLSE sont issues de mutations ponctuelles survenues chez des pénicillinases à spectre 

étroit TEM-1/-2 (TEMoneira) et SHV-1 (SulfHydryl Variable) leur ayant permis d’étendre leur spectre 

d’hydrolyse. En effet, ces mutations qui affectent le site actif permettent l’hydrolyse des substrats de 

type C3G et l’aztréonam.  

Il existe aujourd’hui près de 250 dérivés de TEM-1/-2 dont plus de 150 ont un phénotype BLSE 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pathogens/refgene/#tem). Les principales mutations responsables du 

phénotype BLSE, chez les bêta-lactamases de type TEM, surviennent aux positions 238(Gly→ser), 

240(Glu→Lys), 104(Glu→Lys) et 164(Arg→Ser ou Arg→His) (Figure 1, 24). La plupart des structures 

entourant les gènes blaTEM BLSE dérivent d'une structure commune de type transposon Tn3 (26). Le 

gène blaTEM-52 a été à de nombreuses reprises associé à des plasmides de type IncI1 mais aussi sur des 

plasmides de type IncA/C, IncN et IncX (26).  

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pathogens/refgene/#tem
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Figure 1. Substitutions en acides aminés des dérivés BLSE (et autres) de type TEM.  D’après Bradford et al.  

(24) 

*variant pénicillinase, ** variant TRI 

 

La première enzyme BLSE de type SHV, SHV-2, a été décrite en 1983 et a été détectée dans une souche 

de Klebsiella ozaenae isolée en Allemagne (22,27). On compte aujourd’hui environ 230 dérivés de 

l’enzyme SHV-1 dont près de 120 avec un phénotype BLSE 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pathogens/refgene/#shv). A l’image des enzymes de type TEM, la 

grande majorité des mutations a lieu dans des « hot spots » qui sont les positions 238(Gly→Ser) et 

240(Glu→Lys) (Figure 2, 24). La majorité des enzymes SHV BLSE a été détectée chez K. pneumoniae ou 

E. coli (28). Des plasmides appartenant à 7 profils d’incompatibilité ont été décrits comme support des 

gène blaSHV codant pour des BLSE à savoir A/C, F, HI2, I1, L/M, N, X3 (Figure3, 28). Le plasmide de type 

IncI1-ST5 a plus particulièrement été décrit comme porteur du gène blaSHV-12 chez l’animal (29). Il est à 

noter que le gène blaSHV-12 a été décrit comme appartenant au même déterminant plasmidique que 

celui codant pour la résistance aux fluoroquinolones QnrB, permettant potentiellement une co-

sélection de ces 2 gènes (30). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pathogens/refgene/#shv
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Figure 2. Substitutions en acides aminés des dérivés BLSE (et autres) de type SHV. D’après Bradford et al (24). 

*variant pénicillinase 

 

 

 

Figure 3. Répartition mondiale des familles de plasmides codant pour les gènes blaSHV-2, blaSHV-2a, blaSHV-5 et 

blaSHV-12. D’après Liakopoulos et al. (28) 

Les profils Inc/rep sont représentés en différentes couleurs. Divers symboles représentent des sources humaines, 

bovines, porcines, de volaille, de faune sauvage, de sol ou d'eaux usées. 
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1.2.2.2 Les « nouvelles BLSE » : CTX-M et autres enzymes de classe A 

 

Les enzymes de type CTX-M 

 

Les enzymes CTX-M (pour CéfoTaXimase décrite pour la 1ère fois à Munich) sont les enzymes BLSE les 

plus répandues dans le monde (31). Elles ont connu une dissémination exponentielle depuis les années 

2000 et sont devenues ultra-majoritaires. À titre d’exemple, elles représentaient 90,1% des souches 

productrices de BLSE reçues par le CNR de Clermont-Ferrand en 2018 (20). La première enzyme de 

type CTX-M a été détectée pour la 1ère fois en 1986 au Japon sous le nom de TOHO-1, qui a ensuite été 

reclassée en CTX-M-44 du fait de son homologie structurale avec cette famille (32). Par contre, les 

enzymes CTX-M ne sont pas proches structurellement avec les TEM et SHV (<40% d’homologie de 

séquence) (33). Au niveau de leur spectre de substrat, ces enzymes hydrolysent préférentiellement le 

céfotaxime (d’où leur nom de céfotaximase), et de manière plus modérée la ceftazidime et 

l’aztréonam. Certains variants tels que CTX-M-15, CTX-M-16, CTX-M-27 ou CTX-M-32 sont cependant 

capables d’hydrolyser la ceftazidime à un niveau plus élevé (33). Cette hydrolyse plus importante de la 

ceftazidime peut être due à 2 mutations modifiant le site actif de l’enzyme en position 240(Asp → Gly) 

de la sous-unité β3 ou en position 167 dans la boucle Ω (Figure 4, 34). Ces enzymes sont inhibées par 

l’acide clavulanique, le tazobactam, l’avibactam ou l’acide boronique. 

 

 

Figure 4. Modulation du spectre de substrat des enzymes de type CTX-M par des mutations ponctuelles. 

D’après Rossolini et al. (34) 
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À ce jour, 244 variants de CTX-M ont été décrits 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pathogens/refgene/#ctx-m, recherche du 15/03/2021).  

Ces variants sont classés en 7 groupes phylogénétiques distincts (Figure 5, 35) : 

- Le groupe CTX-M-1 dont le progéniteur commun est CTX-M-3 et qui comprend notamment 

CTX-M-15 

- Le groupe CTX-M-2 qui comprend le premier variant décrit CTX-M-44 (ou TOHO-1) 

- Le groupe CTX-M-8 

- Le groupe CTX-M-9 dont le progéniteur commun est CTX-M-14 et qui comprend également 

CTX-M-27 

- Le groupe CTX-M-25 

- Le groupe CTX-M-45 

- Le groupe CTX-M-64. 

Les enzymes de chaque groupe partagent à minima 95,2% d’homologie de séquences. Les 2 enzymes 

les plus éloignées phylogénétiquement étant CTX-M-4 et CTX-M-45 avec 91 substitutions d’acides 

aminés.  

Depuis les années 2000, les enzymes de type CTX-M sont devenues majoritaires et ont diffusé par 

plusieurs mécanismes dans le monde entier. Initialement décrites de manière sporadique au Japon 

(FEC-1), en Europe (MEN-1, CTX-M-1) et en Argentine (CTX-M-2), elles ont connu une croissance 

exponentielle faisant même évoquer par certains auteurs une « pandémie CTX-M » (36).  

Les enzymes de type CTX-M sont le plus souvent portées par des plasmides, même si elles peuvent 

être chromosomiques. Ce phénomène a participé à leur diffusion à la fois géographique et inter-

espèces et aux phénomènes de co-résistance et co-sélection. Mais ce phénomène est complexe et a 

également mis en jeu d’autres supports génétiques tels que des séquences d’insertion (et notamment 

ISEcp1), des intégrons de classe 1 (associé à la séquence d’insertion ISCR1) et même des phages 

(Annexe 1, 35). Les bactéries progénitrices du gène blaCTX-M ont été identifiées comme appartenant au 

genre Kluyvera qui sont des entérobactéries environnementales (K. ascorbata pour les enzymes du 

groupe CTX-M-2, et K. georgiana pour les groupes CTX-M-8, -9 et -25 et K. cryocrescens pour les 

enzymes du groupe CTX-M-1/3). A titre d’exemple, l’enzyme chromosomique KLUA-2 de K. ascorbata 

partage 100% d’homologie avec l’enzyme plasmidique CTX-M-5 ou KLUG-1 99% d’homologie de 

séquence en AA avec CTX-M-8 (37,38). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pathogens/refgene/#ctx-m
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Figure 5. Arbre phylogénétique des enzymes de la famille CTX-M basé sur la séquence des acides aminés. 

D’après Zhao et al. (35) 

 

Un autre phénomène important a été la diffusion dans de nouvelles espèces d’entérobactéries et 

notamment E. coli alors. Cette évolution épidémiologique constitue une menace de santé publique 

majeure puisque que E. coli est à la fois une germe commensal prépondérant du tube digestif chez 

l’Homme (107-109 E. coli par gramme de fèces) et la première cause d’infection nosocomiale et 

communautaire en France (5,39).  
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Figure 6. Identification des gènes intrinsèques des céfotaximases chez Kluyvera spp. comme source originale 

des enzymes CTX-M acquises sur la base de leurs identités d'acides aminés et des homologies des séquences 

voisines des gènes associés. D’après Zhao et al. (35) 

c-CTX-M, CTX-M identifié sur le chromosome de Kluyvera spp. ; p-KLUC-2, KLUC-2 identifié sur le plasmide dans 

un isolat clinique de Enterobacter cloacae. 

 

Cette « success story » des enzymes CTX-M, et notamment de l’enzyme CTX-M-15, est due à 

l’association de 2 phénomènes : un transfert « génomique » efficace de gènes de résistance intra- et 

inter- espèces via les plasmides (notamment IncFII, ainsi que le complexe intégron de classe I – ISCR1 

et les ISEcp1 et IS26) et le transfert chez des clones à diffusion inter-continentale comme le clone E.coli-

O25:H4-ST131 (Figure 7, 37–39). 

 

Figure 7. Éléments génétiques mobiles responsables de la capture et de la mobilisation des gènes blaCTX-M (42). 

ISEcp1 est situé en amont des gènes blaCTX-M et est responsable de la capture initiale et de la mobilisation des 

gènes de type klua à partir des chromosomes de Kluyvera spp. sur des plasmides à spectre d’hôtes étroit (IncF) 

et à large spectre d'hôtes (c'est-à-dire IncK, IncI1 et IncN). Ces plasmides se sont ensuite retrouvés dans la 

population de E. coli. Les plasmides IncF ont utilisé des systèmes de destruction et d'accoutumance post-

ségrégation pour assurer leur propagation parmi les clones à haut risque tel que le clone ST131. 
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Figure 9. Arbre phylogénétique de 72 souches d’Escherichia représentant le genre dans son ensemble. D’après 

Denamur et al. (4) 

L’arbre phylogénétique a été construit à partir des SNPs (n = 374678) des gènes du core-genome (n=1302).  

Le clone E. coli ST131 appartient au phylogroupe B2. Les 2 principaux phénotypes retrouvés dans ce 

clone sont O16:H5, O25:H4 (4). L’analyse phylogénétique des souches de E. coli ST131 a permis de 

différentier ce clone en en trois clades (46) : 

- Le clade A ancestral associé principalement au fimH41 

- Le clade B associé au fimH22 

- Le clade C, aujourd’hui majoritaire, associé au fimH30 

Des études longitudinales ont démontré que si le clade B dominait au sein du clone ST131 avant les 

années 1990, le clade C domine depuis les années 2000 (47). Le clade C, très souvent associé à une 

résistance aux fluoroquinolones (mutations gyrA ou parC), peut lui-même être divisé en 2 sous-clades 
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C1 (associé au gène blaCTX-M-27 et qui a émergé au Japon) et C2 sur lequel s’est greffé le gène blaCTX-M-15 

dans les années 1990 (48). C’est probablement l’acquisition avant les années 1980 d’îlots génomiques 

préalable à la future acquisition de cette résistance aux fluoroquinolones qui est, en partie, 

responsable de l’émergence du clade C au dépend du clade B (sensible aux fluoroquinolones) (Figure 

10 ; 49,50). De récentes études ont cependant signalé la dissémination du clone C1-M27 en Europe 

(51). D’autres sous-clones non fimH30, tels que fimH41 (clade A ancestral) et fimH22 (clade B) ont 

également été décrits comme associés aux gènes blaCTX-M, notamment blaCTX-M-14 au Japon (48).  

 

 

Figure 10. Évolution progressive des clades B, B0, C0 et C du clone Escherichia coli ST131. D’après Pitout et al. 
(46) 
FQ : fluoroquinolones ; GI : îles génomiques ; Inc : profils d’incompatibilité ; Phi : prophages ; ST : sequences 
types. 

 



1ère PARTIE : REVUE DE LA LITTERATURE ET ETAT DE L’ART  

37 
 

Les autres enzymes « mineures » de classe A : PER, VEB, GES 

 

D’autres enzymes de classe A dites « mineures » et moins prévalentes que CTX-M, SHV et TEM ont été 

décrites. Celles-ci présentent des distributions géographiques et des spectres d’hôtes différents, 

souvent partagés avec les bacilles à Gram négatif (BGN) non fermentant (Pseudomonas aeruginosa, 

Acinetobacter baumannii, …).  

L’enzyme PER-1 (Pseudomonas Extended Resistance) a initialement été décrite chez une souche de 

P. aeruginosa en Turquie en 1993 puis a diffusé chez certaines entérobactéries telles que S. enterica 

(sérotype Typhimurium), Providencia spp. et P. mirabilis (52). Une étude récente a démontré un 

pourcentage élevé (78 à 96%) d’homologie de séquence entre PER-1 et certaines enzymes 

chromosomiques du genre Pararheinheimera spp., décrivant cette espèce environnementale comme 

probable progénitrice des enzymes de type PER (53). Les enzymes PER sont souvent associées au 

niveau génomique à des IS de type ISCR1, ISPa12 ou ISPa13. Il existe à ce jour 16 variants décrits des 

enzymes VEB (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pathogens/refgene/#per). 

L’enzyme VEB-1 (Vietnam Extended-Spectrum bêta-lactamase), qui partage 38% d’identité avec PER-1, 

a été pour la 1ère fois décrite chez une souche de E. coli d’un patient vietnamien en 1996 et a 

rapidement diffusé dans ce pays et en Thaïlande (54). Ces enzymes VEB ont également été décrites 

chez E. cloacae en France et en Chine (VEB-3), ainsi que chez P. mirabilis en Corée du Sud (VEB-1), E. 

coli et S. enterica (sérovar Worthington) au Royaume-Uni (VEB-5) ou K. pneumoniae en Iran (VEB-1)  

(55–58).  Les gènes blaVEB sont les plus souvent portés en tant que « cassette » dans des intégrons de 

classe I et donc souvent associés à d’autres gènes de résistance comme notamment qnrA. Il existe à ce 

jour 27 variants décrits des enzymes VEB (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pathogens/refgene/#veb). 

Les enzymes de type GES (Guyana Extended Spectrum) sont des BLSE émergentes de plus en plus 

décrites chez les entérobactéries et les BGN non fermentant. Isolée pour la 1ère fois chez une souche 

de K. pneumoniae issue d’une patiente originaire de Cayenne en Guyane, l’enzyme GES-1 est une BLSE 

qui n’hydrolyse pas l’aztréonam. Les principales BLSE de type GES sont GES-1, GES-3 et GES-7, 

principalement décrites en Amérique du Sud, au Japon, en Corée du Sud, en Grèce et au Portugal (55). 

Certains variants (dont les principaux sont GES-2 et GES-5), ont un profil hydrolytique différent et sont 

capables d’hydrolyser les carbapénèmes +/- les céphamycines (cf. infra). Les gènes blaGES sont le plus 

souvent portés par des intégrons de classe I et exceptionnellement de classe 3 (59–61). Il existe 

aujourd’hui 46 variants de GES décrits, dont 37 avec des profils d’hydrolyse de type BLSE 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pathogens/refgene/#ges). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pathogens/refgene/#per
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pathogens/refgene/#veb
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pathogens/refgene/#ges
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Enfin, certaines BLSE de classe A ont été décrites de manière très sporadique telles que SFO-1 (Serratia 

FOnticola), BES-1 (Brazilian Extended-Spectrum beta-lactamase), BEL-1 (BELgium extended-spectrum 

beta-lactamase) et TLA-1 (TLAhuicas, tribu indienne) (55).  

 

Une liste exhaustive des 132 bêta-lactamases de class A a été recensée en février 2019 par Philippon 

et al. Leur phylogénie est référencée en Annexe 2 (62,63). 

 

1.2.2.3 Les BLSE de classe D : Oxacillinases  

 

Les oxacillinases (ou OXA) constituent une famille très diversifiée d’enzymes capables d’hydrolyser la 

cloxacilline, l’oxacilline et la méticilline mais elles sont généralement peu inhibées par l’acide 

clavulanique (hormis quelques exceptions comme OXA-18, OXA-45). Elles sont en général subdivisées 

en 3 sous-classes : les oxacillinases à spectre restreint, les oxacillinases à spectres étendu (ou ES-OXA) 

et les oxacillinases à activité carbapénèmase. 

  

 

Figure 11. Alignement des séquences d'acides aminés de 4 variants BLSE de l'enzyme à activité carbapénèmase 

OXA-48. D’après Oueslati et al. (64) 

Les motifs d'acides aminés qui sont bien conservés parmi les lactamases de classe D sont indiqués par un dégradé 

de gris, et le cadre noir correspond à la boucle β5-β6. La numérotation est conforme à la séquence OXA-48. 

 

La première BLSE de la classe D (OXA-11, liée à OXA-10) a été décrite chez une souche de P. aeruginosa 

provenant de Turquie en 1991 (65). Les BLSE de classe D (ou ES-OXA) n’ont que très peu été décrites 

chez les entérobactéries. Elles dérivent de mutations ponctuelles dans certaines oxacillinases à spectre 

restreint telles que OXA-2, OXA-10 ou OXA-13 (55). Plus récemment, certains variants d’OXA-48 ayant 
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un spectre d’hydrolyse de type BLSE ont été décrits tels que OXA-163 (E. cloacae et K. pneumoniae, 

Argentine, 2008 ; K. pneumoniae, Egypte, 2009-2010), OXA-247 (K. pneumoniae, Argentine, 2010), 

OXA-405 (E. coli, USA, 2015) et OXA-439 (S. marcescens, France, 2012) (Figure 11, 64,66,67). 

 

1.3 Résistances aux carbapénèmes 

 

1.3.1 Les carbapénèmases 

 

Il existe 3 types d’enzymes à activité carbapénèmasique correspondant aux enzymes de classes A, B et 

D de Ambler. En plus d’hydrolyser les carbapénèmes, celles-ci hydrolysent pour la plupart les autres 

bêta-lactamines de type pénicillinase ou C3G, ou sont associées à des céphalosporinases ou des BLSE 

de classe A acquises. De plus, de par le support génétique de ces enzymes, ces souches sont 

fréquemment résistantes à d’autres classes d’antibiotiques et donc qualifiées de bactéries hautement 

résistantes émergentes (BHRe) au sens de la définition française du Haut Conseil de Santé publique 

(68). D’un point de vue plus consensuel, ces bactéries sont qualifiées d’ultra-résistantes (en anglais : 

eXtensively-Drug Resistant ou XDR) ou toto-résistantes (en anglais : Pan-Drug Resistant ou PDR) selon 

la définition internationale définit par Magiorakos et al. en 2012 (69). Ces Entérobactéries 

Productrices de Carbapénèmase (EPC) constituent ainsi une menace majeure de Santé publique dans 

la mesure où elles pourraient aboutir à des impasses thérapeutiques dans les prochaines décennies. 

La lutte contre l’antibiorésistance visant à limiter l’émergence et la propagation des EPC a été placée 

dans les priorités de nos autorités sanitaires avec de vastes plans à la fois de santé publique et de 

recherche (cf. introduction générale). 

En France, l’ensemble des cas d’EPC sont recensés par Santé Publique France (SPF) et ont connu une 

croissance très importante au cours de 2 dernières décennies, avec une proportion relativement 

constante des cas sans lien rapporté avec l’étranger (40-50%) (Figure 12, 70). Le 1er cas d’EPC détecté 

en France a été signalé à SPF en 2004 : il s’agissait d’une souche de K. pneumoniae arborant les 

enzymes VIM-1 et SHV-5 détectée chez un patient rapatrié de Grèce (71). 
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1.3.1.1 Les carbapénèmases de classe A 

 

Les carbapénèmases de classe A appartiennent à la classe 2f de Bush et Jacoby et sont capables 

d’hydrolyser les carbapénèmes +/- les C3G et les céphamycines. Elles sont inhibées par l’acide 

clavulanique, mais également d’autres inhibiteurs récemment utilisés en thérapeutique comme 

l’avibactam, le tazobactam, le relebactam ou le vaborbactam (72). 

Parmi ces enzymes, on compte d’une part les carbapénèmases d’origine chromosomique telles NmcA 

(E. asburiae), IMI-1 (E. cloacae), Sme (S. marcescens) et SFC-1 (S. fonticola) (73). Et d’autre part les 

carbapénèmases acquises, le plus souvent de localisation plasmidique, telles que KPC, BKC-1, IMI-2, -

3, -5 et -6, FRI-1 et certains variants de GES notamment GES-5 (74–76). Dans la récente revue de 2019 

sur les bêta-lactamases de classe A, une nouvelle enzyme VCC-1 a été détectée chez une souche de 

Vibrio cholerae dans des crevettes originaires d’Inde introduites au Canada (Annexes 2, 63). L’enzyme 

VCC-1 était localisée sur le chromosome et associée à une séquence d’insertion de type ISVch9 (77).  

 
Figure 12. Évolution par mois du nombre d’épisodes impliquant des EPC en France signalés entre 2009 et 

2016, selon la mise en évidence ou non d’un lien avec un pays étranger (n=3595). D’après Pontiès et al. 
(70) 

 

 Les carbapénèmases de type KPC 

 

Les enzymes de type KPC (Klebsiella Pneumoniae Carbapenemase) sont les plus répandues dans le 

monde. Le premier variant de cette famille KPC-1 a été identifié en 1996 dans la région de New York 

(78). Elle a ensuite diffusé dans les états voisins de la côte Est des Etats-Unis et à Porto Rico, puis s’est 
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répandue en Colombie, en Israël, en Grèce et en Chine (Figure 13, 79). En France, la première enzyme 

de type KPC a été détectée en 2005 chez un patient précédemment hospitalisé dans un hôpital  

new-yorkais (80). Aujourd’hui, les carbapénèmases KPC représentent environ 3% des souches d’EPC 

reçues par le CNR de Bicêtre (81,82). 

Les carbapénèmases de type KPC sont le plus souvent produites par des souches de K. pneumoniae 

hospitalières, et peuvent être responsables d’épidémies de plasmides chez différentes entérobactéries 

(83–85). Le gène blaKPC est le plus souvent localisé au sein de transposons (Tn4401, famille de Tn3 pour 

blaKPC-2) (86–88). A l’image du clone E. coli ST131 pour CTX-M-15, le clone K. pneumoniae ST258 associé 

aux plasmides du groupe d’incompatibilité IncF et IncI2 ont probablement joué un rôle de vecteur dans 

la dissémination mondiale de KPC-2 et KPC-3. (89–92). 

  

 

Figure 13. Répartition géographique des enzymes de type KPC. D’après Nordmann et al. (79) 

En violet, les régions où les bactéries productrices d’enzymes de type KPC sont endémiques ; en vert foncé, les 

régions dans lesquelles des épidémies ont été décrites ; en vert clair, les régions dans lesquelles des cas 

sporadiques ont été décrits.  A. Carte de répartition dans le monde ; B. Carte de répartition aux Etats-Unis ; 

C. Carte de répartition en Europe et D. Carte de répartition en Chine. 
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Les carbapénèmases de type GES 

 

Comme mentionné ci-dessus, les enzymes GES sont initialement des BLSE de classe A dont certains 

mutants (Gly170→Asn ou Ser) ont étendu leur spectre d’hydrolyse aux carbapénèmes. Les 

carbapénèmases de type GES sont peu décrites chez les entérobactéries. Si les principaux variants 

carbapénèmase sont GES-2 et GES-5, il existe également GES-4, -6, -13, -14, -15,-16, -18, -20 et -24. Les 

premières souches de type GES-5 ont été identifiées en Corée du Sud en 2003 (K. pneumoniae) et en 

Grèce en 2006 (K. pneumoniae et E. coli) (93–95). Une première souche de E. cloacae productrice de 

la carbapénèmase IBC-1 (ultérieurement reclassée en GES-7) avait été détectée en Grèce en 1999 (96). 

En France, la première souche d’entérobactérie (K. pneumoniae) productrice de carbapénèmase de 

type GES a été décrite en 2016 chez un patient précédemment hospitalisé à Bangkok, mais très peu de 

souches sont détectées chaque année (97). Les carbapénèmases de type GES sont caractérisées par 

une hydrolyse lente des carbapénèmes, des céphamycines mais pas de l’aztréonam (à l’exception de 

GES-14) (Tableau 3, 98,99).  Cette caractéristique peut rendre ces enzymes difficiles à détecter par des 

méthodes basées sur l’hydrolyse d’un carbapénème comme les tests colorimétriques ou la 

spectrométrie de masse MALDI-TOF (100,101). 

 

Les carbapénèmases apparentées du groupe NmcA, IMI, FRI, SME 

 

Les gènes codants pour les carbapénèmases de classe A NmcA, IMI, FRI et SME ont pour point commun 

d’être associés à des régulateurs transcriptionnels de type LysR. Les enzymes IMI-1 et NmcA sont très 

proches et partagent 97% d’identité au niveau de leur séquence d’AA (102). Un autre point important 

est que ces enzymes ont été détectées dès les années 1980. SME-1 produite par S. marcescens a été 

décrite en 1982 à Londres et IMI-1/NmcA chez des souches cliniques de E. cloacae en 1984 aux USA, 

avant la 1ère utilisation de l’imipénème en thérapeutique dans les hôpitaux américains en 1985 

(102,103). Cela suggère fortement que ces 4 enzymes ont un progéniteur commun probablement 

environnemental inconnu à ce jour (Figure 14, 99). IMI-2 est le premier variant à localisation 

plasmidique (IncFII) ayant été décrit dans des souches de E. asburiae clonalement reliées et détectées 

dans des rivières du Middle-Ouest aux Etats-Unis (104). Ce variant a également été identifié dans un 

isolat clinique d’E. cloacae en Chine dans les années 2000, et plus récemment chez E. coli en Espagne 

et K. pneumoniae en Angleterre (105–107). Les variants IMI-3, -5 et -6 sont également le plus souvent 

portés par des plasmides (76). Les gènes blaIMI-2 et blaIMI-3 sont souvent localisés sur des IS de type 

ISEcl3, ISEcl1, ISEc36 ou sur des transposons composites de type Tn6306 (75,108). Ces enzymes 

(principalement IMI-1) sont de plus en plus décrites dans le monde y compris en Europe (Finlande, 
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Irlande, Autriche, République tchèque, Italie) ou en Asie (Singapour, Japon, Polynésie française) (109–

116). Récemment Boyd et al. ont identifié la structure génétique commune portant les gènes 

blaIMI/NmcA à savoir Eclo-IMEX 1 à 7 définit comme des integrative mobile element dépendant des 

recombinases XerC/XerD et reconnaissant des motifs de type Dif-R/Dif-L, permettant ainsi la 

mobilisation de ces gènes hors du chromosome par recombinaison (117). Les enzymes de type IMI 

représentent environ 0,5 à 1% des souches d’EPC reçues par le CNR de Bicêtre ces 5 dernières années.  

  

 

Figure 14. Section d’arbre phylogénétique des carbapénèmases de classe A encodées sur le chromosome ou 
sur des plasmides. Adapté de Naas et al (99). 

 

L’enzyme FRI-1 a été décrite beaucoup plus récemment en 2015 également chez une souche de 

E. cloacae détectée chez un patient hospitalisé à Paris et originaire de Suisse (74). Comme le gène 

blaIMI-2, blaFRI-1 est bordé par deux séquences d’insertion de type ISRaq1 et IS66-like, et l’ensemble est 

contenu sur un plasmide non encore caractérisé à ce jour. 

Les enzymes de ce groupe ont un spectre de substrat similaire avec une forte hydrolyse des 

benzylpénicillines, de l’aztréonam et de l’imipénème, mais pas des C3G ou de la céfoxitine. Elles sont 

peu inhibées par l’acide clavulanique et le tazobactam et fortement inductibles par l’imipénème et la 

céfoxitine (95,99). Un total de 21 variants de l’enzyme IMI sont décrits à ce jour sur le site du NCBI 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pathogens/refgene/#imi). 

Une récente revue de Bonnin et al. des carbapénèmases mineures mentionnait des carbapénèmases 

très peu décrites mais probablement sous-estimées telles que BKC (Brazilian Klebsiella 

Carbapenemase) ou des mutations ponctuelles d’enzyme appartenant à la classe des BLSE ayant acquis 

une activité carbapénèmasique telles que SHV-38 ou CTX-M-33 (75,118–120). 

Le Tableau 3 résume les profils de substrats et d’inhibitions des principales carbapénèmases de classe 

A (99).  

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pathogens/refgene/#imi
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Tableau 3. Profils de substrats et d’inhibition des carbapénèmases de classe A (adapté de Queenan et al. 

(99,121)). 

        Hydrolysis Profile Inh 

Enzyme 
Number of 

Variants 
Host Expression Type PEN CEF CEP-I CEP-III AZT CARBA CA 

Chromosome                     

NmcA 1 E. cloacae inducible LysR + + + + + + + 

IMI-1-like 8 E. cloacae inducible LysR + − + − + + + 

SME-like 6 S. marcescens inducible LysR + − + ± + + + 

SFC-1 1 S. fonticola constitutive + + + − + + − 

BIC-1 1 P. fluorescens constitutive + ± + ± + + − 

SHV-38 1 K. pneumoniae constitutive + − + + + ± ++ 

FPH-1 1 F. philomiragia constitutive + − + + + + ± 

PenA 1 B. multivorans constitutive + − + + + + ± 

Plasmid                     

IMI-2  E. asburiae, E. coli inducible LysR + − + − + + + 

KPC-like 22 
Enterobacteriaceae, 

P. aeruginosa,       
A. baumannii 

constitutive + ± + + + + ± 

GES-like 23 
Enterobacteriaceae, 

P. aeruginosa,        
A. baumannii 

constitutive + ±a + + −b ± ± 

FRI-1 1 E. cloacae inducible LysR + − + + + + + 

a + pour les variants GES disposant d’une sérine en position 170. 
b À l'exception des variants de GES qui disposent d’une sérine ou d’une alanine en position 243. 
# Symboles : + : forte hydrolyse (généralement, kcat > 2 s−1) ; ± : faible hydrolyse (généralement, kcat entre 0,5 et 

2 s−1) ; − : pas d’hydrolyse rapportée (généralement, kcat < 0,5 s−1). 
§ Abréviations : Inh : Inhibition ; PEN : Pénicillines ; CEF : Céfoxitine ; CEP-I : Céphalosporine de 1ère génération ; 

CEP-III : Céphalosporine de 3ème génération ; AZT : Aztréonam ; CARBA: Carbapénèmes ; CA : acide clavulanique. 

 

1.3.1.2 Les carbapénèmases de classe B 

 

La 1ère enzyme à activité « métallo-bêta-lactamase » (MBL) a été décrite en 1966, puis 1970 chez 

Bacillus cereus suite à la découverte d’un co-facteur Zn2+ nécessaire à l’action d’hydrolyse de 

l’antibiotique par l’enzyme (122,123). La première carbapénèmase à activité métallo-bêta-lactamase 

CcrA n’a été décrite qu’en 1983 chez Bacteroides fragilis au Japon en 1983 (124). D’autres 

carbapénèmases chromosomiques de classe B ont ensuite été décrites comme CphA chez Aeromonas 

hydrophila, ou GOB chez Elizabethkingia meningoseptica (ancien Chryseobacterium meningosepticum) 

(125,126). Une seconde catégorie de métallo-bêta-lactamases acquises et médiées par des plasmides 

ont ensuite été détectées à partir des années 1990, dont les 3 principales sont NDM, VIM et IMP. Ces 

dernières enzymes ont ensuite connu une dissémination mondiale et constituent aujourd’hui une 

menace majeure de Santé Publique (127). 
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Les carbapénèmases de classe B (ou métallo-bêta-lactamases) ont pour caractéristique d’hydrolyser 

fortement les carbapénèmes mais pas les monobactames tels quel l’aztréonam. Elles ne sont pas 

inhibées par l’acide clavulanique ou le tazobactam. Elles sont par contre inhibées par l’EDTA ou l’acide 

dipicolinique. Cette caractéristique est due à la présence d’un ou deux ions divalents Zn2+ au niveau du 

site actif de l’enzyme. Le spectre d’hydrolyse de ces enzymes peut varier : certaines d’entre-elles ayant 

un spectre étroit comme l’enzyme CphA de Aeromonas hydrophila (correspondant à la classe 3b de 

Bush et Jacoby) ; d’autres ont un spectre large et hydrolysent toutes les bêta-lactamines à l’exception 

de l’aztréonam comme les enzymes NDM ou VIM (classe 3a). Au niveau structural, les bêta-lactamases 

de classe B sont subdivisées en 3 sous-classes (B1, B2 et B3) sur la base de l’alignement de leur 

séquence d’AA (128,129). La plupart des « nouvelles » MBLs acquises appartiennent aux classes 3a et 

B1 (ou B3) et ont donc un spectre d’hydrolyse très large au sein des bêta-lactamines, réduisant les 

alternatives thérapeutiques en cas d’infections.  

A ce jour, 87 MBLs ont été décrites  (http://bldb.eu (130)) dont 46, 5 et 36 dans les sous-classes B1, B2 

et B3, respectivement.  Le tableau 4 résume les principales MBLs d’intérêt clinique (72,128). 

Tableau 4. Exemples des principales métallo-bêta-lactamases de localisation chromosomique ou encodées par 
des plasmides. D’après Boyd et al. (131) 

 

 

La métallo-bêta-lactamase NDM-1 

 

Epidémiologie et structure 

 

La première enzyme NDM  (New Delhi Métallo-bêta-lactamase) a été détectée en 2008 en Suède chez 

une souche de K. pneumoniae détectée chez un patient précédemment admis dans 2 différents 

hôpitaux en Inde (132). Des études rétrospectives sur des isolats cliniques en Inde ont toutefois détecté 

le gène blaNDM-1 dès 2006 (133). Les enzymes NDM sont composées de 270 AA et ne partagent que peu 

http://bldb.eu/
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d’homologie de séquence avec les autres MBLs comme par exemple 34% avec IMP-1 ou 35% avec 

VIM-2. L’enzyme NDM-1 est composée de 9 hélices α, 17 brins β et 3 tours.  Les MBLs se caractérisent 

par le sandwich distinctif αβ/βα de la superfamille métallo-hydrolase/oxydoréductase et possèdent 

une rainure peu profonde à site actif avec un ou deux ions de zinc divalents Zn2+, bordés par des boucles 

flexibles. Dans l’enzyme NDM-1, cette boucle flexible en épingle à cheveux se déplace autour de l'ion 

zinc pour l'hydrolyse et est ensuite retirée après la catalyse (Figure 15, 134). De plus, l’enzyme NDM a 

une localisation cellulaire atypique puisqu’il s’agit d’une lipoprotéine qui s'ancre à la membrane 

extérieure dans les bactéries à Gram négatif (liée à la présence d'une séquence d'acides aminés de 

lipidation canonique, LSGC ou lipobox, à la fin du peptide signal de NDM), contrairement aux autres 

MBLs qui sont des protéines solubles dans le périplasme (135). Cette localisation participe à la stabilité 

(notamment dans des milieux pauvres en zinc) et à la sécrétion de cette enzyme au niveau de la 

membrane externe de ces bactéries sous forme de vésicules ou OMV (outer membrane vesicles). Il est 

à noter qu’en plus de l’aztréonam, l’enzyme NDM-1 hydrolyse peu le mécillinam, qui peut être une 

éventuelle alternative pour le traitement des infections urinaires dues notamment à E. coli (136). 

 

Figure 15. Structure 3D du squelette de la protéine NDM-1 représentée par des hélices et des brins, les deux 

ions zinc aux sites actifs sont représentés par des sphères bleues. D’après Khan et al. (134) 

 

Les isolats porteurs de NDM ont essentiellement été détectés en Inde, au Pakistan et en Chine ; ces 3 

pays représentaient par exemple 80% des isolats de E. coli NDM détectés dans le monde entre 2008 

et 2018 (137). Du fait du lien historique entre l’Inde et le Royaume-Uni et des échanges de populations 
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entre ces 2 pays, les enzymes NDM se sont rapidement propagées dans ce pays et dans le Nord de 

l’Europe (138). Ces enzymes sont aujourd’hui endémiques en Inde et au Pakistan. En plus de cette 

propagation initiale principalement centrée sur le sous-continent Indien, d’autres réservoirs 

secondaires sont apparus comme les Balkans (Serbie), l’Afrique du Nord (Egypte) et la péninsule 

arabique (Figure 16, 139–141). De récentes épidémies hospitalières à entérobactéries NDM ont ainsi 

été répertoriées récemment dans certains pays au pourtour de ces foyers secondaires, comme en 

Grèce, en République Tchèque ou en Tunisie (142–144). L’implantation des EPC productrices de NDM 

en Europe est étroitement liée aux voyageurs et aux rapatriements sanitaires vers les pays d’Europe 

de l’ouest où 57% des cas initialement rapportés en Europe entre 2008 et 2010 avaient préalablement 

été hospitalisés en Inde ou dans les Balkans (145). 

 

 
Figure 16. Distribution mondiale des souches d'entérobactéries productrices de NDM. D’après Wu et al. (141) 
Les pays (Égypte, Inde, Pakistan, Serbie et Émirats Arabes Unis) dont les données montrent une prévalence des 
souches productrices de NDM parmi les entérobactéries ≥ 5 % sont indiqués en rouge, tandis que les pays où l'on 
signale des souches productrices de NDM mais sans la preuve d'une prévalence ≥ 5 % sont indiquées en brun 
clair. Les pays qui ne disposent pas de rapports ou de données sur les souches productrices de NDM sont indiqués 
en blanc. 

 

Variants NDM et bactéries hôtes 

 

Les variants NDM ont en général 1 à 5 substitutions par rapport à NDM-1, M154L étant la substitution 

la plus fréquemment rencontrée (141). Il est également à noter que les variants ayant la substitutions  

V88L comme NDM-5 auraient une activité carbapénèmasique augmentée (146). À ce jour, 31 variants 
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NDM ont été décrits (http://bldb.eu et https://www-ncbi-nlm-nih-

gov.proxy.insermbiblio.inist.fr/pathogens/refgene/#ndm) principalement chez les entérobactéries 

(K. pneumoniae, E. coli et E. cloacae), Acinetobacter sp. et Pseudomonas sp. mais aussi chez d’autres 

espèces comme Bacillus subtilis ou Vibrio cholerae (141,147). Outre les mécanismes de conjugaison, 

Acinetobacter sp. a probablement joué un rôle dans cette grande plasticité d’espèces par des 

mécanismes de transformation à haute fréquence, via les OMVs (148). 

 

Dissémination clonale des variants NDM 

 

Contrairement à l’enzyme KPC, la dissémination mondiale de l’enzyme NDM ne semble pas liée à des 

clones majeurs dits « à haut-risque » ou à des plasmides épidémiques (149). On observe ainsi une très 

grande diversité dans les séquences types et plasmides impliquées dans les multiples descriptions 

d’entérobactéries ou autres BGN porteurs du gène blaNDM. Une récente revue de Dadashi et al. a 

démontré que chez E. coli, les principaux STs impliqués étaient, par ordre de fréquence,  ST101, ST167, 

ST131 et ST405 et qu’il existait une prédominance de certains variants de NDM comme NDM-5 en 

Afrique ou NDM-1 en Amérique, Europe et Asie (Figure 17, 137). Chez K. pneumoniae, une revue de 

Safavi et al. a montré que les STs majeurs portant le gène blaNDM étaient ST11, ST290, et ST147(150). 

 

 

Figure 17. Répartition entre les continents des isolats de E. coli producteurs de la métallo-bêta-lactamase 
NDM isolés à partir d'échantillons cliniques. D’après Dadashi et al. (137) 

http://bldb.eu/
https://www-ncbi-nlm-nih-gov.proxy.insermbiblio.inist.fr/pathogens/refgene/#ndm
https://www-ncbi-nlm-nih-gov.proxy.insermbiblio.inist.fr/pathogens/refgene/#ndm
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En France, NDM est la 2ème carbapénèmase la plus fréquemment rencontrée depuis 2013 (15,7%). 

Depuis 2012, le variant NDM-5 a connu une forte expansion pour devenir le variant majoritaire chez 

les souches reçues par le CNR de Bicêtre en 2018 (3,7% en 2012 vs. 32,5% en 2018) (20). Ces données 

sont corrélées au dernier bilan des épisodes impliquant des EPC réalisé par SPF entre 2004 et 2016, 

confirmant  cette seconde position derrière OXA-48 (Figure 18, 70). 

 

 

Figure 18. Répartition des épisodes impliquant des EPC en France signalés entre 2009 et 2016, selon les 
mécanismes de résistance impliqués et l’année de signalement (n=3595). D’après Pontiès et al. (70) 

 

Contexte génétique du gène blaNDM 

 

Si le gène blaNDM peut être localisé sur le chromosome, il est dans la très grande majorité des cas porté 

par des plasmides. Le gène blaNDM a été décrit chez un très grand nombre de plasmides avec des profils 

d’incompatibilité très divers. Selon Wu et al., plus de 355 plasmides portant le gène blaNDM sont 

référencés dans la base de données Genbank, et plus de 20 types de réplicons décrits pour les 
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entérobactéries. Les trois principaux plasmides portant le gène blaNDM appartiennent aux groupes 

d’incompatibilité IncA/C, IncFI et IncFII et surtout IncX3 chez les entérobactéries (Tableau 5, 141).  

Tableau 5. Types de réplicons plasmidiques porteurs du gène blaNDM chez les entérobactéries.  
               D’après Wu et al. (141) 

 

 

Le gène blaNDM a été décrit dans de nombreux contextes génétiques, ce qui sous-entend un grand 

nombre de mécanismes d’acquisition. Deux caractéristiques sont cependant toujours conservées : (i) 

la séquence d’insertion ISAba125 sous forme complète, comme décrite initialement dans le 

transposon composite Tn125, ou tronquée, et (ii) le gène bleMBL de résistance à la bléomycine situé en 

aval du gène blaNDM (141,151). Ces deux gènes ne sont séparés que de 3 pb et forment un même 

opéron dépendant du même promoteur. L‘hypothèse la plus probable est que blaNDM-1 et bleMBL aient 

été mobilisés ensemble sous pression de sélection due à bleMBL chez un progéniteur environnemental 

inconnu à ce jour. Dans sa forme initialement décrite par Dortet et al., le transposon Tn125 est bordé 

par les 2 ISAba125 et possède d’autres gènes en son centre à savoir trpF, dsbC, cutA1, groEL/ES et 

l’ISCR27 (151). La formation du gène blaNDM-1 est elle-même complexe puisque d’après Toleman et al., 

il s’agit d’un gène chimérique issu de la fusion de 19 pb issues d’un gène aphA6 codant pour une 

enzyme modificatrice des aminosides et de 794 pb issues de MBL précédemment décrite (152). De 

plus, la région groES/EL-ISCR27 pourrait provenir d’un autre progéniteur du genre Xanthomonas 

(153,154). L’hypothèse la plus probable reconnue à ce jour est que Acinetobacter spp. ait joué le rôle 

d’hôte intermédiaire et qu’il ait intégré l’ « ancêtre » du gène blaNDM-1 associé à bleMBL auprès d’un 

progéniteur commun, suivi d’un remodelage par un mécanisme de transposition en cercle roulant 

impliquant ISCR27 (152,155,156). Enfin, chez les entérobactéries, les structures génétiques dérivées 
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du Tn125 sont plus variées intégrant d’autres IS (IS26, IS903, IS3000) ou d’autres structures dérivées 

de la famille des transposons de type Tn3 nommés TIME (Figure 19, 141,157). Cette diversité indique 

également la complexité des phénomènes de mobilisation du gène blaNDM chez les entérobactéries 

(156,158). 

 

Les métallo-bêta-lactamases de type VIM 

 

Les 2 principaux représentants des enzymes de type VIM (Verona Integron-encoded Metallo-beta-

lactamase), VIM-1 et VIM-2, ont respectivement été décrits en Italie en 1997 et en France en 1996, 

tous les 2 chez P. aeruginosa (159,160). Ils présentent également peu d’homologie de séquence avec 

les autres MBLs, respectivement 28 et 31% avec IMP-1. Soixante-treize variants de VIM sont 

aujourd’hui décrits (http://bldb.eu et https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pathogens/refgene/#vim). Ces 

enzymes ont principalement diffusé chez les bacilles à Gram négatif non fermentant (P. aeruginosa), 

mais aussi secondairement chez les entérobactéries, notamment K. pneumoniae et E. cloacae 

complexe (127,161). Hormis quelques cas sporadiques décrits aux Etats-Unis, en Afrique du Sud, en 

Algérie, en Egypte ou en Inde, les EPC productrices de VIM ont essentiellement été décrites en Europe 

et notamment en Grèce, puis en Italie, Espagne et Autriche (162–168). 

Dans des pays comme la Grèce, il est décrit une ré-augmentation de ces enzymes par rapport aux KPC 

qui étaient largement majoritaires depuis les années 2000 (38% de VIM en 2018 chez K. pneumoniae) 

(169). Cette proportion croissante de VIM pourrait être due à l’utilisation récente de l’association 

Ceftazidime-avibactam, inefficace seule contre les bactéries productrices de VIM. En France, ces 

enzymes de type VIM sont également en progression : elles représentaient 3,9% des souches reçues 

par le CNR de Bicêtre entre 2012 et 2015 contre 4,9% en 2018 (20,170). 

Les enzymes de type VIM ont un spectre large d’hydrolyse (classe 3a) incluant les carbapénèmes, les 

C3G et les pénicillines + inhibiteurs à l’exception de l’aztréonam. Les gènes blaVIM sont le plus souvent 

des gènes cassettes portés par des intégrons de classe I qui sont liés au transposon Tn402 (plus ou 

moins complet). Dans ces intégrons de classe I, les gènes cassette blaVIM sont souvent associés à des 

gènes codant pour la résistance aux aminosides : aac, aad ou aph. De plus, les gènes blaVIM sont portés 

par des plasmides, le plus souvent de type IncN, IncF ou IncA/C (171–173). La diffusion des enzymes 

de type VIM n’est pas liée à de grands clones épidémiques même si certains complexes clonaux chez 

K. pneumoniae tels que CC147, CC18 et CC14 ont été décrits en Grèce dans les années 2000 (174). Chez 

E. cloacae complexe, ce sont les complexes clonaux CC200 (Croatie et Turquie), CC114 (Croatie, Grèce, 

http://bldb.eu/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pathogens/refgene/#vim
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Italie et Etats-Unis) et CC78 (Grèce, Italie et Espagne) qui ont été le plus décrits, tous associés au gène 

blaVIM-1 (161). 

 

 
Figure 19. Exemples de contextes génétiques et de mécanismes de mobilisation du gène blaNDM. D’après Wu 
et al. (141) 
(A) Tn125 formé par deux copies de ISAba125. (B) Transposon composite formé par deux copies de l'IS26. (C) 

Transposon composite formé de deux exemplaires de IS903. (D) Élément formé par deux copies du TIME. (E) 

Transposon composite formé par deux copies de l'IS3000. (F) Contextes génétiques contenant l'ISCR1. Cet 

élément est également flanqué de deux copies de l'IS26. Les noms des plasmides et les numéros d'accès GenBank 

sont indiqués. Le sigle Δ représente les gènes ou éléments tronqués. 

 

Les métallo-bêta-lactamases de type IMP 

 

Les enzymes IMP (IMiPénèmases) sont les premières MBLs acquises à avoir été détectées chez une 

souche de P. aeruginosa en 1988 (IMP-1), puis chez une souche de S. marcescens en 1994, au Japon 

(175,176). Il existe aujourd’hui 89 variants d’enzymes de type IMP (http://bldb.eu et 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pathogens/refgene/#imp). Si ces carbapénèmases n’ont pas connu une 

blaNDM 

http://bldb.eu/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pathogens/refgene/#imp


  

53 
 

expansion mondiale au même titre que NDM ou VIM, elles ont néanmoins diffusé en Asie du Sud-Est, 

en Chine et en Australie (177–179). De récentes études australiennes ont ainsi décrit la dissémination 

de souches de E. cloacae IMP-4 et de plasmides de type IncHI2 comme vecteur de ces carbapénèmases 

(180,181). Une épidémie de E. cloacae IMP-4, probablement avec une origine australienne et liée aux 

évacuations sanitaires, a d’ailleurs été observée en 2018 en Nouvelle-Calédonie (20). Les isolats 

exprimant une carbapénèmase IMP ont la caractéristique d’avoir parfois un bas niveau de résistance 

à l’imipénème, si bien que jusqu’à 20% des entérobactéries IMP peuvent être catégorisées sensibles à 

cet antibiotique (182). Les gènes blaIMP sont également des gènes cassettes d’intégrons de classe I le 

plus souvent et eux-mêmes portés par des plasmides conjugatifs (177).  

La Figure 20 résume la dissémination mondiale des 3 principales MBLs NDM, VIM et IMP chez les 

entérobactéries ; données récentes publiées en septembre 2020 par Boyd et al. (131). 

 

1.3.1.3 Les carbapénèmases de classe D 

 

Les oxacillinases à activité carbapénèmase représentent une petite fraction des bêta-lactamases de 

type OXA. Ces enzymes, essentiellement décrites chez A. baumannii,  sont divisées en 2 groupes dont 

OXA-48 et OXA-23 sont les 2 principales enzymes décrites chez les entérobactéries (183,184). 

L’enzyme OXA-48 a été détectée pour la première fois chez une souche de K. pneumoniae en Turquie 

en 2001 (185). Ces enzymes ont depuis largement diffusé dans les pays du pourtour méditerranéen, 

en Afrique du Nord et en Europe (Figure 21, 186). Certains variants concernant un ou plusieurs AA tels 

que OXA-181, OXA-232 ont ensuite été détectés dans le sous-continent Indien. D’autres variants tels 

que OXA-162 (Turquie), OXA-204 (Tunisie), OXA-244 (Espagne) ont également été détectés en Europe 

ou au Maghreb (187–191). 

Ces enzymes sont également décrites de manière sporadique au Canada et aux Etats Unis depuis les 

années 2010 (192). Les 3 principales entérobactéries portant ces enzymes qualifiées d’OXA-48-like 

sont K. pneumoniae, E. coli et E. cloacae. En France, les EPC de type OXA-48-like représentent la 

majeure partie des EPC recensées chaque année par le CNR de Bicêtre, même si leur proportion a 

légèrement diminué ces dernières années (71,8% en 2018 vs. 75,5% en 2012). Depuis 2012, neuf 

variants de la bêta-lactamase OXA-48 possédant une activité carbapénèmase ont été identifiés en 

France (OXA-48, OXA-162, OXA-181, OXA-204, OXA-232, OXA-244, OXA-370, OXA-484 et OXA-517).  
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Une diversification des enzymes OXA-48-like est constatée depuis 2012 et OXA-181 représente le 

variant le plus prévalent (environ 11% des souches reçues en 2018). 

 

 

Figure 20. Distribution mondiale des trois principales MBLs NDM, VIM et IMP chez les entérobactéries. D’après 
Boyd et al. (131) 
Les couleurs foncées sont utilisées pour les pays où la MBL mentionnée est la plus prévalente. Les couleurs claires 

indiquent les pays où la MBL mentionnée est la MBL plus prévalente, mais où les sérine-carbapénèmases (KPC 

ou OXA-48-like) prédominent dans le pays.  

 

Les enzymes de type OXA-48-like ont un spectre d’hydrolyse spécifique : elles hydrolysent faiblement 

les carbapénèmes (l’imipénème, davantage que le méropénème) et la ceftazidime et sont peu inhibées 

par l’acide clavulanique, l’EDTA, à l’exception de l’avibactam. Elles hydrolysent les pénicillines mais pas 

les autres C3G ou la témocilline, si bien qu’elles peuvent être catégorisées sensibles à certains 

carbapénèmes comme l’ertapénème, l’imipénème ou le méropénème. En général, les souches qui 

expriment un haut niveau de résistance aux carbapénèmes résultent de l’association avec une BLSE 

sous-jacente ou un mécanisme non enzymatique de type imperméabilité membranaire (193).  Ce 

spectre de substrat peut rendre ces enzymes difficiles à détecter par des méthodes phénotypiques 

(antibiogramme) même si certains algorithmes, notamment utilisant le claventin et la témocilline ont 

été proposés (194). Le gène blaOXA-48 est souvent retrouvé sur un transposon composite de type Tn1999 

(composé de 2 séquences d’insertion IS1999 de part et d’autre du gène blaOXA-48) et sur des plasmides 
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du groupe IncL/M. Il est fortement suspecté que le progéniteur naturel des enzymes OXA-48-like soit 

du genre Shewanella (S. oneidensis et S. xiamenensis) chez lesquelles des analogues du transposon 

Tn1999 ont été retrouvés (195). 

 

 

Figure 21. Distribution géographique des entérobactéries productrices de l’enzyme OXA-48. D’après Pitout et 

al. (186) 

 

L’enzyme OXA-181 a été pour la première fois détectée dans des hôpitaux indiens (New-Delhi, 

Mumbai) en 2006-2007, puis en France, aux Pays-Bas, à Oman et en Nouvelle-Zélande (Figure 22, 186). 

Le gène blaOXA-181 est le plus souvent situé en aval d’un élément d’insertion de type ISEcp1 sur un 

transposon Tn2013, lui-même situé sur un plasmide de type IncT (196). L’enzyme OXA-181 a un spectre 

d’hydrolyse analogue à celui d’OXA-48 au détail près qu’elle hydrolyse plus l’imipénème (kcat/Km à 550 

vs. 330 mM-1/s-1) et moins le méropénème (kcat/Km à 1,5 vs. 6 mM-1/s-1)  (186). 

Il est à noter que l’enzyme OXA-23 a récemment été décrite chez des souches communautaires de 

P. mirabilis en France (197). Ces souches expriment un faible niveau de résistance aux carbapénèmes 

y compris l’ertapénème, si bien qu’elles sont sans doute sous diagnostiquées par les laboratoires de 

microbiologie en France.  
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1.3.1 Autres mécanismes de résistances aux carbapénèmes 

 

Les entérobactéries peuvent devenir résistantes aux carbapénèmes par des mécanismes cumulatifs 

associant la production d’une pénicillinase/céphalosporinase à haut niveau ou d’une BLSE, associée à 

un certain degré d’imperméabilité membranaire (24,198). En effet, l’efficacité de l’enzyme dépend de 

son affinité et sa capacité d’hydrolyse du substrat (kcat/Km) mais est aussi fortement liée à la 

concentration de l’antibiotique dans le périplasme. Ainsi, des antibiotiques pénétrant très peu dans le 

périplasme peuvent être inhibés même si l’enzyme présente un kcat/Km faible pour cet antibiotique. Cet 

exemple est bien décrit avec la perte de porine OprD2 chez P. aeruginosa aboutissant à une résistance 

à l’imipénème chez des souches dépourvues de carbapénèmase et surproduisant uniquement la 

céphalosporinase AmpC (199). Certaines souches de K. pneumoniae surproduisant la pénicillinase 

naturelle SHV-1 peuvent ainsi avoir des sensibilités diminuées au ceftazidime et à l’ertapénème en cas 

d’association avec une imperméabilité membranaire (200).  

 

 

Figure 22. Distribution géographique des entérobactéries productrices de l’enzyme OXA-181. D’après Pitout 
et al. (186) 
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Concernant les entérobactéries, les principales bêta-lactamases rencontrées en France sont résumées 

dans le Tableau 6 ci-après (20,201)  

 

Tableau 6. Principales bêta-lactamases rencontrées chez l’Homme en France.   

Classes             

(de Ambler) 

Pénicillinases (ou 

bêta-lactamases à 

spectre restreint) 

BLSE Céphalosporinases Carbapénèmases 

A TEM-1, -2 

SHV-1 

CTX-M-15, -14, 

-27, -1, -3 

SHV-12 

TEM-3 

VEB-6 

 KPC-2, -3 

IMI-1, 

GES-5, 

SME-4 

B    NDM-1,-5, -6, -7 

IMP-1,-4,-10 

VIM-1,-2, -4, 

C   AmpC 

DHA-1, -7, 

CMY-2, -4, -42 

FOX-3 

 

D OXA-1, -10   OXA-48, -181,      

-232, -244, -23 
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2 Concept One Health appliqué à l’antibiorésistance 
 

Le concept One Health ou « une seule santé » en français est né en 2004 lors du congrès de la société 

pour la conservation de la vie sauvage (Wildlife Conservation Society).  Prenant sa source dans le 

concept One Medecine qui préconise une réponse aux zoonoses combinant médécine humaine et 

médecine vétérinaire, il y intègre la santé des écosystèmes. Ainsi, la santé de l’homme n’est pas stricto 

sensu liée à lui seul mais également à son environnement (Figure 23). Il s’agit d’une approche non 

anthropocentrique abordant un problème comme multifactoriel en émettant des hypothèses sur les 

facteurs influençant la santé humaine et en tentant de les vérifier par une démarche scientifique.  

Concernant le problème majeur de l’antibiorésistance, cette approche a émergé dans les années 2000 

avec la prise de conscience des liens étroits entre la santé humaine, celle des animaux et l’état 

écologique global. Cette approche vise à promouvoir une approche pluridisciplinaire et globale des 

enjeux sanitaires. L’ANSES a été un promoteur de cette vision auprès des autres instituts scientifiques 

français. Elle coordonne notamment le programme conjoint européen One Health EJP (2018-2023) qui 

rassemble 39 partenaires de 19 pays européens (https://onehealthejp.eu/). Ce programme a pour 

objectif l’acquisition de connaissances nouvelles dans les domaines des zoonoses alimentaires, de 

l’antibiorésistance et des risques infectieux émergents. Les liens pouvant plus particulièrement relier 

l’Homme à l’animal sont détaillés Figure 24 (202). Ce concept est aujourd’hui promu par les institutions 

internationales que sont l’Organisation mondiale de la santé (OMS),  

 

 

Figure 23. Le concept One Health. Ce concept transdisciplinaire promeut une approche unifiée et globale de la 

santé humaine, animale et environnementale. D’après Destoumieux-Garzón et al.(203) 

https://onehealthejp.eu/
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Figure 24. Carte des voies de l’antibiorésistance dans l'agriculture, l'environnement et l'industrie 
agroalimentaire. D’après Thanner et al. (202) 

Ces mouvements sont indiqués par des cercles et des flèches qui se chevauchent ; différentes couleurs 

définissent différents groupes de réservoirs. Les étoiles indiquent les points chauds des gènes de résistance et 

des bactéries multi-résistantes liés à des densités bactériennes élevées, la disponibilité des nutriments et la 

pression sélective dans le tube digestif du bétail et des humains, dans les installations de stockage du fumier, les 

stations de traitement des eaux usées et dans la rhizosphère. Les astérisques indiquent les points chauds 

possibles dans l'eau, les sédiments et les biofilms en aquaculture, dans les rivières, les lacs et les systèmes 

d'irrigation, ainsi que dans les abattoirs et sur les surfaces des plantes. 

 

l’organisation mondiale de la santé animale (OIE) et l’Organisation des Nations Unies pour l’agriculture 

et l’alimentation (FAO). Un accord tripartite a été signé en 2010 entre ces trois organisations pour 

collaborer sur cette thématique (204). De nombreux appels à projets comme le très récent PPR AMR 

« Antibiorésistance : comprendre, innover, agir » de l’ANR en France demande aujourd’hui de 

proposer des projets de recherche dans cet optique de santé globale 

(https://anr.fr/fr/detail/call/antibioresistance-comprendre-innover-agir-appel-a-projets-2020/). 

Plusieurs schémas plus ou moins complexes sont proposés pour illustrer cette vision innovante (Figure 

25, 205). Les 3 principaux compartiments explorés dans l’antibiorésistance sont l’Homme, l’animal (y 

compris la filière alimentaire qui en est issue) et l’environnement. Les interactions entre ces 3 secteurs 

sont fortement influencées par la production (industrie pharmaceutique) et la consommation des 

antibiotiques. Bien qu’il existe des espèces bactériennes adaptées et retrouvées uniquement 

 

https://anr.fr/fr/detail/call/antibioresistance-comprendre-innover-agir-appel-a-projets-2020/
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Figure 25. Infographie détaillée illustrant l’approche One Health appliquée à l’antibioresistance (Rapport Santé 
Publique France, Antibiotiques et résistance bactérienne : une menace mondiale, des conséquences 
individuelles, Novembre 2019, (205) 
 

 

dans certains réservoirs, beaucoup sont communes aux humains, aux animaux et à l’environnement. 

Certains antibiotiques utilisés pour traiter les infections humaines ou animales sont donc similaires 

comme les bêta-lactamines, les fluoroquinolones, les sulfamides ou les polymyxines. 

Aujourd’hui en France, l’évolution de la consommation des antibiotiques n’est pas la même dans le 

secteur des santés humaines et animales. Suite aux plans EcoAntibio 1, la prescription des 

antibiotiques chez les vétérinaires a fortement baissé entre 2012 et 2016 (-37%), au-delà de l’objectif 

fixé de moins 25%. Le dernier rapport 2019 du réseau RESAPATH de l’ANSES sur les résistances au 

Ceftiofur chez E. coli montrait une baisse dans tous les secteurs (Figure 26, 206).  En 2019, ce réseau a 

analysé 53 469 antibiogrammes issus d’élevages de rente, et les bovins, les volailles et les porcins 

représentaient respectivement 20,2% ; 19,9% et 6,5%.  
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Figure 26. Evolution des proportions de souches de E. coli non-sensibles au Ceftiofur chez les animaux en 
France (2008-2019). Données RESAPATH, bilan 2019 (206). 

 

La situation est différente en médecine de ville ou à l’hôpital où la consommation d’antibiotiques est 

quasiment restée constante entre 2008 et 2018 (24,1 en 2008 vs. 23,5 doses/1000 hab./jour en 2018) 

(205). Il faut cependant noter un début de baisse encourageante sur les derniers chiffres de 2019 

(-9,6% depuis 2015 en établissement de santé) mais ces résultats sont hétérogènes selon les molécules 

d’antibiotiques considérées. On note également un infléchissement encourageant des incidences des 

EBLSE dans les établissements de soins depuis 2017 (0,71 en 2016 vs. 0,53 de densité d’incidence des 

EBLSE pour 1000 JH).  Aujourd’hui, en terme de consommation humaine, 93% des antibiotiques sont 

consommés en ville ou dans les établissements médico-sociaux (dont 78% sont prescrits par ces 

mêmes secteurs et 15% pour des patients sortants de l’hôpital). Les autorités de santé insistent 

aujourd’hui pour réduire cette consommation en médecine humaine dans tous les secteurs. La France 

est l’un des pays les plus consommateurs d’antibiotiques en Europe. En effet, dans le rapport annuel 

2018 du réseau ESAC-Net de l’ECDC, la France était le 4ème pays le plus consommateur d’antibiotiques 

en Europe derrière la Grèce, la Roumanie et l’Espagne en terme de DDJ par habitant dans la population 

communautaire (23,6 DDJ/1000 hab./jour pour un moyenne européenne de 18,4 DDJ/1000 hab./jour) 

(207). La France est aujourd’hui peu concernée par la production à grande échelle d’antibiotiques et 

les normes appliquées sur les rejets de ces usines y sont contraignantes. Il n’en est pas de même dans 

des pays tels que l’Inde ou la Chine qui représentent la très grande majorité de la production mondiale 

et où les rejets dans l’environnement peuvent favoriser le développement de l’antibiorésistance 

(208,209). 
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2.1 Approche sectorielle des différentes populations d’entérobactéries multi-
résistantes 

 

2.1.1 Les entérobactéries productrices de CTX-M dans les différents 

compartiments 

 

Dans le compartiment humain, les EBLSE produisent essentiellement les enzymes de type CTX-M, 

aujourd’hui très majoritaires. Les 2 principales espèces d’entérobactéries produisant ces enzymes sont 

E. coli, suivi de K. pneumoniae (35). 

  

2.1.1.1 Les entérobactéries productrices de CTX-M chez l’Homme 

 

Chez l’Homme, la carte mondiale des variants CTX-M est complexe, mais ce sont principalement les 

variants CTX-M-15, puis CTX-M-14 (Asie et Espagne) qui dominent (Figure 27, 35,210). Les principales 

CTX-M présentes en Europe sont celles des groupes 1 (CTX-M-15, -1, -3) et 9 (CTX-M-14, -27) (58). Au 

début des années 2000, certains variants CTX-M étaient spécifiquement retrouvés dans certains pays 

comme CTX-M-9 et CTX-M-14 en Espagne, CTX-M-14 en Chine, CTX-M-1 en Italie, CTX-M-2 en 

Amérique du Sud, en Israël ou au Japon, CTX-M-3 en Pologne ou au Japon ; alors que l’enzyme CTX-M-

15 était déjà distribuée mondialement (211). Il s’est ensuite opéré un « shift épidémiologique » 

concernant certains variants, notamment les CTX-M-2 qui ont régressé alors que les CTX-M-27 ont 

progressé (Figure 27, 209). Le variant CTX-M-9 a également reculé au profit d’autres variants dans des 

pays comme l’Espagne, l’Irlande ou le Japon. Dans le même temps, les variants CTX-M-15 et CTX-M-14 

ont poursuivi leur expansion mondiale et augmenté leur part relative dans la plupart des pays du 

monde. Il existe peu de données en Afrique australe avant 2005, mais les enzymes CTX-M-14 et 

CTX-M-15 semblent également prédominer dans cette zone géographique à partir de 2006, 

notamment en Afrique du Sud et en Tanzanie (212,213). En France, les principaux variants rencontrés 

sont CTX-M-15 (71,5% des souches BLSE reçues par le CNR de Clermont en 2018), suivi de CTX-M-14 

(5,9%) et CTX-M-1 (4,2%). A l’image des autres pays européens, les variants CTX-M-15 ont progressé 

en terme de part relative puisque la répartition en 2012 était la suivant : CTX-M-15 (49%), CTX-M-1 

(18%) et CTX-M-14 (16%). L’enzyme CTX-M-27 est par contre relativement stable en termes de part 

relative, de l’ordre 3-4% (20). 
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Figure 27. Épidémiologie globale des enzymes CTX-M avec évolution et changement de génotypes au cours 
du temps. D’après Bevan et al. (210) 

 

Les enzymes CTX-M sont principalement produites chez l’Homme par E. coli et K. pneumoniae ; et dans 

une moindre mesure par P. mirabilis (notamment en Asie : Taiwan, Japon) (35). Mais les enzymes 

CTX-M peuvent également être produites par les entérobactéries des genres Salmonella spp, Shigella 

spp, Enterobacter spp, Serratia spp ou de l’espèce C. freundii (42).  

 

2.1.1.2 Les entérobactéries CTX-M chez l’animal et dans la filière alimentaire 

 

Les antibiotiques peuvent être utilisés à faible dose comme facteur de croissance chez les animaux 

d’élevage. Si cette pratique est interdite depuis 2006 en Europe, elle est toujours pratiquée dans de 

nombreux pays, notamment aux Etats-Unis. L’utilisation massive des antibiotiques dans les élevages 

de rente a très probablement favorisée le développement de résistance chez les souches 

d’entérobactéries de ce compartiment, notamment dans les élevages de volailles et de porcs. Des 
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souches de S. enterica résistantes au Ceftiofur (C2G) par production d’une BLSE ont ainsi connu une 

forte croissance dans le secteur avicole (214,215). Cette espèce, qui est la 2ème cause de gastroentérites 

chez l’Homme, peut jouer le rôle de vecteur inter-compartimental de ces BLSE. Les isolats de E. coli 

pathogènes intestinaux peuvent également jouer ce rôle. Concernant les enzymes CTX-M, les 

principales enzymes rapportées dans ce secteur avicole sont CTX-M-1, CTX-M-8 et CTX-M-15, 

essentiellement chez les espèces S. enterica et E. coli. Des souches de S. enterica sérotype Infantis 

CTX-M-1 ont ainsi été décrites en Italie (216).  D’autres clones de S. enterica sérotype Kentucky 

CTX-M-1/15 (ST198-X1), à diffusion intercontinentale, ont par ailleurs été décrits en France et au 

Maroc (217). Des souches de S. enterica sérotype Newport, Agona ou Anatum CTX-M-8 (ST113/ST115), 

possiblement originaire d’Amérique du Sud ont aussi été décrites en Allemagne (218). Plus récemment, 

des isolats de S. enterica CTX-M-1 issus de dinde ont été décrits aux Etats-Unis (219). Plus 

problématique, on observe également la propagation de l’enzyme CTX-M-1, mais aussi CTX-M-14, -

15,-27 et -55  chez des souches de E. coli issues d’élevage de poulet au Canada ou aux Philippines 

(220,221). Une progression de l’enzyme CTX-M-55 a également été décrite entre 2003 et 2012 chez E. 

coli en Chine, où les trois enzymes les plus fréquentes chez les animaux de rente étaient, CTX-M-55, 

suivie de CTX-M-14 et CTX-M-65 (222). Globalement dans le compartiment animal, CTX-M-14 domine 

en Asie à l’image du compartiment humain, alors qu’en Europe, c’est l’enzyme CTX-M-1 qui domine, 

notamment chez les porcs et les volailles, et à l’exception notable des bovins où c’est l’enzyme 

CTX-M-15 qui a été le plus souvent rapportée (223–225). CTX-M-1 était également décrite comme 

majoritaire chez les chevaux dans une étude aux Pays-Bas (226). Chez les autres entérobactéries 

minoritaires dans le compartiment animal comme K. pneumoniae et E. cloacae, c’est l’enzyme 

CTX-M-15 qui a été principalement décrite (227–230). 

Chez les animaux de compagnie, ce sont principalement les enzymes CTX-M-15 et CTX-M-1 qui ont été 

décrites, notamment chez E. coli et K. pneumoniae, même si les enzymes CTX-M-2 et CTX-M-8 ont été 

retrouvées en Amérique du Sud  (231–234). En France, c’est principalement les BLSE CTX-M-15 et 

CTX-M-1 qui ont été observées (229,235). De manière intéressante, il a été démontré en Europe et au 

Japon que certains isolats de E. coli CTX-M-15 présents chez les animaux de compagnies appartenaient 

au même clone épidémique B2-O25b-ST131 prédominant chez l’homme, suggérant ainsi des 

transmissions inter-compartiments (236,237).  

Dans l’alimentation, c’est également CTX-M-1 qui prédomine, principalement chez S. enterica et E. coli. 

Il est à noter que dans l’alimentation issue des produits de la mer, un taux important de BLSE a parfois 

été retrouvé et notamment les enzymes CTX-M-1 et CTX-M-15 (238–240). La contamination des fruits 

et des légumes par des bactéries productrices de BLSE est moins fréquente (239,241).  
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Les plasmides les plus fréquemment décrits comme porteurs des gènes blaCTX-M chez l’animal 

appartiennent aux profils d’incompatibilité IncF, IncI1, IncN et IncHI1 (242–244). Plus particulièrement, 

les plasmides IncI-1 (ST3 et ST7) et IncF(II) sont respectivement associés aux gènes blaCTX-M-1 et 

blaCTX-M-15, et peuvent représenter de potentiel vecteurs de transmission inter-compartimentaux 

(241-243). 

Enfin, des entérobactéries productrices de BLSE de type CTX-M ont également été décrites dans la 

faune sauvage et notamment chez les oiseaux (oiseaux migrateurs, mouettes). L’enzyme CTX-M-15 a 

par exemple été trouvée chez des mouettes et des pélicans aux Etats-Unis, des vautours en Espagne, 

d’autres oiseaux sauvages en Suisse et des sangliers en Allemagne (248–252). Néanmoins, la 

prévalence de ces bactéries multi-résistantes semble beaucoup plus faible chez les animaux sauvages 

que chez les animaux d'élevage. 

 

2.1.1.3 Les entérobactéries CTX-M dans l’environnement 
 

Comme présenté ci-dessus, l’origine même des gènes blaCTX-M est l’environnement puisque leur 

progéniteur Kluyvera spp est une entérobactérie présente naturellement dans la rhizosphère (210). 

L’environnement joue ainsi un rôle important dans le transfert des gènes de résistance, favorisé par 

les rejets d’antibiotiques dans ce compartiment. De plus, l’environnement est de plus en plus 

contaminé par des excreta d’origine humaine ou animale aboutissant à un potentiel cycle de 

transmission des entérobactéries BLSE, notamment dans les pays en voie de développement où les 

conditions sanitaires sont dégradées et favorisent les contaminations féco-orales (209). De plus, la 

présence de gène blaCTX-M dans des cassettes d’intégrons de classe I, souvent associé aux gènes qnr de 

résistance aux fluoroquinolones, permet la co-sélection des bactéries qui en sont porteuses dans des 

environnements fortement contaminés par ces antibiotiques, comme par exemple en Inde (253). Ce 

phénomène peut également avoir lieu avec des molécules non antibiotiques tels que les métaux lourds 

ou certains biocides ou antiseptiques (254). Les principales enzymes retrouvées dans l’environnement 

sont les enzymes CTX-M-15, CTX-M-14 et CTX-M-1 (255–259). De manière surprenante, une récente 

étude française a démontré que l’on pouvait trouver une forte prévalence de ces entérobactéries BLSE 

même dans des environnements peu anthropisés telles que les tourbières et les zones humides d’eau 

douce où les enzymes CTX-M-15, CTX-M -1, CTX-M -14  et CTX-M-27 étaient retrouvées par ordre 

décroissant de prévalence (260). 
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2.1.2 Les entérobactéries productrices de SHV  

 

2.1.2.1 Les entérobactéries SHV chez l’Homme 

 

Dans le monde, les 4 principaux variants BLSE de SHV sont SHV-2/2a, SHV-5 et SHV-12, essentiellement 

retrouvés chez K. pneumoniae et E. coli.  Les SHV les plus fréquentes en Europe sont SHV-5 et SHV-12 

(28). En particulier, les variants SHV-5 ont notamment été décrits en Grèce, où ils représentaient 

jusqu’à 2006 la première BLSE en termes de prévalence. Des isolats de K. pneumoniae ST20/SHV-5 ont 

été notamment à l’origine d’épidémies intra-hospitalières (261,262). En France, l’enzyme SHV-12 était 

la plus représentée dans les souches reçues par le CNR, mais cette famille ne représentait que 2,6% 

des souches résistantes aux C3G reçues par le CNR en 2018 (20).  

 

2.1.2.2 Les entérobactéries SHV dans les autres compartiments 

 

La récente revue réalisée par Liakopoulos et al. souligne la dissémination des enzymes SHV dans 

différentes niches écologiques telles que la nourriture produite à partir des animaux de rente, les 

animaux de compagnie, les environnements aquatiques, ou les légumes (cf. Figure 3, 27). Les mêmes 

variants SHV-2/2a, -5 et -12 sont fréquemment retrouvés tant chez les animaux de rente que dans 

l’alimentation. L’enzyme SHV-2 a été essentiellement décrite chez les poulets aux Pays-Bas, au Japon, 

en Espagne ou au Canada mais également chez des porcs en Espagne (239,263–265). L’enzyme SHV-5 

a été identifiée en Tunisie dans divers marchés et boucheries mais c’est SHV-12 qui est l’enzyme la plus 

décrite à la fois chez les volailles, les porcs et les bovins mais également chez les oiseaux, les animaux 

de compagnie et dans les végétaux (239,266–270). Le gène blaSHV-12 semble être porté par des 

plasmides de type IncI1-ST5 dans le compartiment animal. Les enzymes SHV-11, SHV-12, SHV-28 et 

SHV-167 ont également été retrouvées chez les animaux sauvages (249,271). 

L’enzyme SHV-12 a également été détectée dans les eaux usées issues d’égouts ou d’effluents de 

stations d’épuration au Bangladesh mais aussi en Europe (Suisse, Pologne, Croatie et Serbie) ou encore 

dans des eaux côtières au Portugal (28). 
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2.1.3 Les entérobactéries productrices de TEM  

 

2.1.3.1 Les entérobactéries TEM chez l’Homme 

 

En Europe, les BLSE de type TEM les plus fréquentes sont TEM-24 chez Enterobacter aerogenes, TEM-3 

et TEM-4 chez K. pneumoniae et TEM-52 chez S. enterica et E. coli  (30,40). En France, le bilan d’activité 

du CNR de Clermont rapporte, entre 2012 et 2018, que les enzymes TEM ne représentaient qu’une 

part négligeable des BLSE retrouvées en médecine humaine (moins de 10 isolats par an), de l’ordre de 

1% des souches résistantes aux C3G reçues chaque année. 

 

2.1.3.2 Les entérobactéries TEM dans les autres compartiments 

 

L’enzyme TEM-52 est l’enzyme la plus souvent détectée dans les compartiments animaux et 

environnementaux (239,271). Dans certaines études comme celle de Ceccarelli et al. menée entre 

2007 et 2017 aux Pays-Bas sur un panel diversifié d’animaux de rente (poulets, dindes, porcs, bovins, 

canards), l’enzyme TEM-52 et ses variants occupaient la 2ème place en termes de prévalence (9,7%), 

derrière CTX-M-1 mais devant SHV ou CTX-M-15 (272). Le gène blaTEM-52 semble plutôt être porté par 

des plasmides de type IncI1-ST36 dans le compartiment animal (29). 

La Figure 28 illustre l’ensemble des souches de E. coli BLSE/AmpC détectées chez l’Homme, l’animal et 

dans l’environnement aux Pays-Bas entre 2005 et 2017 (239). 
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Figure 28. Fréquences des gènes codant pour des BLSE ou des céphalosporinases plasmidiques détectées dans 
des isolats de E. coli de sources humaines et non humaines aux Pays-Bas entre 2005-2017. D’après Mughini et 

al. (239) 

 

Il est à noter que la céphalosporinase acquise CMY-2 est la plus fréquemment rapportée chez les 

animaux de rente et de compagnie, notamment associée à des plasmides de type IncA/C et IncFII 

(239,273–276). Cette BLSE a également été fréquemment décrite chez les mouettes, aux Etats-Unis ou 

en Australie (248,277). 
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2.2 Les études One Health sur les entérobactéries multi-résistantes 

 

2.2.1 Escherichia coli, le meilleur candidat d’étude ? 

 

E. coli est à la fois une bactérie commensale de la flore digestive des vertébrés et un pathogène 

opportuniste chez les mammifères et les oiseaux (39). Il est le germe aérobie prédominant de la flore 

commensale digestive chez l’Homme avec une densité dans les selles évaluée à 107 à 109 UFC par 

gramme de selles. E. coli est ainsi présent dans de multiples écosystèmes animaux et humains, mais 

également dans l’environnement. En effet, du fait de la contamination des eaux usées par les excreta 

humains, et des charges résiduelles présentes dans les effluents des stations d’épuration, E. coli 

colonise également les rivières mais aussi d’autres environnements moins anthropisés telles que les 

tourbes et les zones humides (260). Il est un marqueur de contamination fécale dont la quantification 

(coliformes le plus souvent) est évaluée avec celle des entérocoques pour déterminer la qualité des 

eaux comme les eaux de baignade et l’eau potable pour les laboratoires d’analyses des eaux 

assermentés (278). Un autre point intéressant est que E. coli est à la fois le 1er germe en termes de 

prévalence des infections en France tant dans le secteur hospitalier que communautaire (5). De plus, 

entre 2012 et 2018, la part relative de l’espèce E. coli dans les souches productrices de BLSE reçues par 

le CNR de Clermont-Ferrand est stable (24% en 2012 ; 21,3% en 2018) en 2ème position derrière K. 

pneumoniae. L’espèce E. coli est ainsi le candidat de choix pour l’approche One Health sur lequel la 

grande majorité des études se sont focalisées (BLSE uniquement, ou BLSE et AmpC acquises), même si 

de rares études sur K. pneumoniae ont également été réalisées.  

Nous avons ainsi réalisé une revue des publications One Health les plus pertinentes sur la transmission 

d’isolats de E. coli (et K. pneumoniae) résistants aux C3G entre les 3 compartiments humains, animaux 

et environnementaux. 

2.2.2 Homme – environnement 

 

Zarfel et al., Autriche, 2013 (279) : Cette étude a comparé des isolats de E. coli collectés (i) d’une part 

dans 5 stations d’épuration de la région de Graz en 2009 (boues d’épuration) et (ii) chez des patients 

atteints d’infections urinaires à E. coli BLSE dans l’hôpital universitaire de Graz. Cinquante isolats ont 

pu être obtenus dans chaque compartiment. Les gènes blaCTX-M-15 et blaCTX-M-1 étaient retrouvés en 

proportion analogue dans les boues (44% et 40%, respectivement) alors que blaCTX-M-15 dominait chez 

les patients (76%). Sur la base de l’analyse phénotypique (biochimique et co-résistances aux 
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antibiotiques) et des plasmides (où blaCTX-M-15 était associé principalement aux plasmides de type IncIA 

et IncIB), les auteurs concluaient que les isolats responsables d’infections urinaires étaient très 

probablement une source d’isolats BLSE retrouvée dans les boues d’épuration même si d’autres 

sources notamment animales devaient également intervenir (blaCTX-M-1). Enfin, ils insistaient sur la 

nécessité d’éliminer ces bactéries BLSE avant l’épandage de ces boues pour éviter la contamination de 

l’environnement et notamment de la filière alimentaire issue de maraîchage.  

Leonard et al., Royaume-Uni, 2018 (280) : Cette étude a tout d’abord consisté à évaluer le taux de 

contamination des eaux côtières en Angleterre et au Pays de Galles en 2012 puis à réaliser une étude 

transversale pour évaluer la probabilité d’être colonisés à E. coli BLSE chez 2 groupes d’individus. Un 

groupe exposé aux eaux côtières composé de surfeurs et un groupe contrôle composé d’individus très 

peu exposés à ces eaux. Les auteurs ont démontré que la fréquence de contamination des eaux 

côtières par E. coli BLSE des eaux côtières était faible (0.07%) mais que les surfeurs (n=143) avaient un 

risque significativement plus élevé d’être colonisés par E. coli BLSE que le groupe contrôle (n=130) ; 

6,3% de colonisation vs. 1,5%, respectivement (p=0,046). Les auteurs concluaient que l’environnement 

pouvait ainsi jouer un rôle de réservoir de contamination pour l’Homme et que des études 

complémentaires devaient être réalisées dans les autres niches environnementales connues comme 

colonisées par des entérobactéries BLSE. 

Martak et al., France, 2020 (260) : Cette étude avait pour but d’évaluer la persistance dans 

l’environnement, et plus précisément dans les zones humides associées aux rivières (bras-morts), des 

isolats de E. coli BLSE et de comprendre les sources de contamination de ces environnements. Les 

auteurs ont collecté 179 isolats d’E. coli dans 16 zones humides et 3 rivières entre mars 2015 et mars 

2016. Parmi ces 179 isolats, 49 produisaient une BLSE et 5 une céphalosporinase acquise. Les 

phylogroupes B1, B2 et A prédominaient chez les isolats de E. coli tandis le phylogroupe A prédominait 

chez les souches résistantes aux C3G. Les 4 principales enzymes BLSE retrouvées étaient CTX-M-15, 

CTX-M-1, CTX-M-14 et CTX-M-27 représentant respectivement 43%, 24%, 17% et 7% des isolats C3G-

résistants. Les STs des isolats appartenant aux phylogroupes B2 et D et issus des zones humides ont 

été associés à d’autres STs issus d’isolats cliniques ou d’effluents de station d’épuration de la même 

zone géographique, puis comparés à 4195 STs de la base Enterobase. Les isolats cliniques et 

environnementaux étaient dispersés sur l’ensemble de l’arbre, démontrant qu’il n’existait pas une 

population spécifique à ces environnements (Figure 29). Les auteurs émettaient ainsi l’hypothèse que 

la forte proportion d’isolats appartenant au groupe B2/A et B1 ainsi que le résistome des souches 

étaient probablement dus à des contaminations d’origine humaine (via les effluents de stations 

d’épuration et les boues) ou animale (via le ruissellement superficiel ou l’épandage du fumier), 

respectivement. Enfin, les auteurs concluaient que ces isolats résistants aux C3G d’origine humaine ou 
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animale étaient capables d’atteindre et de survivre dans ces environnements éloignés et peu 

anthropisés, et qui apparaissent finalement comme une dilution des isolats de E. coli retrouvés dans 

les flores digestives humaine et animale. 

 

 

Figure 29. Structure de la population de E. coli prélevée dans les plaines d'inondation, les milieux cliniques et 
les stations d'épuration des eaux usées. D’après Martak et al. (260) 
(A) Sous-arbre des isolats appartenant au phylogroupe B2.  
(B) Sous-arbre des isolats appartenant au phylogroupe D. La présence de ST dans les milieux cliniques, les stations 
d'épuration et les plaines d'inondation est représentée par des lignes rouge, vertes et bleues, respectivement. 

 

Synthèse de cette minirevue : Il existe finalement peu d’études ayant à la fois détecté des BLSE dans 

le compartiment environnemental (uniquement) en tentant de les comparer avec les souches 

humaines, ou de déterminer l’origine de ces contaminations. Cependant, les auteurs s’accordent sur 

le fait que la contamination de l’environnement par les entérobactéries BLSE, et tout particulièrement 

E. coli, est le résultat des rejets des excreta humains, via les stations d’épuration et dans une moindre 

mesure par les animaux. Une question reste néanmoins posée à savoir la re-contamination de 

l’Homme à partir de l’environnement ? L’étude anglaise sur les surfeurs le démontre dans un 

environnement aquatique côtier. Cependant, très peu voire aucune autre étude 

(méthodologiquement pertinente) n’a permis de clairement mettre en évidence de recontaminations 

humaines issues de milieux anthropisés, notamment à partir des cultures maraichères par l’épandage 

de boues d’épuration ou d’excreta d’origine animale (fumier, lisier). 
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2.2.3 Homme – animal/filière alimentation 

 

2.2.3.1 Animaux de rente 

 

Leverstein-van Hall et al., Pays-Bas, 2011 (281) : Cette étude avait pour but de comparer des isolats 

de E. coli BLSE étiquetés « associés à la volaille », issus de viandes de poulet vendues au détail et 

d’animaux d’élevage (poulets), à des isolats cliniques de patients isolés au sein d’un réseau de 31 

laboratoires, desservant 58 hôpitaux néerlandais. Ainsi, 81 souches BLSE issues de viandes de poulet, 

35 souches issues de poulets ont été comparées à 409 souches humaines par analyse des gènes de 

résistances aux bêta-lactamines, plasmides porteurs de ces gènes (pMLST) et STs des isolats. Les gènes 

blaCTX-M-1, blaCTX-M-2, blaSHV-2, blaSHV-12, blaTEM-20 et blaTEM-52 étaient considérés comme « associés à la 

volaille » du fait de leur prévalence dans les populations de volailles aux Pays-Bas en 2006. L’analyse a 

été centrée sur les isolats porteurs des gènes blaCTX-M-1 (n= 15 + 16 = 31) et blaTEM-52 (n= 6 + 11 = 17) 

localisés sur des plasmides de type IncI1 par pMLST. Les auteurs indiquaient qu’en termes de gènes de 

résistances, 35% des isolats humains portaient des gènes « associés à la volaille ». Cette proportion 

était de 20% des isolats humains en croisant les données des gènes de résistance avec l’analyse pMLST 

des plasmides IncI1, et finalement de 11% en croisant les analyses des gènes de résistance, pMLST, et 

MLST des souches. Les auteurs concluaient en émettant l’hypothèse d’une très probable transmission 

à l’homme d’isolats de E. coli BLSE « reliés à la volaille », le plus probablement via la filière alimentaire.  

Dierikx et al., Pays-Bas, 2013 (282) : L’objectif de cette étude était de déterminer la prévalence des 

E. coli BLSE/AmpC dans les élevages de poulets et chez les éleveurs de poulets aux Pays-Bas, et de 

comparer ces isolats entre eux. Les 26 fermes évaluées avaient toutes au moins un prélèvement positif, 

et 23/26 avaient une prévalence de E. coli BLSE au sein de la ferme ≥80%. Six fermiers parmi les 18 

évalués ont eu un prélèvement rectal positif, correspondant aux enzymes CTX-M-1, CMY-2 et SHV-12. 

Dans chacune de ces 6 fermes, les entérobactéries des poulets ont été comparées à celles de leur 

propriétaire vis-à-vis des gènes de résistance, des plasmides (pMLST et RFLP) et des STs des isolats. 

Pour 5 des 6 éleveurs positifs, les gènes de résistance correspondaient à ceux trouvés chez les animaux 

issus de leur élevage. Mais après l’analyse des plasmides, seuls 2 éleveurs avaient des isolats suspectés 

d’être les mêmes que ceux des animaux de leur ferme (2/18 au final, 11,1%). Les auteurs concluaient 

que la forte prévalence des entérobactéries E. coli BLSE dans les élevages de poulets aux Pays-Bas 

pouvait avoir un impact sur la santé humaine, notamment par des transmissions directes par contact 

avec les éleveurs ou par la filière alimentaire.  
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De Been et al., Pays-Bas, 2014 (283) : L’objectif de cette étude était de comparer des isolats de E. coli 

BLSE/AmpC issus de 2 collections et provenant des 2 compartiments humains et poulets/viande de 

poulets en utilisant le WGS pour avoir une haute résolution dans l’analyse comparative. La 1ère 

collection comprenait 10 binômes de souches humain-animal issues d’études précédentes ayant 

utilisées des méthodes de typages traditionnelles (MSLT, pMLST, gènes de résistances) dont l’étude 

Leverstein-van Hall et al., Pays-Bas, 2011. La 2ème collection était composée de souches isolées chez 

des éleveurs et des poulets. Au total, 32 génomes ont été comparés par WGS. Les auteurs 

démontraient que les souches de la 1ère collection et de la 2ème collection n’étaient pas similaires et 

infirmaient la transmission inter-compartimentale suspectée. Les auteurs notaient cependant que 

certains plasmides à succès pouvaient potentiellement contribuer à la diffusion inter-compartimentale 

de ces gènes de résistance.  

Huijbers et al., Pays-Bas, 2014 (284) : L’objectif de cette étude était d’évaluer la prévalence et les 

facteurs de risques de colonisation à E. coli BLSE/AmpC chez les éleveurs de poulets, leur famille et 

leurs employés aux Pays-Bas et de comparer les isolats détectés dans ces 2 compartiments. L’étude a 

évalué 121 individus travaillant ou vivant à proximité de 47 fermes dédiées à l’élevage de poulets. Dix 

prélèvements poolés de 2 échantillons ont été évalués pour chaque ferme. La prévalence en E. coli 

BLSE/AmpC était de 96,4% dans les fermes. Celle chez les individus étaient de 37,5% ; 25,5% ; 15,7% 

et 11,4% chez les employés, les éleveurs, les autres membres de la famille et les partenaires, 

respectivement. L’analyse des questionnaires a démontré que les éleveurs et les employés avaient une 

durée de contact avec les animaux significativement plus élevée que les partenaires et autres membres 

de la famille, ainsi qu’un risque plus important de colonisation à E. coli BLSE/AmpC. Un total de 43 

isolats humains a pu être comparé à 90 isolats issus des animaux : les gènes blaCMY-2, blaCTX-M-1 and blaSHV-

12 prédominaient, ainsi que les plasmides de type IncI1. Chez 5 individus (5/43 soit 11,6%), les STs, les 

profils pMLST et le gène de résistance correspondaient, allant dans le sens d’un transfert de l’isolat lui-

même. Dans 2 cas supplémentaires, les gènes de résistance étaient portés par des plasmides de la 

même famille, évoquant un transfert horizontal entre des isolats de E. coli entre poulets et humains 

(en tout, 7/43 soit 16,3%). Dans un cas, un isolat de E. coli ST117/CMY-2 était partagé entre l’éleveur 

et un membre de sa famille. Les auteurs concluaient que les éleveurs, et les personnes travaillant ou 

vivant à proximité des élevages de poulets, avaient un risque de colonisation plus important par 

transmission directe par contact ou indirect via l’environnement. Ceci d’autant plus que 

l’épidémiologie des BLSE/AmpC retrouvée chez ces individus était très similaire à celle des animaux, 

mais différente de celle de la population générale aux Pays-Bas (où l’enzyme CTX-M-15 prédomine). 

Day et al., Allemagne, Pays-Bas, Royaume-Uni, 2016 (285) : L’objectif de cette étude était de 

comparer des souches de E. coli BLSE issues d’une collection de 353 isolats provenant de 3 pays et 
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provenant d’infections chez l’Homme, l’animal et de la filière alimentaire par méthodes 

conventionnelles (MLST, pMLST, gènes de résistance). Les gènes blaCTX-M-1 (37,4%) et blaCTX-M-15 (24,6%) 

étaient les plus prévalents, prédominant chacun respectivement chez l’animal et l’Homme. Les STs 

ST131, ST10 and ST88 étaient les plus prévalents, et souvent associés aux plasmides de type Inc-Iγ. 

L’association blaCTX-M-15 et plasmide IncF était également signalée chez des isolats appartenant aux 2 

compartiments. Cependant ces plasmides démontraient une grande diversité. Les auteurs concluaient 

que les compartiments animaux et humains pouvaient partager les mêmes clones de E. coli, les mêmes 

gènes blaBLSE et les mêmes plasmides, mais que ces relations devaient être précisées par des analyses 

plus discriminantes de type WGS.  

Falgenhauer et al., Allemagne, 2016 (286) : Cette étude a porté sur la comparaison génomique des 

souches de E. coli BLSE issues d’un réseau de surveillance en Allemagne et collectées entre 2009 et 

2014 chez l’Homme, l’animal (de rente et de compagnie) et dans l’environnement des fermes. Sur les 

429 isolats de E. coli CTX-M-15 détectés, 97 ont été choisis aléatoirement pour être séquencés. Le 

ST410 était le plus prévalent (27 isolats) et le plus partagé entre les 3 compartiments (Figure 30). Les 

auteurs ont démontré que dans cette population, il existait 5 principaux clades dont 2 où les souches 

été clonalement reliées (20 isolats) avec le gène blaCTX-M-15 localisé sur le chromosome. Les auteurs 

concluaient qu’il existait une dissémination clonale d’isolats de type ST410/CTX-M-15 entre l’Homme 

et l’animal en Allemagne en précisant que le ST410 appartenait au phylogroupe A, probablement peu 

pathogène pour l’Homme. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 30. Distribution des séquences types (ST) par analyse MLST des 97 isolats d'E. coli séquencés exprimant 

l’enzyme CTX-M-15. D’après Falgenhauer et al. (286) 
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Ludden et al., Royaume-Uni, 2019 (287) : Cette étude est aussi une comparaison génomique réalisée 

dans le Sud-Ouest de l’Angleterre sur une collection de 431 E. coli (dont 155 producteurs de BLSE) issus 

d’animaux d’élevage et de viande (2014-2015) comparée à 1517 génomes de E. coli humains 

responsables d’infections invasives (bactériémies) collectés entre 2001 et 2012 dans plusieurs 

hôpitaux de la région (Figure 31). L’analyse comparative du core-genome des 1948 isolats concluait à 

des origines génétiques distinctes suggérant que les animaux d’élevage ne sont pas directement 

responsables des infections chez l’Homme. En effet, le phylogroupe B2 était majoritaire dans la 

population de E. coli d’origine humaine et représentait seulement 1% des souches d’origine animale. 

Les STs majoritaires étaient différents dans chaque compartiment (ST10, ST117 et ST602 chez les 

animaux vs. ST73, ST131 et ST95 chez l’Homme). L’analyse particulière des E. coli des complexes 

clonaux CC10 et CC117 a démontré que les isolats étaient très largement distincts, malgré un ST 

commun, chez l’Homme et chez l’animal. Les réseaux de clonalité réalisés entre les différents 

établissements de recueils des souches montraient que très peu de souches (3 en tout) avaient moins 

de 15 SNPs de différence avec des souches humaines, alors que ces liens de clonalité étaient nombreux 

entre les différentes fermes entre elles, ou les établissements de soins entre eux (Figure 32). Les 

auteurs se sont ensuite intéressés au génome accessoire portant les gènes de résistances aux 

antibiotiques et aux éléments génétiques mobile associés. Ils ont focalisé leur analyse sur les 2 gènes 

d’intérêt blaCTX-M-15 (animal/viande n=32, humain n=87) et blaCTX-M-1 (animal/viande n=95, humain n=1) 

partagés entre les 2 compartiments et ont comparé les plasmidomes. Les dendrogrammes de 

« contigs d’intérêt » réalisés montraient qu’à l’exception d’un isolat humain CTX-M-1 qui partageait un 

cluster avec 23 autres isolats animaux CTX-M-1, et d’un cluster CTX-M-15 incluant 5 souches humaines 

et 10 souches animales, l’ensemble des isolats CTX-M-1 et CTX-M-15 étaient d’origines différentes. 

Enfin, pour finaliser cette analyse du plasmidome, 4 isolats (2 CTX-M-1 et 2 CTX-M-15, chaque binôme 

avec des isolats originaires des 2 compartiments) ont ainsi été séquencés en long reads (Pac Bio). 

L’ensemble des génomes séquencés en short reads (Illumina) ont été ensuite mappés sur ces 4 

génomes de référence. Dans l’unique souche CTX-M-1 humaine, le gène blaCTX-M-1 était porté par un 

plasmide de type IncI1 qui avait une grande similarité avec 28 autres plasmides de abritant blaCTX-M-1 et 

porté par des souches animales (dont 26 souches reliées aux poulets). Par contre, les plasmides portant 

le gène blaCTX-M-15 étaient très différents, appartenant aux profils d’incompatibilité IncF chez l’Homme 

et IncH chez l’animal, et ne matchaient pas avec d’autres génomes à l’exception de quelques souches 

de bovins de la même ferme pour le plasmide CTX-M-15/IncH d’origine animale. Les auteurs ont même 

recherché le potentiel transfert d’une région conservée correspondant à un transposon de type Tn3 

chez 22 souches animales et l’ont retrouvé chez 3 des 75 souches CTX-M-15 d’origine humaine. Les 

auteurs concluaient que les isolats humains et animaux dans cette zone géographique étaient d’origine 

génétique différente avec des éléments mobiles génétiques partagés dans moins de 5% des souches. 
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Ils insistaient sur l’importance d’évaluer d’autres sources de contamination par E. coli BSLE chez 

l’Homme. 

 

Figure 31. Cartes et dendrogramme circulaire illustrant le recrutement et la relation phylogénétique entre les 
1948 isolats de l’étude. D’après Ludden et al. (287) 

(a) Carte du Royaume-Uni montrant les emplacements des isolats cliniques humains, avec l'Est de L'Angleterre 
mise en évidence par un carré rouge.  
(b) Carte de l'Est de l'Angleterre montrant la localisation des exploitations agricoles (les images indiquent les 
espèces d’animaux d’élevage).  
(c) Arbre phylogénétique basé sur les SNPs dans les gènes du core genome de 1948 isolats de E. coli isolés à partir 
des fermes d'élevage, de la viande au détail et des patients atteints d'infections invasives (bactériémies). 

 

Nguyen et al., Vietnam, 2019 et 2021 (288,289) :  

La première étude avait pour but d’établir la prévalence de la colonisation des E. coli BLSE chez les 

éleveurs de poulets et les élevages de poulets au Vietnam et de réaliser une analyse génomique 

comparative entre (i) d’une part les isolats retrouvés dans ces fermes et (ii) d’autre part des isolats de 

E. coli BLSE retrouvés chez des individus n’ayant pas de lien avec ces élevages. Quatre cent huit 

prélèvements ont été réalisés dans les fermes (éleveurs n= 204 ; poulets n=204).  La prévalence en E. 

coli BLSE était de 20% et 35,2% dans les fermes et chez les éleveurs, respectivement. Au final, 95 

souches BLSE issues des fermes d’élevage (éleveurs n=65, poulets n=30) ont été comparées à 140 

souches d’origine humaine de patients des zones urbaines ou rurales du même district. blaCTX-M-55 était 

le gène codant une BLSE le plus fréquent dans la collection animale (74,4%) alors que blaCTX-M-27 était le 
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plus fréquent dans la collection humaine (47%). Les isolats humains et animaux étaient intercalés dans 

les phylogroupes A, B1, C et F alors que les isolats humains prédominaient dans le phylogroupe B2. Au 

final, dans 3 fermes (1,5%) des isolats partageaient les mêmes gènes de résistance entre poulets et 

éleveurs, mais le support génétique de ces gènes n’était similaire que dans une seule ferme (0,5%). Les 

auteurs concluaient à une contribution très limitée des fermes d’élevage de poulets dans les 

colonisations humaines en E. coli BLSE dans le Sud du Vietnam. 

 

Figure 32. Analyse en réseau de clonalité des isolats de E. coli cultivés dans des fermes d'élevage et de patients 
atteints d'infection invasives. D’après Ludden et al. (287). 

 

La seconde étude était une comparaison génomique réalisée sur des isolats de E. coli détectés entre 

2014 et 2015 dans la région d’Hanoi et issus de prélèvements d’urines associés à des infections 

urinaires chez l’Homme (n=8564), de prélèvements issus d’animaux ou de leur excreta (poulets et 

porcs ; n=448) et de prélèvements réalisés dans des abattoirs (n=78). Au final, 235 isolats de E. coli 

producteurs de BLSE ont été identifiés (Homme n=152 ; animaux n=74 ; abattoir n=9) dont 84% 

(n=198) étaient des enzymes de type CTX-M. Hormis les isolats ST10 et ST155 (dont les isolats étaient 

d’origine génétique distincte), la plupart des ST étaient spécifiques de chaque compartiment (Figure 

33). Le gène blaCTX-M-27 était prédominant chez les isolats d’origine humaine (77%) alors que c’était le 

gène blaCTX-M-55 chez les isolats issus d’animaux. Quatorze isolats portant 5 types de gène blaCTX-M (-15, 

-55, -14, -27 et -65) ont été séquencés en long reads (MinION Nanopore). Les plasmides portant ces 

gènes appartenaient à 5 profils d’incompatibilité différents, et dont la structure génétique était 

différente entre les compartiments humains et animaux, suggérant une contribution limitée des 

plasmides portant les gènes blaCTX-M dans la transmission entre animaux de rente et l’Homme. A 
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contrario, des profils similaires de plasmides ont été trouvés entre les isolats issus des animaux et des 

abattoirs. Un cas particulier était un plasmide blaCTX-M-55/IncFII partagé entre les abattoirs et l’Homme 

dans plusieurs isolats. Enfin, certaines séquences d’insertion de type IS6 ont été retrouvées dans des 

isolats humains et animaux portant les gènes blaCTX-M-27 et blaCTX-M-55, suggérant un possible rôle dans 

le transfert inter-compartimental de ces gènes. Les auteurs concluaient que les gènes blaCTX-M associés 

à des plasmides chez l’Homme et les animaux étaient d’origine différente.  

 

 

Figure 33. Répartition des différents STs et variants des gènes blaCTX-M en fonction des origines des échantillons. 
D’après Nguyen et al. (289) 
(A) Association et distribution des clones dominants de E. coli porteuses du gène blaCTX-M en fonction des 
différentes origines des échantillons. 
(B) Prévalence des variants du gène blaCTX-M en fonction des origines des échantillons.  
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Reid et al., Australie, 2019 (290) : Cet article décrit la comparaison génomique de 2 souches de E. coli 

ST131-H22 (non BLSE et non AmpC) isolées d’une part chez un porc en 2007 et dans les urines d’un 

patient hospitalisé à Sydney en 2009. Les souches ont été comparées en détail au niveau du core-

genome, des plasmides et des éléments mobiles (IS, transposons). Les 2 isolats sont très similaires avec 

notamment les mêmes plasmides de type IncHI-2 et un transposon de type Tn7 (même si quelques 

réarrangements sont constatés), attestant de la probable transmission entre l’Homme et l’animal. Les 

auteurs insistaient sur le fait que le clone ST131-H22 était le précurseur du clone épidémique humain 

ST131-H30Rx et qu’il était de plus en plus retrouvé chez l’animal, attestant l’importance d’une 

approche One Health dans la surveillance de ces souches de E. coli potentiellement porteuses de gènes 

codant pour des BLSE. 

 
Valcek et al., Danemark, 2019 (291) : Cette étude a consisté à comparer des plasmides IncI-1 obtenus 

chez des isolats de E. coli producteurs de CTX-M-1 détectés chez l’Homme et chez l’animal. Les auteurs 

se sont plus particulièrement intéressés à comparer 2 sous-types de plasmides : IncI1-ST3 (n=10) et 

IncI1-ST7 (n=2). Les analyses ont montré une très grande similarité (mêmes gènes de résistance, même 

contexte génétique ISEcp1 du gène blaCTX-M-1, mêmes IS et transposon) entre ces isolats détectés au 

Danemark (Figure 34). Les auteurs ont ensuite étendu la comparaison à 10 autres plasmides IncI1-ST3 

et IncI1-ST7 détectés en Australie, en France et aux Pays-Bas. Cette comparaison a abouti au même 

haut niveau de similarité. Les auteurs concluaient que le fait de retrouver cette correspondance dans 

plusieurs pays attestait du probable succès de ces plasmides porteurs du gène blaCTX-M-1 avec un 

potentiel de transmission inter-compartimentale ; tout en admettant que la « route des 

transmissions » de ces plasmides, directe ou via l’environnement ou la nourriture, restait à préciser. 

 

Alzayn et al., Royaume-Uni, 2020 (292) : Cette étude avait pour but de caractériser la présence et les 

facteurs de risque d’acquisition de souches de E. coli avec AmpC hyperproduite et de réaliser une 

comparaison génomique de ces souches recueillies dans des fermes laitières et chez des humains dans 

la même aire géographique (50x50 km) au Sud-Ouest de l’Angleterre. Les auteurs ont déterminé que 

la prévalence des E. coli AmpC étaient de 46,2% dans les exploitations. Au final, 25 isolats issus de 

fermes laitières ont ainsi été comparés à 20 isolats humains issus d’échantillons urinaires. La 

comparaison des souches basée sur le core-genome (SNPs) a montré que les isolats bovins et humains 

n'étaient mélangés que dans une faible mesure. Pour les rares isolats partageant les mêmes clusters 

ST88, ST75 et ST23, les souches n’étaient pas clonales (≥ 1200 SNPs au minimum, Figure 35). Par 

contre, il existait de probables transmissions inter-exploitations récentes avec des souches clonales de 

même ST (1-13 SNPs). Les auteurs concluaient qu’ils n’avaient pas de preuve de transfert récent de 
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souches de E. coli productrice d’AmpC entre l’Homme et le bétail dans cette zone géographique 

restreinte. 

Budel et al., Zanzibar (Tanzanie), 2020 (293) : Cette étude avait pour objectif de comparer les 

populations d’entérobactéries résistantes aux C3G ou résistantes à la colistine obtenues d’une part 

chez les volailles et les viandes de poulet vendues au détail, et d’autre part chez les souches 

responsables de colonisation dans la population communautaire à Zanzibar (île située dans le canal du  

 

 
Figure 34.  Comparaison des plasmides de type IncI1-ST3 et IncI1-ST7 d’origine humaine et animale. D’après 
Valcek et al. (291) 
(a) La comparaison des plasmides ST3 IncI1 montre des structures très similaires et des zones ou des structures 

inversées seulement légèrement différentes. L'ordre des séquences est basé sur la similarité selon les blocs de 

la figure et est le suivant (de haut en bas) : pESBL20150178 (humain) ; p14019095 (poulet) ; p15076331 

(bovin/porc) ; pESBL20150097 (humain) ; p15124679 (canard) ; p15090172 (porc) ; p14006165 (poulet) ; 

p15095941 (poulet) ; p199 (porc) ; et p14011252 (poulet).  

(b) Comparaison des plasmides IncI1 du groupe ST7 pESBL20140131 d'un échantillon humain (en haut) et 

p15078279 d'un échantillon de porc (en bas) représentant la zone inversée du transposon de type Tn3 (dans le 

cadre rouge) et deux éléments IS supplémentaires (IS2-like dans le cadre violet et ISEc22-like dans le cadre 

orange) à la fin de la séquence plasmidique p15078279.  
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Figure 35. Arbre phylogénétique des isolats de E. coli hyperproducteurs de AmpC d’origines animales et 
humaines. D’après Alzayn et al. (292) 

 

Mozambique, Tanzanie). Une collection de 144 isolats de E. coli a été obtenue à partir des 

prélèvements animaux. La prévalence des souches résistantes aux C3G était de 88,7% et 43,2% chez 

les volailles et dans la viande de poulet, respectivement. Celle des souches résistantes à la colistine 

était de 48,4% et 18,9% dans ces deux sources, respectivement. Les populations d’entérobactéries 

résistantes aux C3G les plus prévalentes étaient E. coli CTX-M-15 et K. pneumoniae CTX-M-9. Le gène 

mcr-1 était le mécanisme majoritaire de résistance à la colistine chez E. coli (95,8%), tandis qu’il 

s’agissait de mutations dans le système PhoQ chez K. pneumoniae. Au final, 38 souches de E. coli 

résistantes aux C3G et 13 K. pneumoniae résistantes aux C3G ont été respectivement comparées à 18 

E. coli résistantes aux C3G et 15 K. pneumoniae résistantes aux C3G issues de la population humaine 

communautaire. L’analyse WGS a permis de mettre en évidence de multiples clones (0-13 SNPs) inter-

compartimentaux notamment E. coli ST361/CTX-M-15 et K. pneumoniae ST17/CTX-M-14 et 

ST1741/CTX-M-15. Un clone inter-compartimental de E. coli ST46/mcr-1 a également été détecté. Les 

auteurs concluaient que la population communautaire de Zanzibar est souvent colonisée par les 

mêmes souches d’entérobactéries multirésistantes que celles retrouvées chez la volaille ou dans la 

viande de poulet. Ils indiquaient qu’il s’agissait de la 1ère étude démontrant avec un haut degré de 

discrimination (WGS) un phénomène One Health d’une telle ampleur. 

van Hoek et al., Pays-Bas, 2020 (294) : Cette étude a analysé 11 évènements suspectés de transmission 

d’isolats de E. coli BLSE/AmpC ou d’EGM portant sur des gènes de résistances entre poulets et individus 

vivant ou travaillant dans 8 fermes d’élevage de poulets aux Pays-Bas et en utilisant une méthodologie 

de type WGS (ces transmissions sont reprises de 2 études précédentes dont Huijbers et al., Pays-Bas, 

2014 décrite ci-dessus). Sur les 8 transferts de souches suspectés, 6 ont été confirmés (même cgMLST) 

et 1 correspondait finalement à un transfert horizontal d’EGM (ferme E, isolats ST10 avec le même 

plasmide, en bleu foncé, Figure 36). Sur les 3 transferts d’EGM suspectés, 1 a été confirmé. Au final, 
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l’analyse a confirmé un transfert de souches ou d’EGM (plasmides) dans 8 sur les 11 évènements 

suspectés). Ces transferts concernaient les gènes blaCTX-M-1, blaTEM-52 et blaCMY-2. À noter que parmi les 

évènements infirmés, un possible transfert du gène blaSHV-12 a pu se faire via une séquence d’insertion 

de type IS26 sur 2 différents plasmides (mais non comptabilisé). Les auteurs concluaient que les 

transmissions avaient été confirmées avec une bonne corrélation avec les « anciennes techniques 

classiques de typage » mais que cela pourrait être moins le cas dans des études où les isolats ne sont 

pas reliés au niveau spatio-temporel comme c’était le cas pour cette étude. 

 

Figure 36. Arbre de couverture minimum de l'analyse par cgMLST. D’après van Hoek et al. (294) 
Les isolats de E. coli BLSE d'une même exploitation sont représentés par des cercles de couleur identique. Le 
séquence-type de chaque isolat de E. coli est précisé entre parenthèses. Les événements de transmission clonale 
possibles sont indiqués en gris. Les chiffres à côté des branches indiquent les différences génétiques selon 
l'analyse cgMLST. 

 

2.2.3.2 Animaux de compagnie 

 

Bortolaia et al., Etats-Unis, 2014 (295) : Cette étude avait pour but de déterminer la structure et la 

relation génétique entre les plasmides portant le gène blaCMY-2 dans des souches de E. coli d’origine 

humaine et d’animaux de compagnie dans une aire géographique limitée du Midwest. Au final : 6, 56 

et 6 souches porteuses du gène blaCMY-2 ont été détectées respectivement chez l’Homme, les chiens et 

les chats et ont été comparées par des techniques traditionnelles (MLST, pMLST). La prévalence de 

blaCMY-2 était plus importante chez les animaux (chiens : 86%, chats : 75%) que chez l’Homme (14%). 

Les plasmides retrouvés étaient d’une grande hétérogénéité dont les 3 principaux étaient de type IncI1 

(52%), IncA/C (13%), IncFII (10%). Les auteurs concluaient à des échanges probablement très limités 

entre les animaux de compagnies et les humains dans la communauté. 
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Hong et al., 2020, Corée du Sud (274) : L’objectif de cette étude était d’évaluer la distribution des 

isolats de E. coli BLSE/AmpC détectés en portage rectal chez des animaux de compagnie et d’humains  

vivants dans le même domicile en Corée entre 2018 et 2019. Un total de 221 souches BLSE/AmpC ont 

été détectées, 95 chez les animaux et 126 chez les humains à partir de 968 prélèvements réalisés dans 

130 foyers. La prévalence des BLSE/AmpC était de 24,9% chez l’Homme vs. 21,5% chez les animaux. 

CTX-M-14 (26,3%), CMY-2 (20%), CTX-M-55 (12,6%) étaient les 3 bêta-lactamases les plus prévalentes 

chez les animaux, tandis que chez les humains il s’agissait de CTX-M-14 (34,9%), CTX-M-15 (19%), 

CTX-M-27 (16,7%) et CMY-2 (6%). L’étude a permis d’identifier 4 cas (4,8%) impliquant des souches de 

E. coli produisant CTX-M-14, où les souches humaines et animales du foyer appartenaient à un même 

pulsotype. À noter la présence d’une sous-population de E. coli ST405 produisant l’enzyme CMY-2 qui 

semblait proliférer chez les animaux de compagnie en Corée du Sud.  

 

2.2.3.3 Animaux sauvages  

 

Si de nombreux articles ont détecté des entérobactéries BLSE chez les oiseaux sauvages (269,296), et 

que les oiseaux migrateurs sont maintenant reconnus comme de potentiels vecteurs de bactéries 

multi-résistantes, aucune étude One Health (hormis l’étude globale Mughini et al. et Dorado-Garcia 

et al. aux Pays-Bas) n’a évalué la relation entre ces isolats et ceux d’origine humaine (239,297). 

 

2.2.3.4 Alimentation  

 

Nadimpalli et al., Cambodge, 2019 (298) : Cette étude avait 2 objectifs : (i) évaluer la prévalence des 

isolats de E. coli producteurs de BLSE ou de carbapénèmase dans la viande de porc, de poulet et les 

poissons vendus sur les marchés de Phnom Penh, et (ii) comparer les isolats producteurs de BLSE à 

ceux retrouvés en portage chez des femmes dans la population communautaire et chez des patients 

hospitalisés infectés. La prévalence des isolats de E. coli BLSE dans ces denrées était de 62% tous 

échantillons confondus (porc : 75%, poulet : 53%, poissons : 53%). Deux souches d’EPC ont été 

détectées dans 2 échantillons de porcs et de poisson (E. coli OXA-48-type, prévalence : 1,3%). Le gène 

blaCTX-M-55 prédominait dans la nourriture alors que blaCTX-M-15 prédominait chez l’Homme. La 

comparaison génomique des 196 isolats de E. coli BLSE (nourriture n=93, femmes bien portantes n=88, 

patients infectés n=15) a permis de mettre en évidence 3 clades principaux : un clade I/B2-D/ST131-

ST38 essentiellement humain (où prédominaient les gènes blaCTX-M-15 et blaCTX-M-27) ; un clade 

II/A/ST10 et un clade III/B1/ST58-ST156 composés d’isolats issus des colonisations humaines et de la 

nourriture (Figure 37). Environ 40% des isolats des femmes colonisées étaient regroupés dans le même 
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clade (II ou III) et appartenaient au même ST que des isolats issus de la nourriture. La résistance de ces 

isolats aux phénicolés (utilisés en médecine vétérinaire mais plus en médecine humaine) faisait 

déduire aux auteurs une origine probable animale de ces isolats. Les auteurs concluaient que, dans les 

pays de « revenus intermédiaires à faibles », les animaux pouvaient être des réservoirs de transmission 

de E. coli BLSE via la nourriture pour la population communautaire et notamment les isolats de type 

E. coli producteurs de CTX-M-55 résistant à l’amphénicol au Cambodge.  

 

 

Figure 37. Arbre phylogénétique basé sur la séquence du génome entier de 195 isolats de E. coli producteurs 
de BLSE d’origine humaine et alimentaire. D’après Nadimpalli et al. (298)  
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Synthèse de cette minirevue : Certaines études, notamment aux Pays-Bas, ont décrit dans les années 

2010 la transmission d’isolats de E. coli BLSE ou AmpC entre l’Homme et l’animal. Ces transmissions 

ont été en partie confirmées par une analyse à haut pouvoir discriminant basée sur le WGS et 

s’intéressant à la fois au core-genome et aux EGM porteurs des gènes de résistance. De plus, certains 

plasmides très similaires (comme par exemple IncI1 porteur du gène blaCTX-M-1) ont été retrouvés chez 

l’Homme et chez l’animal, suggérant un transfert horizontal inter-compartimental de ces gènes de 

résistance dont le chemin reste à préciser. Le secteur qui semble principalement pourvoyeur de ces 

transmissions (à la fois d’isolats ou d’EGM) est l’élevage de volailles, où la prévalence des E. coli BLSE 

est la plus élevée. De plus, des échanges inter-exploitations ont fréquemment été relevés. Cependant, 

les études décrivant ces transmissions ne s’intéressaient qu’à des populations humaines très ciblées 

ayant des contacts importants avec les animaux (éleveurs, famille d’éleveurs vivant dans la ferme, 

employés) et n’ont abouti qu’à un nombre limité de transmissions réellement documentées par WGS. 

Certaines études chez les animaux de compagnie (Hong et al.) ont également mis en évidence des 

transmissions très ciblées comme pour des isolats de E. coli produisant l’enzyme CTX-M-14. On peut 

ainsi qualifier ces transmissions volaille-Homme ou animaux de compagnie-Homme de limitées, voire 

sporadiques. Dans leur revue de 2015, Lazarus et al. insistaient dans leur conclusion sur le fait que, si 

la preuve d’une transmission Homme-animal avait été apportée dans certains cas, il était important 

de quantifier l’intensité et l’étendue de ce phénomène par des études de plus grands effectifs basées 

sur le WGS (299). En effet, les études de plus grande puissance comme celles de Ludden et al. ou 

Nguyen et al. incluant la population humaine hospitalière ou communautaire (et non uniquement aux 

populations à risque au contact des animaux), ont abouti à la conclusion d’un apport très limité des 

isolats de E. coli BLSE/AmpC ou des plasmides d’origine animale dans la population des isolats cliniques 

humains. Le fait que (i) les ST majoritaires soient différents dans chacun des 2 compartiments et que 

(ii) l’analyse fine des STs inter-compartimentaux comme par exemple ST10, ST38, ST88 ait démontré 

qu’il existait des sous-populations séparées et adaptées à chaque réservoir ; semble accréditer cette 

hypothèse. Ce paradigme était vérifié jusqu’aux études menées par Nadimpalli et al. au Cambodge en 

2019 et Büdel et al. à Zanzibar en 2020. En effet, ces études montraient pour la 1ère fois, par une 

analyse de haute résolution basée sur le WGS, des transmissions multiples de E. coli (et K. pneumoniae) 

BLSE entre la volaille/viandes et poissons et la population communautaire humaine. L’étude de Büdel 

et al. est très informative quand on analyse 4 caractéristiques principales de l’île Zanzibar à savoir (i) 

un milieu insulaire (très) densément peuplé (710 habitants par km2), (ii) des standards sanitaires limités 

proches des pays en voie de développement avec animaux souvent présents dans le foyer, (iii) un usage 

non contrôlé des antibiotiques vendus au détail dans des épiceries et pharmacies sans prescription 

médicale et (iv) une très forte prévalence des entérobactéries R-C3G dans les élevages de volailles 
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(88,7%). Cet écosystème peut contribuer à des interconnexions Homme-volaille aboutissant à ce 

modèle One Health. 

 

2.2.4 Homme – animal/filière alimentation – environnement 

 

Purohit et al., Inde, 2017 (300) : Il s’agissait d’une étude observationnelle réalisée dans une population 

rurale communautaire au centre de l’Inde incluant 292 isolats de E. coli issus de jeunes enfants de 1 à 

3 ans et de leur environnement (animaux, déchets, eau consommée). La prévalence de E. coli BLSE 

chez les enfants, les animaux, les eaux de déchets et les eaux consommées était respectivement de 

57%, 23%, 33% et 23%. Les auteurs notaient que le gène blaCTX-M-1 prédominait chez les enfants et les 

animaux tandis que c’était le gène blaCTX-M-9 dans les eaux consommées ou les déchets. Les profils de 

résistances aux antibiotiques étaient similaires entre les enfants et leur environnement. Les isolats 

n’ont pas été comparés au niveau génomique ou par des méthodes classiques de type MLST. 

 

Runcharoen et al., Thaïlande, 2017 (301,302) :  2 études en 2017 sur E. coli et K. pneumoniae  

La première étude était une comparaison génomique d’une collection de E. coli BLSE isolés entre 2014 

et 2015 chez des patients, des effluents de ferme et dans l’environnement (canaux) en Thaïlande. Ainsi, 

84 isolats consécutifs non redondants de E. coli issus de prélèvements à visée diagnostique dans un 

hôpital de l’Est de la Thaïlande ont été comparés à 65 isolats d’origine environnementale issus de 

canaux (n=55), d’effluents d’hôpital (n=3) et d’effluents issus de fermes (n=6). ST131 prédominait dans 

la collection humaine (28,6%) alors qu’il n’y avait pas de ST prédominant dans la collection 

environnementale. Concernant les BLSE, les gènes blaCTX-M étaient très majoritaires, avec blaCTX-M-55, 

blaCTX-M-14, blaCTX-M-15 et blaCTX-M-27 les plus prévalents. Le gène blaSHV12 a également été retrouvé mais de 

manière minoritaire (Figure 38). Les isolats montraient une très grande diversité génétique à 

l’exception de 3 paires d’isolats Homme-environnement clonalement reliés. Une analyse spécifique 

des E. coli ST131 a été réalisée : les sous-clones majoritaires retrouvés étaient H30-R majoritairement 

associés au gène blaCTX-M-14 et H41 associés à blaCTX-M-27. Trois isolats producteurs de carbapénèmase 

avaient également été retrouvés (NDM-1, NDM-5 et GES-5) ainsi que 3 autres résistants à la colistine. 

Les auteurs concluaient que les isolats humains et environnementaux étaient très majoritairement 

différents et que les efforts devaient maintenant s’orienter vers la limitation de la progression des EPC 

et entérobactéries résistantes à la colistine.  



  

87 
 

La seconde étude était une comparaison génomique similaire s’intéressant aux isolats de 

K. pneumoniae obtenus dans les mêmes conditions que l’étude précédente. Un total de 77 isolats a 

été analysé : 48 issus de prélèvements cliniques à visée diagnostique, 24 isolats issus des canaux, 2 

d’effluents d’hôpitaux et 3 d’effluents issus de fermes. La population des isolats était répartie entre 3 

 

Figure 38. Figure illustrant la relation entre les 149 isolats de E. coli BLSE de l’étude et leurs gènes de 
résistances. D’après Runcharoen et al. (300) 

(A) À gauche : arbre construit en maximum de vraisemblance à partir de 149 génomes d'isolats d'étude basés sur 

les SNPs dans le core-genome. Les colonnes décrivent l'origine (rouge, clinique ; bleu, canal ; rose, eaux usées 

ou effluents agricoles ; gris, eaux usées hospitalières non traitées), éléments BLSE (blanc, absent ; jaune, 

CTX-M-55 ; violet, CTX-M-14 ; rouge, CTX-M-15 ; bleu clair, CTX-M-27 ; rose, CTX-M-24 ; brun, CTX-M-65 ; orange, 

SHV-12 ; noir, plusieurs éléments BLSE) et les données pour SHV-12 (bleu, absent ; rouge, présent), NDM (bleu, 

absent ; rouge, NDM-1 ; orange, NDM-5), GES-5 (bleu, absent ; rouge, présent), et mcr-1 (bleu, absent ; rouge, 

présent). À droite : les dix STs les plus prévalents.  

(B) Prévalence des enzymes BLSE (variants CTX-M et SHV-12) dans les 149 isolats de l'étude. Trois isolats 

contenaient des éléments multiples (CTX-M-15 et CTX-M-27, CTX-M-27 et CTX-M-55, et CTX-M-14 et SHV-12, 

respectivement).  

(C) Pourcentage de chaque variant d’enzyme CTX-M et de l’enzyme SHV-12 dans les 84 isolats cliniques et les 65 

isolats environnementaux. 
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grandes origines génétiques, dont 1 lignée qui contenait la majorité des isolats (phylogroupe KpI, 

Figure 39). Au sein de cette lignée majoritaire, il existait différents clades reliant des isolats cliniques 

et environnementaux entre eux. Les isolats associés aux animaux étaient soit reliés aux isolats 

environnementaux, soit aux isolats cliniques et environnementaux au sein de ces clades (Figure 39). 

 

 

Figure 39. Carte illustrant la zone de prélèvements des isolats de K. pneumoniae BLSE et arbre construit en 
maximum de vraisemblance reliant les 77 isolats comparés. Adapté de Runcharoen et al. (302) 

(A) Carte montrant l'origine géographique des isolats de l’étude. Le triangle indique l'hôpital Bhuddhasothorn. 

(B) Arbre construit en maximum de vraisemblance pour les 77 isolats de K. pneumoniae provenant d'échantillons 

cliniques et environnementaux (canaux, bétail et eaux usées des hôpitaux) montrant la distribution des STs dans 

l'ensemble de la population. Les triangles et les cercles correspondent respectivement à des isolats cliniques et 

environnementaux. Les isolats d'eaux usées ont été récupérés de l'hôpital et ont donc la même localisation que 

l'hôpital sur la carte. 

A 

B 

KpI 

KpIIa 

KpIIb 
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Les 77 génomes issus des isolats de l’étude ont ensuite été comparés par une analyse phylogénétique 

à une collection internationale de 286 génomes de K. pneumoniae. Les isolats étaient dispersés dans 

cette population, la majorité appartenant au phylogroupe KpI, indiquant que les isolats thaïlandais 

appartenaient aux différentes populations circulant au niveau international. Les gènes blaCTX-M-15 et 

blaSHV codant pour des BLSE étaient présents dans les 2 collections et 4 isolats exprimaient une 

carbapénèmase (2 NDM, 2 GES). Les auteurs aboutissaient à plusieurs conclusions : (i) les isolats 

cliniques et environnementaux étaient phylogénétiquement issus d’un ancêtre commun dans 

plusieurs cas et cette divergence était récente, il existait ainsi un lien épidémiologique étroit entre les 

isolats de ces 2 compartiments ; (ii) les isolats cliniques semblaient s’être adaptés au compartiment 

humain en ayant acquis plus de gènes de résistance et de virulence que les isolats environnementaux ; 

et (iii) la présence d’EPC chez les patients ou dans les effluents de l’hôpital démontrait l’importance de 

traiter ces effluents pour les éliminer et éviter que le compartiment environnemental devienne un 

réservoir de bactéries multi-résistantes. 

Seni et al., Tanzanie, 2018 (303) : Il s’agit d’une revue de l’ensemble des études s’intéressant aux 

entérobactéries BLSE (et leurs clones majoritaires) chez l’Homme, l’animal et l’environnement entre 

2005 et 2016 en Tanzanie. Sur les 131 articles issus de leurs recherches, les auteurs ont analysé 9 

articles considérés comme éligibles. La prévalence des BLSE tous compartiments confondus était de 

22,6% (IC95% : 21,1–24,2) avec une prédominance des isolats de E. coli (51,6%) et de K. pneumoniae 

(41,6%). Chez E. coli, ST131 et ST617 prédominaient respectivement chez l’Homme et l’animal. ST38, 

ST131 et ST2852 étaient retrouvés de manière variable dans les trois interfaces. Le gène blaCTXM-15 était 

largement majoritaire dans les 3 compartiments (en moyenne 78,8%) et a été retrouvé principalement 

dans des plasmides de type IncF, ce qui indique un potentiel de transmission horizontale. Les auteurs 

concluaient que la forte prévalence des E-BLSE et des clones partagés dans les trois interfaces, 

notamment le clone mondial de E. coli ST131, indiquait une propagation large et inter-

compartimentale appelant à réaliser des études génomiques pour suivre ces flux de gènes de 

résistance dans une approche One Health. 

Dorado-Garcia et al., Pays-Bas, 2018 (297) :  Cette étude est une méta-analyse de 35 études réalisées 

(>27 000 échantillons et 5800 isolats analysés) pour la plupart entre 2005 et 2015 aux Pays-Bas et visait 

à quantifier les similarités moléculaires entre les différents réservoirs de E. coli BLSE/AmpC et ceci dans 

la perspective d’une première étape avant d’établir un risque d’attribution en fonction des différents 

réservoirs. Les données correspondant aux gènes codant pour les enzymes CTX-M, TEM ou SHV et pour 

les céphalosporinases CMY, ACC, ACT, DHA et MIR, les caractérisations des plasmides ainsi que les STs 

des isolats ont été récupérés et analysés. L’analyse quantitative s’est réalisée à 2 niveaux :  
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Figure 40. Répartitions des différents isolats de E. coli en fonction de la fréquence des gènes de résistance et 
des profils de réplicons (des plasmides) sous forme de nuages de points dont chaque couleur correspond à un 
réservoir. D’après Dorado-Garcia et al. (297) 
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(i) l’index proportionnel de similarité (IPS) qui évaluait 2 à 2 les similarités dans la fréquence de 

distribution des différents gènes et de leurs plasmides dans chaque réservoir, et (ii) une analyse en 

composante principale (ACP) effectuée sur la collection de gènes mis en commun, pour les réplicons 

plasmidiques et pour la combinaison des réplicons et des gènes. Les gènes blaCTX-M-1, blaCTX-M-14, 

blaCTX-M-15, blaSHV-12 et blaTEM-52 étaient les plus fréquemment retrouvés alors que blaCMY-2 était plus 

particulièrement détecté chez les poulets et les humains ayant des contacts rapprochés dans les 

élevages de volailles. Les plasmides IncI1 and IncF, et dans une moindre proportion IncK, étaient les 

plus prévalents. L’analyse en composante principale intégrant les gènes de résistance (Figure 40a) et 

les gènes de résistances associés aux profils des réplicons (Figure 40c) a révélé des associations ou 

clusters entre humains de la population générale/oiseaux et eaux usées (CTX-M-14, CTX-M-15) alors 

que les humains liés aux exploitations agricoles étaient davantage associés aux animaux et à la viande, 

via des clusters distincts (CMY-2, CTX-M-1, SHV-12). L’analyse cumulée avec les profils des réplicons 

aboutissait à une clusterisation comparable entre les différents réservoirs. Une observation 

importante était que la plupart des réservoirs associés aux animaux de rente ou à l'alimentation n'ont 

pas montré un niveau élevé de similarité dans leurs profils génétiques par rapport aux humains, qu'ils 

proviennent de la population générale ou hospitalière. Cela suggère que les réservoirs liés aux 

élevages, y compris la volaille et la viande de volaille, ne sont pas des contributeurs importants 

d’entérobactéries BLSE/AmpC pour ces populations. Les auteurs concluaient (i) qu’ils n’avaient pas 

réussi à démontrer un lien épidémiologique étroit des gènes codant pour des BLSE/AmpC et des types 

de réplicons entre les exploitations d'élevage et les personnes dans la population générale, et que (ii) 

d’autres modèles quantitatifs devaient être élaborés sur des données issues du WGS pour affiner la 

vision sur les interactions entre ces différents réservoirs. 

Day et al., Royaume-Uni, 2019 (304) : Il s’agit d’une vaste étude de surveillance épidémiologique et 

de comparaison par typage d’une collection de E. coli BLSE issue de Londres, de l’Est et du Nord de 

l’Angleterre, d’Écosse et du Pays de Galles entre 2013 et 2014. Les isolats humains étaient issus de 

prélèvements de selles ou de bactériémies et ont été comparés à des isolats provenant de la filière 

alimentaire, d’animaux (réseau de surveillance vétérinaire d’animaux de rente), de boues issues 

d’exploitations agricoles bovines, et enfin d’eaux usées. Un total de 653 souches d’origine humaine 

(bactériémies n=293 et selles n=360) a été comparé respectivement à 111, 83, 24 et 65 souches issues 

d’aliments, d’animaux, de boues et d’eaux usées. Les isolats ST131 prédominaient dans les 2 

collections humaines ainsi que dans les eaux usées, suivis des ST38 et ST648. Dans les aliments et chez 

les animaux, ST602, ST23 et ST117 prédominaient (Figure 41). Ces STs prédominants étaient retrouvés 

rarement dans les autres compartiments à l’exception du ST10. L’enzyme CTX-M-15 (77%) dominait 

dans le compartiment humain et dans les eaux usées, notamment associée au ST131, CTX-M-14 était 
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associée de manière prédominante au ST38. L’enzyme CTX-M-1 prédominait chez les animaux et les 

viandes, notamment associée aux STs majoritaires, ST602 et ST23. L’association ST10/CTX-M-14 était 

majoritaire dans le bétail. Les auteurs trouvaient ainsi des points communs entre les isolats humains 

(bactériémies et selles) et les eaux usées d’une part, et les prélèvements d’animaux et de viande 

d’autre part. Les auteurs concluaient que les animaux et la filière alimentaire ne représentaient pas 

une source significative de E. coli BLSE responsable d’infections invasives humaines même s’il pouvait 

y avoir des transmissions occasionnelles.  Ils terminaient en précisant que les interventions de santé 

 

 

Figure 41. Répartition des isolats de E. coli BLSE en fonction de leur origine de prélèvement, leur sequence type 
et des gènes de résistances codant pour les BLSE. D’après Day et al. (304) 



  

93 
 

publique devaient prioritairement s’orienter vers la limitation du péril oro-fécal et de la transmission 

inter-humaine. 

Tansawai et al., 2019, Thaïlande (305) : Cette étude avait pour objectif de comparer les isolats de 

E. coli BLSE isolés à partir de 587 prélèvements réalisés dans 27 fermes du Nord de la Thaïlande chez 

des animaux, des éleveurs et dans l’environnement des fermes. La prévalence moyenne des E. coli 

était de 27,1% tous prélèvements confondus (50% ; 25,9% et 25% chez les éleveurs, les volailles et 

dans l’environnement, respectivement). Les 3 gènes codant pour des BLSE les plus retrouvés étaient 

blaCTX-M-55 (54,1%), blaCTX-M-14 (28,3%) et blaCTX-M-15 (8,8%). La clonalité des 142 souches (parmi les 159 

détectées) exprimant une BLSE de type CTX-M a été évaluée par électrophorèse en champ pulsé. S’il 

existait de nombreux profils communs entre les animaux et l’environnement au sein des mêmes 

fermes, seuls 3 pulsotypes appartenant à des fermes différentes ont été détectés (CTX-M-55). De plus, 

2 isolats ST131/CTX-M-14, dont 1 isolé de volailles et 1 provenant d’un éleveur de la même ferme 

partageaient le même pulsotype, suggérant ainsi une transmission entre animal et éleveur. Les auteurs 

concluaient qu’il y avait une dissémination importante des enzymes de type CTX-M chez E. coli dans 

les fermes de volailles en Thaïlande avec une prévalence importante chez les éleveurs, mais que la 

transmission inter-fermes ou animal-Homme restait peu commune.  

Ludden et al., 2020, Royaume-Uni (306) : Cette étude s’est intéressée aux isolats de K. pneumoniae 

issus de plusieurs compartiments dans le Sud-Est de l’Angleterre. Les données correspondaient à des 

prélèvements cliniques (bactériémies) et à des prélèvements de dépistages (selles) de patients de 2 

services d’hématologie d’un hôpital de Cambridge en 2015, ainsi que de leur environnement 

hospitalier. Ces données ont été corrélées aux prélèvements issus d’une étude transversale intégrant 

29 fermes, 97 produits alimentaires, ainsi que des effluents de 20 stations d’épuration de la région et 

de l’hôpital étudié entre 2014 et 2015. La prévalence des K. pneumoniae parmi les patients dépistés 

positivement était de 2%. La comparaison génomique des isolats issus des selles et de l’environnement 

des patients a mis en évidence 2 contaminations de l’environnement à partir de 2 patients où les isolats 

étaient très similaires (ST268 et ST307). Les 16 isolats issus des bactériémies de 5 patients 

appartenaient à 5 ST différents : 4 n’avaient été retrouvés dans aucun autre prélèvement mais 2 isolats 

ST307 étaient clonalement reliés aux autres souches ST307 isolées des selles plus tardivement, 

prouvant ainsi une persistance dans l’environnement ou transmission croisée à partir de patients non 

échantillonnés. Des isolats de K. pneumoniae ont également été détectés chez les animaux (bétail et 

volaille n=32), dans les effluents de stations d’épuration (n=28) et dans les effluents hospitaliers (n=27), 

mais pas dans l’alimentation. Il n’y avait pas de recoupement entre les isolats humains et les autres 

compartiments hormis 2 STs mais dont les souches n’étaient pas clonalement reliées. Le gène 

blaCTX-M-15 était très majoritaire parmi les souches BLSE (95,8%). Les auteurs concluaient que des 
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transmissions avaient eu lieu entre les patients et leur environnement hospitalier, et dans 

l’environnement hospitalier à plus grande échelle, soulignant l’importance de limiter les réservoirs 

environnementaux hospitaliers de K. pneumoniae. Enfin, ils n’avaient pas pu mettre en évidence la 

preuve selon laquelle les K. pneumoniae ou leurs EGM pourraient couramment être acquis par 

l’Homme à partir des animaux de rente. 

 

Synthèse de la minirevue : Les études incluant des isolats provenant des 3 compartiments, humain, 

animal et environnemental sont plus rares. Nous n’avons recensé que 8 études pertinentes, dont 

uniquement 5 incluaient une analyse comparative basée sur le WGS. Cependant, ces études sont très 

informatives car de forte puissance avec inclusion d’un très grand nombre de prélèvements ou d’isolats 

de E. coli BLSE ou AmpC à l’image de l’étude de Day et al. Ces études proviennent essentiellement de 

3 pays ayant les plus étudiés cette transmission inter-compartimentale à savoir les Pays-Bas, le 

Royaume Uni et la Thaïlande. Le point fort de ces études génomiques est qu’elles incluaient des 

souches humaines issues de réseau de surveillance ou de population hospitalière à grande échelle. 

Leur point faible était que les collections de souches animales étaient souvent sous représentées, 

pouvant induire un biais sur la détection de transmission à partir de ce compartiment. Hormis l’étude 

de Purohit et al. qui notait des analogies parmi les souches de E. coli CTX-M-1 entre les enfants et les 

animaux en Inde (mais sans comparaison génomique), les « take home messages » des autres études 

de grande ampleur sur les E. coli BLSE étaient très similaires : (i) les populations bactériennes étudiées 

sont souvent très diverses avec des distributions différentes des STs, des gènes de résistance et des 

plasmides entre les différents compartiments même si des similarités Homme-environnement sont 

souvent constatés en fonction de la méthodologie de recrutement des souches utilisées ; et (ii) les 

animaux ne jouent très probablement pas un rôle majeur de réservoir de E. coli BLSE dans la population 

humaine générale dans ces pays (Ludden et al. <5%, ou Day et al.). Concernant K. pneumoniae, 2 

études ont permis d’établir que les isolats BLSE sont moins diversifiés pour cette espèce et parfois 

étroitement liés aux isolats environnementaux, issus soit d’effluents (Runcharoen et al.), soit de 

l’environnement hospitalier direct autour des patients (Ludden et al.). De plus, le gène blaCTX-M-15 

semble largement dominer chez cette espèce. Enfin, ces études ont mis en exergue des particularités 

épidémiologiques puisque blaCTX-M-55, blaCTX-M-14 et blaCTX-M-27 dominaient en Asie du Sud-Est (Thaïlande, 

Vietnam) devant blaCTX-M-15 dans le compartiment humain, alors que c’est cette dernière enzyme qui 

dominait en Europe. Enfin, le gène blaCTX-M-1 semblait être le principal gène inter-compartimental chez 

l’espèce E. coli (soit par transfert d’isolats, soit par transfert horizontal de plasmides). 
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La récente étude menée aux Pays-Bas par Mughini et al. vient confirmer la tendance « Two Health » 

vis-à-vis du compartiment animal dans les pays développés. Dans cette étude incluant 7495 isolats, les 

  

 

Figure 42. Prévalence des isolats de E. coli BLSE ou AmpC dans chaque source et probabilité d'exposition de la 
population communautaire à chaque source. D’après Mughini-Gras et al. (239) 
Les barres d'erreur en noir sont des intervalles de confiance à 95%. 
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auteurs ont tenté de corréler la prévalence des E. coli BLSE/AmpC de chaque réservoir à la probabilité 

d’exposition de l’Homme à ces mêmes réservoirs (Figure 42, 239). Ils ont ensuite calculé la probabilité 

d’acquisition de chaque gène pour chaque source et ont fini par proposer une estimation de 

l’attribution de chaque source en E. coli BLSE/AmpC dans la population communautaire aux Pays-Bas. 

Dans cette estimation, l’Homme représentait 67% des sources de transmissions pour la population 

humaine communautaire, décrivant ainsi majoritairement des transmissions inter-humaines ; les 

animaux de rente ne représentaient que seulement 3% des sources d’attribution. Associés à 

l’alimentation, ces derniers représentaient néanmoins un potentiel d’attribution de 20,6% (Figure 43). 

 

 

Figure 43. Pourcentage des attributions estimées de chaque source en considérant le portage intestinal de 
E. coli BLSE ou AmpC détecté dans la population communautaire aux Pays-Bas entre 2005 et 2017. Adapté de 
Mughini-Gras et al. (239) 

 

2.2.5 Cas particulier des EPC hors du compartiment humain 

 

De plus en plus d’études signalent la dissémination des EPC hors du compartiment humain et 

notamment chez les animaux (de rente et de compagnie) ainsi que dans l’environnement. Plusieurs 

revues récentes ont tenté d’évaluer l’importance de ce phénomène et les conséquences pour la santé 

humaine.  
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Chez les animaux, Madec et al. précisaient en 2017 que la présence des EPC chez les animaux était 

encore rare, mais néanmoins en forte augmentation. Les gènes codant pour ces EPC (blaKPC, blaOXA-48, 

blaNDM, blaVIM et blaIMP) ont pour la plupart été décrits chez S. enterica dans la filière alimentaire. Chez 

les animaux de rente, ces gènes ont été décrits chez S. enterica mais également E. coli et K. pneumoniae 

(223). Il est à noter qu’un clone de E. coli ST1284/NDM-5 a été décrit en Algérie, chez des chiens et 

surtout chez des bovins et dans leur lait, faisant potentiellement craindre une transmission secondaire 

à l’Homme (307). Des isolats de E. coli et de K. pneumoniae NDM-5 ont également été décrits 

respectivement en Inde et en Chine chez des bovins (308–310). Des isolats de K. pneumoniae OXA-48 

ont également été détectés dans du lait cru au Liban (311). Les auteurs rappelaient que l’utilisation 

des carbapénèmes était interdite en médecine vétérinaire, et qu’il n’existait ainsi pas de pression de 

sélection comme chez l’Homme dans le compartiment animal. Toutefois, la plupart des gènes codant 

pour ces carbapénèmases étant situés sur des plasmides véhiculant d’autres gènes de résistance, ces 

plasmides et isolats pourraient ainsi être co-selectionnés dans ce compartiment par d’autres 

antibiotiques comme la tétracycline, les sulfamides ou les phénicolés, qui sont eux largement utilisés 

en médecine vétérinaire. En 2018, Köck et al. réalisaient une seconde revue à partir de 68 études sur 

les entérobactéries résistantes aux carbapénèmes retrouvées chez les animaux (de rente, de 

compagnie et sauvage) et dans l’alimentation (Figure 44a et 44b, 312).  En plus des animaux de rente 

et de compagnie, où les EPC étaient le plus fréquemment rapportées, celles-ci étaient également 

présentes dans la faune sauvage chez les mouettes et d’autres oiseaux (en Australie et en Europe) et  

 

Figure 44a. Distribution mondiale des entérobactéries résistantes aux carbapénèmes et productrices de 

carbapénèmase dans le bétail et les aliments issus de la mer. D’après Köck et al. (312) 
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Figure 44b. Distribution mondiale des entérobactéries résistantes aux carbapénèmes et productrices de 

carbapénèmase chez les animaux de compagnie et la faune sauvage. D’après Köck et al. (312) 

 

dans les aliments issus de la mer. À noter que des transmissions Homme-animal avaient été décrites 

chez E. coli et K. pneumoniae en Chine et en Egypte, respectivement. Les auteurs notaient que le design 

des études dans lesquelles les EPC avaient été détectées, souvent associées à une exposition humaine, 

ne rendait pas possible une évaluation fiable de la prévalence de EPC dans ces compartiments. Enfin, 

les carbapénèmases de type IMI et notamment blaIMI-1 et blaIMI-2 ont été, à plusieurs reprises, décrites 

dans les produits alimentaires issus de la mer (crevettes, bivalves, maraîchage flottant) originaire 

d’Inde ou d’Asie du Sud-Est (Birmanie, Vietnam) et parfois détectés dans leur pays d’importation en 

Amérique du Nord (Canada) (313–315). Très récemment, elles ont même été décrites dans la faune 

sauvage aux Etats-Unis, chez des corbeaux (316). 

Dans l’environnement, une récente revue réalisée par Mills et al. a permis d’identifier les principaux 

réservoir de gènes de carbapénèmases dans l’environnement ainsi que les potentiels modes de 

transmission à l’Homme (317). Les auteurs décrivaient une dissémination globale des EPC de type 

OXA-48, KPC, NDM et VIM dans de nombreux réservoirs tels que les eaux usées hospitalières et 

municipales, l’eau potable, les cours d'eau naturels, les eaux de baignade, les sédiments, les animaux 

de compagnie, la faune et la flore sauvages, les environnements agricoles, les animaux destinés à 

l'alimentation et les produits alimentaires au détail (Figure 45). Les deux principales voies d'exposition 

aux EPC environnementales proposées étaient les suivantes : l'ingestion d'eau potable/de loisirs, 

d'aliments/produits animaux ou de produits contaminés, et le contact physique avec des animaux, 
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l'environnement lui-même ou des surfaces contaminées. Si des transmissions de E. coli étaient 

fortement suspectées en Egypte ou en Chine, seuls deux cas d’infections à EPC documentés comme 

étant d’origine environnementale ont été décrits dans la littérature : un cas d’infection post quasi-

noyade à E. asburiae IMI-2 en France et un cas d’infection urinaire d’origine communautaire à 

K. pneumoniae OXA-48 en Algérie (318,319). Les auteurs concluaient qu’il existait un potentiel risque 

de transmission via l’environnement lié à l’usage non contrôlé des antibiotiques qui crée une pression 

de sélection permettant à ces EPC de persister dans l’environnement, mais que des études 

complémentaires étaient nécessaires afin de quantifier ce phénomène. Enfin, rappelons que les 

carbapénèmases de type IMI ont été décrites dans des environnements hydriques telles que des 

rivières en Amérique ou en Espagne (104,320). 

 

 

Figure 45. Résumé de l'identification des gènes producteurs de carbapénèmase dans les réservoirs 

environnementaux, signifiés par des couleurs et des symboles correspondants. D’après Mills et al. (317) 

Sur cette carte, cette revue inclue les enzymes KPC, NDM, OXA, et VIM. Une catégorie « autre » est incluse pour 

identifier tout autre gène producteur de carbapénèmase dans la littérature. La quantification n'est pas 

représentée dans cette carte, mais la présence ou l'absence du gène respectif au niveau du pays. Des données 

non publiées provenant du bassin versant de la rivière Scioto et de Columbus (Ohio, Etats-Unis) sont représentées 

dans le cercle blanc avec une bordure en pointillés.   



  

100 
 

3 Les particularités des DOM du Sud-Ouest de l’Océan Indien 

 

3.1 La Réunion 

 

3.1.1 Carte d’identité 

 

La Réunion est une île située dans la partie Sud-Ouest de l’Océan Indien (SOOI), proche de Madagascar. 

Sa superficie est de 2 512 km2 et sa population compte 855 000 habitants (recensement INSEE 2018). 

Il s’agit ainsi du département d’Outre-Mer le plus peuplé de France. La Réunion est ainsi une île plus 

densément peuplée (341 hab./km2) que la France métropolitaine (94 hab./km2). Son chef-lieu est la 

ville de Saint-Denis, situé au Nord de l’île. La topographie de cette île volcanique qui appartient à 

l’archipel des Mascareignes est forgée par ses 2 volcans (le Piton des Neiges, endormi, et le Piton de la 

Fournaise, actif) et les 3 cirques situés au centre de l’île (Cilaos, Mafate et Salazie, Figure 46). Les 

« Pitons, cirques et remparts » de la Réunion sont inscrits au patrimoine mondial de l’UNESCO depuis 

2010. La répartition des habitants sur l’île est très inégale, avec près de 90% des habitants sur les côtes, 

et très peu d’habitants dans le centre. L’île de La Réunion est souvent surnommée « l’île intense » en 

rapport avec sa très grande diversité culturelle et aux diverses activités récréatives qu’elle propose.  

Si les austronésiens, les arabes ou les portugais y ont fait escale avant, La Réunion n’a réellement été 

peuplée qu’à partir du XVIIème siècle (1642, 1646, puis 1665) par des colons français tout d’abord exilés 

de Madagascar, puis de la métropole. D’abord appelée île Mascarin, elle devient sous le nom d'île 

Bourbon, une escale de la Compagnie française des Indes orientales sur la route des Indes puis acquiert 

son nom définitif d’île de La Réunion en 1848, qui est également l’année d’abolition de l’esclavage sur 

l’île. À partir des années 1710, la Réunion devient un vraie colonie française dédiée à la culture du café 

et des épices, puis de la canne à sucre. La Réunion accède à la départementalisation en 1946, tout 

comme la Guadeloupe, la Martinique et la Guyane. À partir des années 1960, et au cours des 60 

dernières années, La Réunion a connu un essor économique et démographique très important 

initialement dû à l’indépendance de Madagascar (1960) puis à l’élection de certains députés comme 

Michel Debré (1962) qui en font aujourd’hui le DOM le plus proche de la métropole en termes 

d’infrastructures, de santé ou d’éducation. Aujourd’hui, l’économie de l’île repose essentiellement sur 

le tourisme et le BTP, et dans une moindre mesure à la culture de la canne à sucre. Il existe aussi un 

grand nombre de fonctionnaires de l’éducation nationale, de la fonction publique hospitalière ou 

territoriale.  
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Le peuplement de La Réunion est fortement lié à l’esclavage et aux migrations successives qui ont suivi 

son abolition en 1848. Ce peuplement progressif a abouti à un métissage très important mélangeant 

de nombreuses ethnies d’origines géographiques très diverses. Ce peuple tire ainsi ses origines d’un 

métissage précoce entre colons français et femmes malgaches dès le XVIIème siècle, puis par l’esclavage 

ou l’engagisme après 1848. De nombreux peuples issus d’Afrique australe (les Cafres), de l'Ouest et du 

Sud-Est de l’Inde (les Zarabes originaires du Gujarat et les Malbars originaires du Tamil Nadu), du Sud 

de la Chine (les Chinois, notamment originaires de Canton) et d’Europe (les Yabs) ont ainsi peuplé 

progressivement La Réunion. Du métissage de ces communautés émerge une culture créole basée sur 

une langue (le créole réunionnais), la cuisine et la musique locale (Séga, Maloya, …).  

  

Figure 46. Carte géographique de La Réunion avec ses communes et son chef-lieu (Saint-Denis). 

Mafate 
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Il existe également, depuis plus récemment, des échanges de populations avec l’archipel des Comores 

(Comoriens et Mahorais) mais avec moins de métissage, ces communautés étant moins intégrées. La 

Réunion abrite enfin une forte endémicité, essentiellement des espèces végétales mais aussi des 

oiseaux tels que le Tuit-tuit (Lalage newtoni), le Tec-tec (Saxicola tectes) ou le Pétrel de Barau 

(Pterodroma baraui), ainsi qu’une micro chauve-souris insectivore appelée Ti Moloss (Mormopterus 

francoismoutoui). 

3.1.2 Un carrefour migratoire dans le Sud-Ouest de l’Océan Indien 

 

De par sa population aux origines très diverses et son statut de territoire français développé dans la 

zone, La Réunion est le point de passage de nombreux flux migratoires dans la zone Océan Indien le 

liant d’une part à la France métropolitaine, mais surtout à l’Afrique australe et au sous-continent 

Indien. On peut séparer ces flux selon 2 principaux motifs d’échanges de populations : (i) le tourisme, 

surtout familial, et les échanges de populations liés aux voyages réguliers des réunionnais dans leurs 

régions d’origine comme l’Inde, la Chine ou les Comores ; et (ii) les migrations de patients liés à des 

motifs sanitaires comme des évacuations sanitaires vers le CHU de La Réunion pour des patients 

atteints de pathologies sévères ou le tourisme médical vers l’île Maurice (321). Aujourd’hui, quasiment 

l’exclusivité des déplacements de populations dans la zone se fait par les transports aériens (Figure 47). 

 

 
Figure 47. Carte illustrant les différentes lignes aériennes connectant les îles du Sud-Ouest de l’Océan Indien, 
à l’Afrique, l’Asie et l’Europe.  
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Il existe 2 flux principaux :  

- un flux Ouest liant la Réunion à l’Inde via Maurice (mais aussi par des vols directs vers Chennai) 

et notamment entretenue par les réunionnais indous (321), et à la Chine pour les réunionnais 

d’origine chinoise (vols directs vers Guangzhou). 

- Un flux Est liant La Réunion à l’Afrique australe, Madagascar et les Comores/Mayotte liés à la 

fois aux mobilités familiales et aux évacuations sanitaires vers le CHU de La Réunion. 

Selon les derniers chiffres de l’aviation civile de 2018, l’aéroport Roland Garros de Saint-Denis était le 

1er aéroport d’Outre-Mer et le 11ème de France avec 2 475 244 passagers en transit/an. Concernant les 

échanges de passagers entre l’Outre-Mer et l’étranger, le continent africain arrivait en 1ère position 

avec 942 242 liaisons/an parmi lesquelles l’île Maurice (628 851 liaisons) et Madagascar (200 961 

liaisons) et les Comores (49 899 liaisons) occupaient les 3 premières positions (322).  

Dans le domaine de la santé, La Réunion est dotée d’un Centre Hospitalier Universitaire (CHU) bi-site, 

le site CHU Félix Guyon (Saint-Denis) et le Groupe Hospitalier Sud Réunion (l’hôpital de Saint-Pierre, 

l’hôpital de Saint-Louis, l’hôpital de Saint-Joseph, l’hôpital du Tampon, l’hôpital de Cilaos et le Centre 

de santé mentale du CHU). Il est devenu le 30ème CHU de France par sa création en février 2012. Cet 

établissement compte un total de 1822 lits dont 1358 lits de médecine, chirurgie, obstétrique, 188 lits 

de santé mentale et 106 lits de soins de suite et réadaptation (SSR). Il emploie plus de 7400 

professionnels, dont environ 1000 personnels médicaux. Son activité correspond à 134 200 passages 

aux urgences par an et 314 000 consultations et soins externes par an. Le CHU propose un plateau 

technique relevé avec des services tels que la réanimation médicale et chirurgicale, la chirurgie 

cardiaque et vasculaire, la chirurgie infantile et néonatale, la neurochirurgie, l’hyperbarie, 

l’hématologie-oncologie, les maternités de niveau III, les grands brûlés, un laboratoire NSB3 et centre 

référent NRBC/arboviroses, un laboratoire HLA et la greffe rénale. Il est considéré comme l’hôpital 

universitaire de référence dans la zone et fait l’objet de nombreuses évacuations sanitaires (EVASAN) 

chaque année pour les ressortissants français et étrangers de la zone Océan Indien. Le nombre 

d’EVASAN a fortement progressé ces dernières années, passant à titre d’exemple de 125 en 2011 à 

300 en 2016. Ces hospitalisations programmées ou en urgence concourent à l’importation de bactéries 

multi- et hautement-résistantes sur le territoire réunionnais.  

 

3.1.3 Épidémiologie de la résistance chez les entérobactéries 
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En octobre 2017, au début de ce travail, l’épidémiologie des entérobactéries productrices de BLSE ou 

de carbapénèmase était peu connue ou issue de données d’échantillonnage parcellaires.  

 

3.1.3.1 Entérobactéries productrices de BLSE et AmpC 

 

Il n’existait en 2017 que 2 études documentant la prévalence des entérobactéries résistantes aux C3G 

à La Réunion (323). Une première étude menée par Belmonte et al. comparait la prévalence des 

entérobactéries résistantes aux C3G dans les prélèvements cliniques au CHU Félix Guyon entre les 

périodes 1997/98 et 2006/07. La prévalence des entérobactéries BLSE était passée de 2 à 5,8% sur 

cette période. Cette augmentation était notamment due à la progression des proportions d’EBLSE chez 

E. cloacae et E. coli qui représentait sur la période 2006-2007 respectivement 39% et 27% des isolats 

dans chacune de ces espèces (Figure 48, 324). Une seconde étude avait été menée en 2013 sur 100 

souches d’EBLSE issues de prélèvements à visée diagnostique au CHU Félix Guyon et au GHSR.  

 

 

Figure 48. Répartition des entérobactéries productrices de BLSE par espèce au CHU Félix Guyon entre les 

périodes 1997/98 et 2006/07. D’après Belmonte et al. (324) 
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E. coli, K. pneumoniae et E. cloacae étaient les 3 espèces principales avec 37%, 38% et 24 % des 

souches, respectivement. La BLSE CTX-M-15 était largement majoritaire (75 %) dans les 2 hôpitaux 

(CHU Félix Guyon : 62 %, GHSR : 88 %). Une céphalosporinase plasmidique de type DHA ou CMY avait 

été retrouvée chez 10 % des souches (325). Il est à noter que les quelques données de la littérature 

semblaient décrire une prévalence importante des EBLSE dans les autres îles de l’Océan Indien comme 

Madagascar (18,5% à 57,1%) ou Maurice (21,3%), faisant craindre une importation de ces souches via 

les échanges de populations (323). Une seule étude menée chez des animaux de compagnie (chiens et 

chats) à La Réunion en 2013 avait abouti à une prévalence de 8,4% (326). Il n’existait aucune donnée 

publiée sur les EBLSE chez les animaux de rente et dans l’environnement à La Réunion, même si des 

campagnes de prélèvements avaient débuté en collaboration avec le CIRAD chez les animaux de rente. 

 

3.1.3.2 Entérobactéries productrices de carbapénèmase  

 

De même, en 2017, très peu de données étaient disponibles sur les EPC à La Réunion. Les deux 

premiers isolats d'EPC (de type NDM) observés à La Réunion ont été décrits en 2011 comme 

appartenant aux espèces K. pneumoniae et S. enterica (sérotype Enteritidis), et détectés chez de 

patients précédemment hospitalisés à l’île Maurice et en Inde, respectivement (327). De plus, la 1ère 

EPC produisant une carbapénèmase de type OXA-48-like était un isolat de E. coli porteur du gène 

blaOXA-232 retrouvé en 2012 chez un patient mauricien qui s’était rendu en Inde (188). Une première 

étude épidémiologique publiée par Holman et al. avait permis de mettre en évidence une forte 

progression des EPC à La Réunion entre 2011 et 2015 et une proportion importante des enzymes de 

type NDM-1, représentant plus de 80% des souches analysées (328). Un lien avec une autre île de 

l’Océan Indien était retrouvé dans 58,3% des cas, et l’île Maurice était la 1ère destination rapportée. 

 

3.2 Mayotte 

 

3.2.1 Carte d’identité 

 

Mayotte est située dans le Nord du canal du Mozambique, entre l’Afrique australe et la pointe Nord 

de Madagascar. Cette île fait historiquement partie de l’archipel des Comores, composé en tout de 4 
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îles principales : Grande Comore, Anjouan, Mohéli et donc Mayotte. Mayotte est en fait elle-même un 

archipel composé de 2 îles principales : Grande-Terre (Mahoré en mahorais) au Sud et Petite-Terre 

(Pamanzi en mahorais), au Nord (Figure 49). La superficie de Mayotte est de 376 km2 pour une 

population évaluée à 256 000 habitants en 2018 (INSEE), Mayotte est ainsi le plus petit DOM français. 

Il s’agit aussi du territoire français le plus densément peuplé (682 hab./km2). Le chef-lieu officiel est 

Dzaoudzi situé à Petite-Terre, mais le chef-lieu effectif est Mamoudzou, ville la plus peuplée de l’île 

située au Nord-Est de Grande-Terre. L’île est d’origine volcanique, rendant ces terres propices à 

l’agriculture. Son point culminant est le Mont Choungui situé à 594m d’altitude. Mayotte est surtout 

connue pour sa barrière de corail de 160 km de long entourant l’île et délimitant un lagon de 1 100 km2. 

De par sa forme vue du ciel, Mayotte est parfois surnommée « l’île hippocampe », ou encore « l’île aux 

parfums » car elle était autrefois une forte productrice de plantes odorantes comme l’ylang-ylang 

(Figure 49). Mayotte possède également une forte endémicité avec sa mangrove, ses baobabs et sa 

faune terrestre telle que le lémur brun (ou Maki de Mayotte), un lémurien frugivore, ou la roussette 

de Mayotte (Pteropus seychellensis comorensis), une chauve-souris géante également frugivore. Sa 

faune marine est également très riche avec des raies Manta ou Pastenague, des tortues marines, des 

dauphins et même une petite population de dugongs.  

Mayotte a été peuplée de manière permanente bien avant La Réunion, vers le VIII et IXème siècle, par 

des peuples swahilis d'origine bantoue originaire d’Afrique orientale. Si les populations n’étaient sans 

doute pas musulmanes initialement, elles le sont devenues suite aux contacts précoces avec des 

marchands musulmans circulant dans le canal du Mozambique. L’histoire voudrait que les marchands 

arabes ne fassent qu’escale à La Réunion du fait de la crainte que leur inspirait le volcan fréquemment 

en éruption et qu’ils aient remonté le canal du Mozambique jusqu’à l’archipel des Comores pour s’y 

installer. Mayotte passe ainsi sous contrôle musulman au XIIIème/XVème siècle et deviendra un sultanat 

en 1470. Mayotte n’est vendue à La France par le dernier sultan de Mayotte qu’en 1841. En 1885, les 

Comores deviennent également françaises suite à la conférence de Berlin. En 1974, un référendum est   

organisé par la France prévoyant l’autodétermination des Comores, c’est à dire des 4 îles de l’archipel 

dans leur globalité. Cependant, suite au large vote des Mahorais en faveur d’un maintien avec la France 

(63,8%), la France n’accède pas aux volontés des dirigeants comoriens de céder l’archipel dans sa 

globalité et maintient son administration sur Mayotte en considérant le résultat du référendum « île 

par île ». Cette situation est confortée par un 2ème référendum en 1976 (99,4% pour le maintien en 

France) et Mayotte est, depuis, française en étant revendiquée par l’Union des Comores et non 

reconnue par l’ONU. La France a dû plusieurs fois user de son droit de veto aux Nations Unies pour 
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3.2.2 Problématiques sanitaires et d’immigration 

 

Le DOM de Mayotte est avant tout confronté à des difficultés socio-économiques. Selon le dernier 

rapport de l’INSEE publié en 2020, 77 % de la population vit sous le seuil de pauvreté national (établi 

à 959€ par mois et par foyer), comparé à 14 % pour la France métropolitaine. À Mayotte, 40 % des 

résidences principales sont des cases en tôle, et seulement 34 % des 15–64 ans ont un emploi. Le taux 

de pauvreté défini par ce même rapport est de 84 % (329). Ces problèmes sont très corrélés à des 

difficultés sanitaires, où l’approvisionnement en eau courante ne concerne que 70% des foyers, et où 

le nombre d’habitats insalubres est important (59 % n'ont pas de toilettes à l'intérieur de l'habitation 

et 52 % n'ont ni baignoire ni douche). Ces habitations sont plus ou moins illégales avec une extension 

des bidonvilles, si bien qu’il existe encore des pathologies liées au péril oro-fécal (comme la fièvre 

typhoïde), ou des cas de paludisme autochtones et de diphtérie cutanée. L’approvisionnement en eau 

est d’autant plus problématique que les infrastructures (retenue collinaire ou usine de dessalement 

d’eau de mer) sont vieillissantes et deviennent sous-dimensionnées suite à l’inflation démographique. 

On note une croissance très importante de la population liée à la natalité et l’immigration clandestine 

(+3,8% entre 2017 et 2018 à titre d’exemple).  

Le seul hôpital de l’île est le Centre Hospitalier de Mayotte (CHM) d’une capacité de 411 lits et qui est 

chaque année la 1ère maternité de France (9.770 naissances en 2019). Le CHM dispose d’un service de 

réanimation de 14 lits, d’un caisson hyperbare, 5 blocs opératoires, et d’un pôle médico-technique 

(laboratoire, pharmacie, imagerie). Le CHM emploi 2600 professionnels, dont plus de 390 personnels 

médicaux (220 médecins et 170 sages-femmes).  

Un des problèmes majeurs de Mayotte sont les conditions socio-économiques et sanitaires dégradées 

aux Comores qui entraînent une forte immigration illégale liée à la recherche d’emplois ou de 

meilleures conditions de vie, mais également pour trouver des conditions de soins plus proches de 

celles de la métropole que celle d’un pays en voie de développement. Mayotte représente un point 

d’entrée sur le territoire européen pour la population comorienne.  En 2010, le PIB par habitant à 

Mayotte était huit fois supérieur à celui des Comores. Il existe des transits illégaux de population via 

des bateaux de fortunes (appelés kwassa kwassa) lors de pathologies graves (traumatismes 

importants, grands brûlés, infections sévères, …) ou de grossesses compliquées. On dénombre ainsi 

une très forte immigration illégale, source de tension et d’insécurité sur l’île de Mayotte, et freinant 

ainsi son développement. Si l’usage des antibiotiques est plus contrôlé sur le territoire français de 

Mayotte, il ne l’est pas du tout aux Comores où l’étendue de la résistance aux antibiotiques n’est pas 
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connue. Des études récentes menées à Zanzibar, un archipel proche et similaires en termes de 

population, a démontré de très fortes prévalences de résistance faisant craindre un phénomène 

similaire aux Comores (330). Ces échanges de populations peuvent ainsi participer à l’importation de 

bactéries multi- et hautement résistantes sur le territoire mahorais, et plus généralement dans les 2 

DOM français de l’Océan Indien (331).  

 

3.2.3 Épidémiologie de la résistance chez les entérobactéries 

 

Si des pathologies comme la rougeole, la fièvre de la vallée du Rift, l’angiostrongylose, ou la 

leptospirose ont déjà été documentées à Mayotte, il n’existait en 2017 aucune étude sur la résistance 

aux antibiotiques dans la population humaine à Mayotte (PubMed, Google scholar, Web of science).   

Une étude préliminaire que nous avons menée sur des animaux d’élevage dans différentes îles de 

l’Océan Indien en 2014 avait permis d’établir une prévalence des entérobactéries BLSE dans des 

élevages de volailles, bovins et caprins de 6,7% aux Comores et de 26,9% à Mayotte (332). 
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1 Objectifs  

 

Dans les années 1990 ont émergé les EBLSE de type CTX-M qui sont aujourd’hui largement 

prédominantes. Ces EBLSE ont provoqué une augmentation de l’utilisation des carbapénèmes, qui sont 

les bêta-lactamines de choix pour traiter les infections à EBLSE. Ce phénomène a pu concourir à 

l’émergence des EPC qui a débuté dans les années 2000, et plutôt dans les années 2010 à La Réunion. 

Ces EPC sont aujourd’hui disséminées mondialement et sont devenues endémiques dans certains pays 

du globe comme par exemple l’enzyme NDM en Inde (147). L’émergence et la dissémination des EBLSE 

et des EPC posent un réel problème de Santé publique au niveau mondial puisqu’elles limitent 

fortement les alternatives thérapeutiques en cas d’infections. Il est aujourd’hui démontré qu’il existe 

une surmortalité chez les patients atteints d’infections à BMR ou BHR (9). De plus, la diffusion de ces 

bêta-lactamases chez E. coli constitue un réel défi puisque cette espèce constitue à la fois la 1ère espèce 

aérobie du tube digestif et la 1ère bactérie responsable d’infections communautaires ou liées aux soins 

en France. Comme nous avons pu le décrire dans la 1ère partie de ce manuscrit (paragraphes 3.1.3 et 

3.2.3), l’épidémiologie des BMR et des BHR dans les 2 DOM de La Réunion et Mayotte étaient peu 

connues au début de ce travail en 2017. Des études complémentaires sont venues confirmer la forte 

prévalence des EBLSE dans la population communautaire réunionnaise (8,3%) et dans la population 

hospitalisée au CHU de la Réunion (17,9% de colonisation chez les patients hospitalisés en Réanimation 

entre 2015 et 2017) (333,334). De plus, la prévalence des EBLSE et EPC chez les patients entrant au 

CHU de La Réunion en provenance d’autres îles de l’Océan Indien semblait encore plus élevée (334). 

En outre, des études menées chez les animaux de rente à La Réunion ont également rapporté une 

prévalence importante des EBLSE dans ce compartiment, respectivement 70% ; 53,3% et 3,7% chez les 

volailles, les porcins et les bovins (335). Enfin, l’expérience récente de l’épidémie de la COVID-19 a 

conforté le lien fort entre ces 2 DOM, puisque le CHU de La Réunion, qui fait office d’hôpital de 

référence dans la zone, a servi de 2ème rempart au titre de la solidarité régionale lors de la saturation 

du Centre Hospitalier de Mayotte (CHM). Il existe également des échanges importants de populations 

entre ces 2 territoires français de la zone Sud-Ouest de l’Océan Indien (322).  

 

L’objectif principal de ce travail de thèse était d’explorer la dynamique de diffusion des EBLSE dans 

les 3 compartiments humain, animal et environnemental à La Réunion en prenant pour modèle 

l’espèce E. coli. En effet, l’OMS et les sociétés savantes encouragent aujourd’hui à investiguer le 

phénomène de l’antibiorésistance dans une approche One Health, afin d’évaluer le rôle de chaque 

réservoir de EBLSE dans la transmission de ces BMR à l’Homme. De plus, La Réunion est un 
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environnement insulaire tropical avec des infrastructures analogues à celles des pays développés et 

une forte densité de population (341 hab./km2). Elle constitue un modèle géographiquement bien 

délimité propice à l’étude de ces échanges de EBLSE entre ces différentes niches écologiques ; et qui 

n’avait fait l’objet d’aucune publication à ce jour. Nous avions pour but de : (i) déterminer les 

principaux clones de E. coli circulants ainsi que le support génétique des résistances (gènes blaBLSE et 

EGM portant ces gènes), et (ii) d’établir de corrélations entre les structures des populations 

bactériennes, le résistome et les compartiments d’origine afin de déduire d’éventuels transferts entre 

ces 3 compartiments.  

Le travail en lien avec l’objectif principal a fait l’objet de l’article ci-après, que nous qualifierons dans 

la suite de ce manuscrit d’article « princeps » en lien avec l’étude ECOH-RUN : 

Article princeps : 

Miltgen G, Martak D, Valot B, Kamus L, Garrigos T, Verchère G, Gbaguidi-Haore H, Ben Cimon C, 

Ramiandrisoa M, Picot S, Lignereux A, Masson G, Jaffar-Bandjee MC, Belmonte O, Cardinale E, 

Hocquet D, Mavingui P, Bertrand X.  

Phylogenomic analysis of ESBL-producing Escherichia coli on the Reunion Island reveals partitioning 

between human and livestock.  

Article en cours de soumission dans la revue Lancet Planetary Health. 

 

 

 Un objectif secondaire de ce travail était d’établir l’épidémiologie des EPC à La Réunion, à la 

fois dans le secteur hospitalier et communautaire et de tenter de mieux comprendre la dynamique 

d’importation de ces souches à La Réunion ainsi que les échanges entre les différentes îles du Sud-

Ouest de l’Océan Indien (SOOI). Si une étude préliminaire avait été réalisée en 2015 sur les EPC à La 

Réunion, celle-ci ne s’intéressait qu’aux structures hospitalières et n’avait pas évalué le lien 

épidémiologique entre les différents isolats d’EPC (328). Notre objectif était de référencer l’ensemble 

des souches d’EPC détectées sur l’île depuis 2010 en se basant sur un réseau robuste de laboratoires 

et correspondant à la fois à plus de 90% des séjours d’hospitalisation et à un important recrutement 

communautaire à La Réunion. De plus, nous voulions établir la part des souches pour lesquelles un lien 

avec l’étranger, et notamment une autre île de la zone, était documenté dans le dossier médical des 

patients. Enfin, nous nous étions donnés pour but d’explorer les éventuelles émergences épidémiques 

détectées.  

Les travaux en lien avec cet objectif secondaire ont fait l’objet des deux publications ci-après, que nous 

qualifierons d’articles/études 2 et 3 :  
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Article 2 : 

Miltgen G, Cholley P, Martak D, Thouverez M, Seraphin P, Leclaire A, Traversier N, Roquebert B, Jaffar-

Bandjee MC, Lugagne N, Ben Cimon C, Ramiandrisoa M, Picot S, Lignereux A, Masson G, Allyn J, Allou 

N, Mavingui P, Belmonte O, Bertrand X, Hocquet D.  

Carbapenemase-producing Enterobacteriaceae circulating in the Reunion Island, a French territory 

in the Southwest Indian Ocean. 

 Antimicrob Resist Infect Control. 2020 Feb 19;9(1):36. 

Article 3 : 

Miltgen G, Bonnin RA, Avril C, Benoit-Cattin T, Martak D, Leclaire A, Traversier N, Roquebert B, Jaffar-

Bandjee MC, Lugagne N, Filleul L, Subiros M, de Montera AM, Cholley P, Thouverez M, Dortet L, 

Bertrand X, Naas T, Hocquet D, Belmonte O.  

Outbreak of IMI-1 carbapenemase-producing colistin-resistant Enterobacter cloacae on the French 

island of Mayotte (Indian Ocean).  

Int J Antimicrob Agents. 2018 Sep;52(3):416-420. 

  



2ème PARTIE : TRAVAIL SCIENTIFIQUE  

115 
 

2 Matériels et méthodes de l’ensemble des travaux 

 

2.1 Définitions 

 

L’origine géographique des patients a été déterminée selon le code postal ou le pays de résidence 

signalé dans leur dossier médical et cette information a été croisée avec l’histoire de la maladie de 

chaque patient pour déterminer si un voyage récent avait été réalisé à l’étranger ou à Mayotte. La 

France métropolitaine n’était pas considérée comme un voyage à l’étranger. Un lien avec l’étranger 

était défini comme une résidence, un voyage ou une hospitalisation dans un pays étranger ou Mayotte 

dans l’année précédant le 1er jour d’hospitalisation à La Réunion. Cette définition incluait ainsi les 

patients ayant bénéficié d’une EVASAN vers le CHU de La Réunion. Cette définition était légèrement 

plus étendue que celle des patients cibles suspectés d’être porteurs de BHRe du HCSP de 2013 (68). 

Enfin, un patient était considéré comme exposé à un antibiotique s’il avait reçu au moins une dose 

d’antibiotique dans les 3 mois précédant la détection de l’EPC.  

 

2.2 Design des études 

 

2.2.1 Étude ECOH-RUN 

 

Dans le cadre de l’étude ECOH-RUN (Escherichia coli One Health à La Réunion), nous avons tenté 

d’établir une collection de E. coli BLSE représentative de 3 compartiments : l’Homme, les animaux de 

rente et les eaux usées sur la période 2015-2018. Le recueil des échantillons a été réalisé de manière 

prospective durant cette période.  

Pour le compartiment humain, nous nous sommes appuyés sur un réseau multicentrique de 

laboratoires composé de 2 groupements de laboratoires privés (qui sont les 2 principaux groupements 

sur les 3 présents à La Réunion) et 4 laboratoires hospitaliers (2 sites du CHU, CHOR et GHER). Le 

laboratoire du CHU Nord de Saint-Denis était le laboratoire coordonnateur de ce réseau et centralisait 

l’ensemble des isolats pour la vérification des critères d’inclusion et les analyses complémentaires. Ces 

4 laboratoires hospitaliers représentent un total de 2500 lits et environ 250 000 admissions par an. Ce 

réseau de laboratoires est évalué à >90% des jours d’hospitalisations complètes à La Réunion et 100% 

des lits d’hospitalisation MCO. Les données démographiques et cliniques des patients ont été 

recherchées dans leurs dossiers médicaux. 
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Grand Ilet est situé dans le cirque de Salazie où l’élevage est les plus développé et concentré tout en 

disposant de l’unique station de traitement des effluents animaux de l’île (Figure 51).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Enfin, afin d’avoir une population bactérienne la plus représentative des populations de E. coli 

« autochtones » circulant sur l’île, tout isolat suspecté d’être d’origine externe à l’île a été exclu à savoir 

les animaux d’importation, et tout patient issu d’une EVASAN ou ayant voyagé à l’étranger ou à 

Mayotte dans les 12 derniers mois précédant son prélèvement positif à E. coli BLSE.  

 

2.2.2 Étude sur l’épidémiologie des EPC à La Réunion 

 

Cette étude rétrospective a consisté à rechercher l’ensemble des isolats d’EPC détectés à la Réunion 

depuis 2010 en se basant sur le même réseau de 6 laboratoires. Les informations ont été extraites des 

SIL des laboratoires et recoupées avec les informations de signalement relevées par le CPIAS 

(anciennement ARLIN, et coordonné par la Fédération de Lutte contre les Infections Nosocomiales de 

la Réunion ou FELIN). Dans ce système de surveillance, tous les patients ayant voyagé dans l’année 

précédente ou provenant de l’étranger ou de Mayotte sont systématiquement dépistés par 

écouvillonnage rectal dans les 24h suivant leur admission dans un établissement de santé (hôpitaux 

publics et cliniques privées). Les patients sont placés en isolement précautions complémentaires 

contact jusqu’à l’obtention de leur résultat négatif pour une BMR ou une BHRe. Enfin, les données 

démographiques et cliniques des patients ont été recherchées dans leurs dossiers médicaux.  

 

Figure 51. Photographie illustrant la station de traitement des effluents d’élevage de Camp-Pierrot à Grand 
Ilet. 
La station est composée de 3 bassins de traitements et d’une lagune en contre-bas. Les excréments issus des 

exploitations de volailles et de porcs du cirque sont déposés dans le 1er bassin. Les produits solides obtenus par 

décantation et centrifugation sont transformés en composte après plusieurs cycles d’assèchement et de montée 

en température. Les résidus liquides de surface sont évacués pour filtration naturelle dans la lagune puis 

épandus sur une surface de 7 hectares autour de la station. 
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2.2.3 Étude sur l’épidémie d’Enterobacter cloacae IMI-1 à Mayotte 

À partir du mois d’octobre 2015, plusieurs isolats de E. cloacae résistants à l’imipénème ont été 

détectés aux CHU de la Réunion chez des patients transférés du Centre Hospitalier de Mayotte. Ces 

E. cloacae avaient un profil de résistance aux antibiotiques non connu sur l’île à l’époque, c’est-à-dire 

qu’ils étaient résistants à l’imipénème, l’ertapénème et le méropénème tout en demeurant sensibles 

aux C3G, C4G et à l’association pipéracilline-tazobactam (Figure 52). Une carbapénèmase de type IMI 

ou NmcA a ainsi été suspectée et confirmée après envoi des souches au CNR de Bicêtre (102). Les 

biologistes du CHM ont secondairement été sensibilisés à cet antibiotype atypique et d’autres souches 

ont ensuite été retrouvées à la fois rétrospectivement chez des patients du CHM et par la suite chez 

d’autres patients hospitalisés au CHM ou au CHU de La Réunion. Ces souches sont d’autant plus 

difficiles à détecter sur les dépistages rectaux que, quand celles-ci ne produisent que la carbapénèmase 

IMI-1 sans association avec une céphalosporinase de haut niveau ou une BLSE, elles ne poussent pas 

sur gélose ChromID ESBL (sensibilité aux C3G) mais uniquement sur gélose ChromID CARBA SMART 

 

  

Figure 52. Antibiotype d’un isolat de E. cloacae producteur de la carbapénèmase IMI-1 (sans mécanisme de 
type BLSE ou céphalosporinase de haut niveau associé). 
On note la résistance « isolée » à l’imipénème et l’ertapénème, avec une légère synergie visible avec l’acide 
clavulanique orientant vers une carbapénèmase de classe A.  
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(bioMérieux). En octobre 2015, le CHM ne dépistait les BMR qu’avec des géloses de type ChromID 

ESBL, les géloses ChromID CARBA SMART n’ont été utilisées qu’à compter de juin 2015. Ces souches 

de E. cloacae IMI-1 ont ainsi pu être sous-détectées avant cette période. 

Cette étude a consisté à collecter l’ensemble des isolats de E. cloacae suspectés de produire une 

carbapénèmase de type IMI entre octobre 2015 et janvier 2017 au CHM et au CHU de La Réunion afin 

d’investiguer cette potentielle épidémie. Cette étude avait pour objectif d’évaluer la clonalité entre les 

souches productrices d’IMI détectées et de déterminer le support génétique de cette résistance aux 

carbapénèmes. De plus, les informations démographiques et cliniques des patients colonisés ont été 

recueillies, à l’aide d’un questionnaire afin de déterminer l’origine et la dynamique de cette potentielle 

épidémie (Questionnaire en Annexe 3).   

 

2.3 Méthodologie d’échantillonnage et sélection des isolats 

 

2.3.1 Prélèvements d’origine humaine 

 

Les souches d’EBLSE et d’EPC étaient issues de 2 types de prélèvements : soit des prélèvements à visée 

diagnostique, soit des dépistages de colonisation digestive réalisés par écouvillonnage rectal (ou sur 

selles) dans l’ensemble des 6 laboratoires du réseau de surveillance. Concernant les prélèvements de 

dépistage, ceux-ci étaient ensemencés sur des géloses sélectives de type ChromID-ESBL ou ChromID-

CARBA SMART (bioMérieux, Marcy l’Etoile, France) pour respectivement rechercher les EBLSE ou les 

EPC. Les géloses étaient incubées à 35+/-2°C pendant 18-24h selon les recommandations du 

fournisseur.  

 

2.3.2 Prélèvements d’origine animale 

 

L’échantillonnage dans les différents secteurs d’élevage a été déterminé selon le nombre 

d’exploitations sur l’île et la prévalence de BLSE détectée lors d’une étude préliminaire pour obtenir 

une collection représentative des élevages de bétail, de petits ruminants, de porcs, de poulets et de 

lapins de La Réunion. La méthodologie d’échantillonnage était différente selon le type d’animal. Pour 

les bovins, les dépistages étaient réalisés par écouvillonnage rectal et suivi du même protocole que 

pour les prélèvements humains. Pour les autres secteurs d’élevage, les excréments ont été récoltés au 

sol à l’aide de pédichiffonnettes Sterisox® (Sodibox, Nevez, France). Le nombre d’échantillons par 
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exploitation dépendait de la surface totale au sol (1 pour 100 m2). Tous les secteurs d’une exploitation 

étaient prélevés (par exemple différents secteurs de porcins destinés à la charcuterie, à 

l’engraissement, truies gestantes ou maternité) dans la limite de 6 échantillons par ferme. Les 

prélèvements ainsi obtenus étaient maintenus à 4°C, acheminés au CHU Félix Guyon et analysés dans 

les 48h après réception. Les pédichiffonnettes Sterisox® étaient ensuite introduites dans un récipient 

stérile avec 100 ml d'eau physiologique enrichie en bouillon cerveau-cœur (BHI-T, bioMérieux, Marcy 

l'Étoile, France). Le mélange était incubé pendant une nuit à température ambiante. Dix μL de la 

suspension enrichie étaient ensuite étalés sur gélose chromogène sélective ChromID-ESBL 

(bioMérieux, Marcy l'Étoile, France) et incubés à 35±2°C pendant 18-24h selon les recommandations 

du fournisseur. 

 

2.3.3 Prélèvements d’origine environnementale 

 

Les prélèvements d’eaux usées de l’étude ECOH-RUN ont été réalisés pendant l’année 2018 dans les 

secteurs urbain (Saint-Denis) et rural (Grand-Ilet). Dans le secteur urbain, les prélèvements ont été 

réalisés mensuellement au niveau de 3 sites : 2 points de refoulement d’eaux usées correspondant à 

des effluents d’origine hospitalière (Barachois) et communautaire (Vallon-Hoarau) (cf. Figure 50). Le 

3ème site de prélèvement du secteur urbain était la STEP du Grand-Prado où les effluents d’entrée et 

de sortie ont été prélevés. Concernant le secteur rural, 1 site de prélèvement mensuel a concerné la 

station de traitement des effluents animaux de Camp-Pierrot. Pour cela, 2 points de prélèvements 

avaient été définis à savoir les effluents de sortie du 3ème bassin évacués vers la lagune et un regard 

correspondant aux eaux de ruissellement de la station (cf. Figure 51). Pour les eaux étiquetées 

« sales », les échantillons étaient traités pas dilution : 100 µL d’une dilution au 1/10 et d’une dilution 

au 1/100 ont été étalés sur géloses sélectives ChromID-ESBL et ChromID-CARBA SMART (bioMérieux, 

Marcy l’Etoile, France). Pour les eaux étiquetées « propres » de sortie de STEP ou de ruissellement, les 

prélèvements (250 mL) étaient traités par filtration sur des membranes de type Microfil V (Millipore, 

Molsheim, France) de 0,45 µm. Les membranes étaient ensuite déposées sur géloses ChromID BLSE et 

ChromID-CARBA SMART (bioMérieux, Marcy l’Etoile, France) puis incubées à 35 ± 2°C pendant 18 à 

24h selon les recommandations du fournisseur. Les colonies roses à violet obtenues sur ces géloses 

ont ensuite été réisolées pour identification. Ces analyses ont également permis un dénombrement 

des E. coli BLSE (en UFC/100 mL) dans ces prélèvements. Les colonies colorées poussant sur gélose 

ChromID-CARBA SMART suspectées d’être des EPC ont également été identifiées en vue d’études 

ultérieures. Chaque prélèvement d’eaux a fait l’objet d’une double biothèque de 5mL à -80°C. Enfin, 
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chaque prélèvement d’effluent (250 mL) était en parallèle acheminé au laboratoire départemental 

d’analyses des eaux de Saint-Denis pour dénombrement des E. coli totaux (microplaques MUG/EC, 

Biokar diagnostics, Beauvais, France).  

Concernant les prélèvements environnementaux dans le milieu hospitalier (étude 3), 150 mL d’eau 

(robinet, douche, toilettes si présent) étaient filtrés sur membranes de type Microfil V (0,45 µm) et 

placés sur milieu Drigalski (contenant de l’imipénème). Les siphons et surfaces des chambres ont été 

prélevés par écouvillonnage et secondairement étalés sur gélose ChromID-CARBA SMART.  

 

2.4 Identification bactérienne et tests de sensibilité aux antibiotiques 

 

Les bactéries ont été identifiées (identification initiale ou vérification des isolats envoyés par les 

laboratoires partenaires) par spectrométrie de masse de type MALDI-TOF (Bruker daltonics, Brême, 

Allemagne). Elles ont ensuite été congelées à -80°C sur cryobilles (bioMérieux, Marcy l‘Étoile, France) 

dans différentes collections en fonction du compartiment d’origine et de leur mécanisme de résistance 

(EBLSE ou EPC). 

La présence d’une BLSE était confirmée phénotypiquement par un différentiel ≥ 5 mm par la méthode 

des disques combinés selon les recommandations du CA-SFM (3 couples de disques d’antibiotiques de 

Céfotaxime 30 µg, Ceftazidime 30 µg et Céfépime 30 µg, avec et sans acide clavulanique 10µg). 

L’évaluation de la sensibilité aux antibiotiques a été réalisée par diffusion en milieu gélosé selon des 

panels standardisés (disques I2a ou Biorad) pour chacune des 3 études selon les recommandations du 

CA-SFM. Les CMI ont été déterminées par bandelettes E-test (bioMérieux, Marcy l’Étoile, France) à 

l’exception de la colistine. Les CMI à la colistine ont été déterminées par dilution en milieu liquide à 

l’aide des kits UMIC (Biocentric, Bandol, France) ou Sensititre FRAM1GN (Thermofisher scientific, TREK 

Diagnostic Systems, East Grinstead, Royaume-Uni) selon les mêmes recommandations. 

 

2.5 Identification des gènes de résistance aux bêta-lactamines par méthodes 

« conventionnelles » 

 

Pour les études 2 et 3, les isolats ont été réisolés sur gélose MHE ou géloses chromogènes CPSE 

(bioMérieux, Marcy l’Etoile, France) à partir des cryobilles. Les ADNs bactériens ont été extraits par la 

méthode du « boiling » à l’aide d’un thermocycleur de type C1000 Touch (Bio-Rad, Hercules, États-
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Unis) afin de détruire la paroi bactérienne (choc thermique à 90°C pendant 10 min puis passage à 4°C 

pendant 10 min). Après centrifugation, 100 µL de surnageant contenant l’ADN étaient récupérés pour 

réaliser des PCR ciblées sur les gènes blaBLSE ou blaCARBA. La liste des différentes amorces utilisées pour 

ces PCR est détaillée dans le Tableau 7. Les produits de PCR ont ensuite été vérifiés (par migration sur 

gel d’agarose), purifiés (précipitation à l’éthanol) et dosés (automate Nanodrop, Thermofisher 

scientific, Illkirch, France). Ils ont ensuite été séquencés par séquençage de type Sanger (automate 

RUO Applied Biosystems 3500, Thermofisher scientific, Illkirch, France). Les séquences générées par la 

méthode de Sanger ont été analysées et comparées aux séquences de référence téléchargées sur NCBI 

à l’aide du logiciel Geneious (Biomatters Ltd, Auckland, Nouvelle-Zélande). 

Tableau 7. Liste détaillée des amorces utilisées pour les réactions de PCR pour la détection des gènes blaBLSE 
et blaCARBA. 

Amorce Séquence (5' - 3') Cible(s) 
Taille du 

produit (pb) Référence 

Identification des gènes blaCARBA 

IMI-A ATAGCCATCCTTGTTTAGCTC 
blaIMI 818 Aubron et al., 2005 (104) 

IMI-B TCTGCGATTACTTTATCCTC 

IMP-A GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC 
blaIMP 232 Poirel et al., 2011 (337) 

IMP-B GGTTTAAYAAAACAACCACC 

NDM-A GGTTTGGCGATCTGGTTTTC 
blaNDM 621 Poirel et al., 2011 

NDM-B CGGAATGGCTCATCACGATC 

OXA-48A GCGTGGTTAAGGATGAACAC 
blaOXA-48-like 438 Poirel et al., 2011 

OXA-48B CATCAAGTTCAACCCAACCG 

Identification des gènes blaBLSE 

CTX-M1A CTTCCAGAATAAGGAATC blaCTX-M 
groupe 1 

907 Bonnet et al., 2001 (338) 
CTX-M1B CCGTTTCCGCTATTACAA 

CTX-M2A TGACTCAGAGCATTSGCCGCT blaCTX-M 
groupe 2 

864 Bonnet et al., 2001 
CTX-M2B CGYGGGTTACGATTTTCGCYGC 

CTX-M9A TGGTGACAAAGAGARTGCAACGG blaCTX-M 
groupe 9 

873 Bonnet et al., 2001 
CTX-M9B ACAGCCCYTYGGCGATGATTCT 

OS-5 TTATCTCCCTGTTAGCCACC 
blaSHV 785 Cao et al., 2002 (339) 

OS-6 GATTTGCTGATTTCGCTCGG 

TEM-A ATAAAATTCTTGAAGAC 
blaTEM 1076 Mabilat et al., 1990 (340) 

TEM-B TTACCAATGCTTAATCA 
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Pour la détection des gènes blaCARBA dans l’étude 2, un screening initial avait été réalisé à La Réunion à 

l’aide de l’automate GenXpert (Xpert Carba-R, Cepheid, Sunnyvale, Etats-Unis) avant envoi des souches 

à Besançon (cryobilles à -20°C). Pour l’étude 3, plusieurs isolats d’intérêt de E. cloacae IMI-1 avaient 

secondairement été séquencés sur automate Illumina Miseq (reads paired-end de 150 pb) au CNR de 

la Résistance aux Antibiotiques de Bicêtre pour identification plus précise du résistome.  

 

2.6 Typage bactérien par méthodes « conventionnelles » 

 

Dans les études 2 et 3, nous avons réalisé un typage bactérien par Multi-locus sequence typing (MLST) 

et électrophorèse en champ pulsé (ECP ou PFGE en anglais).  

 

2.6.1 Multi locus sequence typing 

 

Pour le typage par MLST, les ADN bactériens ont été extraits et amplifiés selon un protocole de PCR 

analogue à celui de détection des gènes blaBLSE et blaCARBA (cf. infra). Les amorces utilisées pour 

l’amplification des 7 gènes de ménage pour E. coli, K. pneumoniae, E. cloacae et C. freundii sont 

détaillées dans le Tableau 8. Les produits de PCR ont ensuite été vérifiés, purifiés, dosés et séquencés 

(Sanger) selon le même protocole que pour l’identification des gènes de résistance. Les séquence types 

(ST) ont été attribués selon la base de données Enterobase (https://enterobase.warwick.ac.uk/) pour 

E. coli et selon la nomenclature de l’Institut Pasteur (http://bigsdb.pasteur.fr/) ou la base de données 

PubMLST (https://pubmlst.org/) pour les autres espèces.  

 

2.6.2 Électrophorèse en champ pulsé 

 

Les isolats d’EPC ont été génotypés par électrophorèse en champ pulsé après digestion par l’enzyme 

XbaI (Roche diagnostics, Mannheim, Allemagne) selon la technique développée au laboratoire 

d’Hygiène hospitalière de Besançon par Talon et al. (341). Le protocole de l’ECP est détaillé en 

Annexe 4. Le logiciel Bionumerics (Applied Maths, Kortrijk, Belgique) a ensuite créé une matrice de 

similitude d'ADN basée sur le calcul du profil de Pearson pour la comparaison des isolats paires par 

paires. Le dendrogramme a été construit en utilisant l'algorithme hiérarchique UPGMA (Unweighted 

  

https://enterobase.warwick.ac.uk/
http://bigsdb.pasteur.fr/
https://pubmlst.org/
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Tableau 8. Liste détaillée des amorces utilisées pour le typage MLST des différentes entérobactéries. 

Amorce Séquence (5' - 3') Cible(s) 
Taille du 

produit (pb) 
Référence 

MLST E. coli 

adk-P1 ATTCTGCTTGGCGCTCCGGG 
adk 583 

Wirth et al., 2006 
(342) 

adk-P2 CCGTCAACTTTCGCGTATTT 

fumC-P1 TCACAGGTCGCCAGCGCTTC 
fumC 806 Wirth et al., 2006 

fumC-P2 GTACGCAGCGAAAAAGATTC 

gyrB-P1 TCGGCGACACGGATGACGGC 
gyrB 911 Wirth et al., 2006 

gyrB-P2 ATCAGGCCTTCACGCGCATC 

icd-P1 ATGGAAAGTAAAGTAGTTGTTCCGGCACA 
icd 878 Wirth et al., 2006 

icd-P2 GGACGCAGCAGGATCTGTT 

mdh-P1 ATGAAAGTCGCAGTCCTCGGCGCTGCTGGCGG 
mdh  932 Wirth et al., 2006 

mdh-P2 TTAACGAACTCCTGCCCCAGAGCGATATCTTTCTT 

purA-P1 CGCGCTGATGAAAGAGATGA 
purA 816 Wirth et al., 2006 

purA-P2 CATACGGTAAGCCACGCAGA 

recA-P1 CGCATTCGCTTTACCCTGACC 
recA 780 Wirth et al., 2006 

recA-P2 TCGTCGAAATCTACGGACCGGA 

MLST K. pneumoniae 

rpoB-F-Vic3 GGCGAAATGGCWGAGAACCA 
rpoB 501 

Diancourt et al., 2005 
(343) 

rpoB-R-Vic2 GAGTCTTCGAAGTTGTAACC 

gapA-F-173 TGAAATATGACTCCACTCACGG 
gapA 450 Diancourt et al., 2005 

gapA R-181 CTTCAGAAGCGGCTTTGATGGCTT 

mdh-F-130 CCCAACTCGCTTCAGGTTCAG 
mdh 477 Diancourt et al., 2005 

mdh-R-867 CCGTTTTTCCCCAGCAGCAG 

pgi-F-1R GAGAAAAACCTGCCTGTACTGCTGGC 
pgi 432 Diancourt et al., 2005 

pgi-R-1F CGCGCCACGCTTTATAGCGGTTAAT 

phoE-F-
604.1 ACCTACCGCAACACCGACTTCTTCGG 

phoE  420 Diancourt et al., 2005 
phoE-R-

604.2 
TGATCAGAACTGGTAGGTGAT 

InfB-1F CTCGCTGCTGGACTATATTCG 
infB 318 Diancourt et al., 2005 

InfB-1R CGCTTTCAGCTCAAGAACTTC 
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tonB-1F CTTTATACCTCGGTACATCAGGTT 
tonB 414 Diancourt et al., 2005 

tonB-2R ATTCGCCGGCTGRGCRGAGAG 

MLST E. cloacae 

dnaA-f2 AYAACCCGCTGTTCCTBTATGGCGGCAC 
dnaA 1151 

Miyoshi-Akiyama et 
al., 2013 (344) 

dnaA-r KGCCAGCGCCATCGCCATCTGACGCGG 

fusA-f2 TCGCGTTCGTTAACAAAATGGACCGTAT 
fusA 906 

Miyoshi-Akiyama et 
al., 2013  

fusA-r2 TCGCCAGACGGCCCAGAGCCAGACCCAT 

gyrB-f TCGACGAAGCGCTCGCGGGTCACTGTAA 
gyrB 1153 

Miyoshi-Akiyama et 
al., 2013 

gyrB-r GCAGAACCGCCCGCGGAGTCCCCTTCCA 

leuS-f2 GATCARCTSCCGGTKATCCTGCCGGAAG 
leuS 845 

Miyoshi-Akiyama et 
al., 2013 

leuS-r ATAGCCGCAATTGCGGTATTGAAGGTCT 

pyrG-f AYCCBGAYGTBATTGCRCAYMAGGCGAT 
pyrG  535 

Miyoshi-Akiyama et 
al., 2013 

pyrG-r GCRCGRATYTCVCCCTSHTCGTCCCAGC 

rplB-f GTAAACCGACATCTCCGGGTCGTCGCCA 
rplB  746 

Miyoshi-Akiyama et 
al., 2013 

rplB-r ACCTTTGGTCTGAACGCCCCACGGAGTT 

rpoB-f CCGAACCGTTCCGCGAACATCGCGCTGG 
rpoB 944 

Miyoshi-Akiyama et 
al., 2013 

rpoB-r2 CCAGCAGATCCAGGCTCAGCTCCATGTT 

MLST C. freundii 

aspC-f GTTTCGTGCCGATGAACGTC 
aspC 513 

Lacher et al., 2007 
(345) 

aspC-r AAACCCTGGTAAGCGAAGTC 

clpX-f CTGGCGGTCGCGGTATACAA 
clpX 567 Lacher et al., 2007 

clpX-r GACAACCGGCAGACGACCAA 

fadD-f GCTGCCGCTGTATCACATTT 
fadD 483 Lacher et al., 2007 

fadD-r GCGCAGGAATCCTTCTTCAT 

mdh-f GTCGATCTGAGCCATATCCCTAC 
mdh 549 Lacher et al., 2007 

mdh-r TACTGACCGTCGCCTTCAAC 

arcA-f GACAGATGGCGCGGAAATGC 
arcA  435 Lacher et al., 2007 

arcA-r TCCGGCGTAGATTCGAAATG 

dnaG-f ACCGCCGATCACATACAACT 
dnaG 444 Lacher et al., 2007 

dnaG-r TGCACCAGCAACCCTATAAG 

lysP-f GCTACGTCGTGAACTGAAGG 
lysP 477 Lacher et al., 2007 

lysP-r TGTCCCCTGGAAGGAGAAGC 
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Pair Group Method with Arithmetic mean). Les pulsotypes ont été définis conformément aux 

recommandations internationales définies par Tenover et al. (346).  

 

2.7 Whole genome sequencing et analyse bio-informatique 

 

2.7.1 Séquençages 

 

Deux types de séquençages ont été réalisés au cours des études. Un séquençage « short reads » 

Illumina par l’entreprise Microsynth en Suisse (étude ECOH-RUN) ou au CHU de Bicêtre (étude 3). Un 

séquençage « long reads » de type PacBio (Pacific Biosciences) à Microsynth pour l’étude ECOH-RUN. 

Concernant le séquençage Illumina, la préparation des librairies a été effectuée dans les 2 cas avec le 

kit Nextera XT DNA Library Preparation Kit (Illumina, San Diego, Etats-Unis). Les isolats ont ensuite été 

séquencés intégralement sur une plateforme Illumina NextSeq (Microsynth) ou Illumina MiSeq 2000 

(Bicêtre), générant dans les deux cas des reads paired-end de 150 pb. 

Concernant le séquençage PacBio, la préparation des librairies a été effectuée à l’aide du kit PacBio 

library 10k (Pacific Biosciences, Menlo Park, Etats-Unis). Les isolats d’intérêt ont été ensuite séquencés 

intégralement sur une plateforme de type PacBio Sequel system (SMRT cell v.2.1 chemistry). 

  

2.7.2 Résistome 

 

Pour l’étude ECOH-RUN, les ADN bactériens ont été extraits à l’aide du kit QIAamp DNA Minikit 

(QIAgen, Hilden, Allemagne). Les extraits obtenus ont été dosés puis envoyés à l’entreprise Microsynth 

pour séquençage « short reads » de type Illumina. Sur certaines souches d’intérêt, un séquençage 

« long reads » de type PacBio a été réalisé.  

L'identification des gènes de résistance chromosomiques ou acquis a été effectuée à l'aide du logiciel 

BLAT (BLAST-Like Alignment Tool ; https://genome.cshlp.org/content/12/4/656) en utilisant la base de 

données ResFinder. Les gènes ont été filtrés avec un minimum de 90% d'identité et 80% de couverture 

(347,348). Pour l’étude 3, le génome a été annoté manuellement à l’aide du logiciel Geneious 

(Biomatters Ltd, Auckland, Nouvelle-Zélande) et de la plateforme BLAST pour les séquences de 

référence des gènes et des protéines (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).  

 

https://genome.cshlp.org/content/12/4/656
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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2.7.3 Phylogénie 

 

Le trimming des reads a été réalisé avec sickle (https://github.com/najoshi/sickle) selon une longueur 

minimale de 50 pb, puis un sous-échantillonnage avec une couverture d’au moins 80X. L'assemblage 

de novo a été réalisé avec Spades (349). Les contigs d'assemblage ont été filtrés avec un minimum de 

300 pb et une couverture 3X. 

Le phylogroupage et le typage fimH ont été attribués avec ClermonTyping et FimTyper, respectivement 

(350,351). Les STs des isolats ont été déterminés par MLST in silico avec pyMLST 

(https://github.com/bvalot/pyMLST) en utilisant les schémas Enterobase et Achtman 

(https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_mlst_seqdef&page=schemeInfo&scheme_id=4).  

L'analyse cgMLST a été réalisée par le logiciel pyMLST en utilisant le schéma Enterobase. L'analyse 

phylogénétique a été réalisée avec bioNJ sur la base des distances cgMLST et visualisée à l’aide de 

l’outil iTOL (352). Les souches clonales ont été déterminées à partir de distance cgMLST maximale de 

10 allèles (353). Un réseau de clonalité a été construit à l'aide du logiciel igraph pour déterminer les 

connexions entre les différents lieux d'échantillonnage. 

La similarité des éléments génétiques mobiles entre les souches a été évaluée par une méthode 

dérivée de Ludden et al. (287). Brièvement, les contigs ont été assignés comme potentiellement 

plasmidiques ou chromosomiques en utilisant mlplasmides avec un seuil de 0,6 et 0,7 ; respectivement 

(354). Les isolats contenant une bêta-lactamase non assignée comme chromosomique ont été 

sélectionnés, et les gènes ont été détectés en utilisant prodigal à partir de contigs déterminés comme 

plasmidiques. Ensuite, les gènes ont été regroupés avec cd-hit à 98 % d'identité. La présence/absence 

de gènes mobiles entre les souches a été utilisée pour construire un dendrogramme avec bioNJ en 

utilisant une distance binaire. 

 

2.7.4 Plasmidome 

 

L’analyse des plasmides dans l’étude ECOH-RUN a été réalisée à partir des données du séquençage 

PacBio de 6 isolats d’intérêt porteur des gènes blaCTX-M-1 et blaCTX-M-15. Les données ont ensuite été 

directement assemblées avec flye (355). Les plasmides ont été extraits et nettoyés à l'aide de pilon 

(356). Les gènes de résistance ont été recherchés avec la base de données Resfinder de la même 

manière que pour l'assemblage Illumina. Les reads Illumina des isolats CTX-M-1/15 ont ensuite été 

mappés avec les assemblages plasmidiques complets réalisés 

https://github.com/najoshi/sickle
https://github.com/bvalot/pyMLST
https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_mlst_seqdef&page=schemeInfo&scheme_id=4
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2.8 Analyses statistiques 

 

Dans l’étude ECOH-RUN, un test de Chi2 a été réalisé pour comparer les pourcentages de résistance 

aux antibiotiques entre les différents compartiments. De plus, un test des rangs signés de Wilcoxon 

(données appariées) ou un test U de Mann-Whitney ont été utilisés pour comparer les rejets de E. coli 

BLSE dans les différents effluents. Dans l’étude 2, une régression de Poisson a été utilisée pour évaluer 

l’augmentation des cas d’EPC à La Réunion entre 2011 et 2016. Une valeur de p<0,05 était considérée 

comme statistiquement significative. 

 

2.9 Collaborations et financements 

 

Ce travail de thèse a été réalisé sous la direction du Dr P. MAVINGUI (Directeur de l’UMR Processus 

Infectieux en Milieu Insulaire Tropical de La Réunion) et la co-direction du Pr X. BERTRAND (UMR 

Chrono-Environnement de Besançon). Les travaux ont été principalement effectués dans le laboratoire 

de Microbiologie du CHU de La Réunion (Dr. M.C. JAFFAR-BANDJEE et Dr. O. BELMONTE). En 

collaboration avec le Pr D. HOCQUET, j’ai pu réaliser un stage de 6 semaines à Besançon en 2019 pour 

parfaire mes connaissances en bio-informatique et préparer les collections pour le séquençage. Les 

prélèvements à La Réunion ont pu être réalisés dans le compartiment animal grâce à notre 

collaboration de longue date établie avec le CIRAD (Dr E. CARDINALE). J’ai pu réaliser les prélèvements 

environnementaux grâce à des partenariats établis avec la CISE Réunion (M. O. PINCE), responsable de 

la collecte et du traitement des eaux usées à Saint-Denis et la station d’épuration du Grand-Prado (M. 

L. LAI KAN THON) gérée par le groupe Runéo (filière du groupe Véolia). Enfin, le dénombrement des 

E. coli totaux dans les effluents urbains et ruraux a été réalisé au Laboratoire départemental d’analyses 

des eaux de Saint-Denis (M. D. LIOT, Mme S. ROBERT). L’analyse des données de surveillance du réseau 

de laboratoires privés et publics de l’île a été réalisée grâce à notre collaboration avec le CPIAS 

Réunion-Mayotte (Dr C. AVRIL) et la FELIN (Dr N. LUGAGNE-DELPON). Les souches humaines de E. coli 

BLSE ont pu être collectées pour l’étude ECOH-RUN grâce à notre collaboration avec les autres 

laboratoires d’analyses médicale de l’île à savoir ceux du CHU Sud (Dr S. PICOT, Dr N. ZEMALI), du CHOR 

(Dr A. LIGNEREUX), du GHER (Dr G. MASSON) et des groupements Cerballiance (Dr M. RAMIANDRISOA) 

et Réunilab (Dr C. BEN CIMON).  
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La collecte et l’analyse des prélèvements et isolats recueillis ont pu être réalisés grâce à des 

financements de l’ARS de la Réunion et aux fonds propres du CIRAD. Les analyses de séquençage ont 

été financées par l’UMR PIMIT (fonds des tutelles Université de La Réunion, CNRS, INSERM et IRD) et 

le CRB-filière microbiologique du CHU de Besançon. 
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3 Résultats 

 

3.1 Comparaison génomique des isolats de E. coli multi-résistants à La 

Réunion dans une approche One Health Homme-animal-environnement 

 

Limiter la diffusion des EBLSE pour réduire le nombre d’infections liées à ces bactéries multi-résistantes 

est aujourd’hui un enjeu majeur de santé publique. L’espèce E. coli est une cible d’intérêt dans la lutte 

contre l’antibiorésistance puisqu’elle constitue à la fois l’espèce aérobie prédominante du microbiote 

bactérien du système digestif humain et le premier germe responsable d’infections communautaires 

et associées aux soins en France. De plus, les souches de E. coli multi-résistantes sont les 

entérobactéries les plus abondamment retrouvées dans les potentiels réservoirs animaux et 

environnementaux.  E. coli constitue ainsi l’espèce la plus adaptée pour étudier les potentielles 

transmissions inter-compartimentales des EBLSE dans une approche One Health Homme-animal-

environnement. 

Si de nombreuses études ont tenté de répondre à la question des réservoirs de transmission de EBLSE 

pour l’Homme (dont certaines dans la population générale et pas seulement dans des populations 

ciblées à risques), celles-ci ont abouti à des résultats hétérogènes. La question de la part relative de 

chaque réservoir reste aujourd’hui débattue. Au final, peu d’études ont associées à la fois forte 

puissance (avec des populations bactériennes équilibrées entre les 3 compartiments), fort pouvoir 

discriminant dans l’analyse (WGS) et aire géographique à la fois significative et délimitée. La Réunion 

est à la fois une zone fortement touchée par l’antibiorésistance (avec des prévalences de EBLSE 

supérieures à la métropole dans les compartiments humains et animaux) et un territoire insulaire bien 

délimité. Elle constitue ainsi un modèle d’étude idéal pour tenter de répondre à cette question. 

L’objectif de cette étude était de préciser la contribution de chaque compartiment dans la transmission 

des isolats de E. coli BLSE à l’Homme sur le territoire réunionnais, en réalisant une comparaison 

génomique approfondie des diverses populations bactériennes identifiées.   
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Summary 

 

Background  

Extended-spectrum beta-lactamase-producing Escherichia coli (ESBL-Ec) is a major cause of infections 

worldwide. An understanding of the reservoirs and modes of transmission of these pathogens is 

essential, to tackle their increasing frequency. We investigated the contributions of various 

compartments (humans, animals, environment), to human colonisation or infection with ESBL-Ec over 

a three-year period, on an island. 

 

Methods 

The study was performed on Reunion Island, a French overseas territory in the Southwest Indian 

Ocean. We collected ESBL-Ec isolates prospectively from humans, wastewater and livestock between 

April 2015 and December 2018. Human specimens were recovered from a regional surveillance system 

representative of the island's health facilities. These isolates were compared with those from livestock 

and urban/rural wastewater, by whole-genome sequencing. 

 

Findings 

We collected 410 ESBL-Ec isolates: 161 from humans, 161 from wastewater and 88 from animals. 

Phylogenomic analysis demonstrated high diversity (100 STs), with different STs predominating among 

isolates from humans (ST131, ST38, ST10) and animals (ST57, ST156). The large majority (90%) of the 

STs, including ST131, were principally associated with a single compartment. The CTX-M-15, CTX-M-27 

and CTX-M-14 enzymes were most common in humans/human wastewater, whereas CTX-M-1 

predominated in animals. Isolates of human and animal origin had different plasmids carrying blaCTX-M 

genes, with the exception of a conserved IncI1-I blaCTX-M-1 plasmid. 

 

Interpretation 

These molecular data suggest that, despite their high level of contamination, animals are not a major 

source of the ESBL-Ec found in humans living on this densely populated high-income island. Public 

health policies should therefore focus primarily on human-to-human transmission, to prevent humans 

infections with ESBL-Ec. 

Funding Reunion Regional Health Agency (ARS Réunion), Indian Ocean Commission (COI), French 

Agricultural Research Centre for International Development (CIRAD), UMR PIMIT, through its national 

institutions (Reunion University, CNRS, INSERM, IRD) and the Biological Resource Centre of Besançon.  
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Research in context 

 

Evidence before this study 

Infections caused by antimicrobial-resistant E. coli make the largest contribution to the burden of 

antimicrobial resistance (AMR) in Europe, in terms of both the number of cases and the number of 

attributable deaths, due to extended-spectrum beta-lactamase-producing E. coli (ESBL-Ec) in 

particular. ESBL-Ec is also frequently isolated from livestock, retail meat and the environment. ESBL-Ec 

acquisition in humans is multimodal and may result from (i) the misuse of antibiotics in humans and 

animals, exerting a selection pressure on bacterial populations favouring the exchange of mobile 

genetic elements carrying resistance genes and (ii) human factors, such as international mobility, 

population density, trade or environmental contamination. Humans may be exposed to ESBL-Ec 

through contact with animals, food, the environment, or another human. These potential sources of 

acquisition have been the object of many studies, but a PubMed search revealed that only a very small 

number of these studies combined the following criteria: a large bacterial population, at least three 

compartments studied and sufficiently discriminating subtyping methods. Moreover, these studies 

have generated conflicting results, and the quantitative contribution of each compartment to the 

acquisition of ESBL-producing Enterobacterales therefore remains a matter of heated debate. 

 

Added value of this study 

This is the first study to estimate the population structure of ESBL-Ec in three compartments (human, 

animal and anthropised environment) in a circumscribed island model of a high-income country. 

Comparative genomics data confirmed that the ESBL-Ec strains of human origin matched those present 

in wastewater environments, which can, therefore, be considered a proxy for the human gut flora of 

the community. Our data indicate that, despite their high levels of contamination, animals are not a 

major source of ESBL-Ec in humans, and that the community-acquired carriage of ESBL-Ec is essentially 

attributable to human-to-human transmission.  
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Implications of all the available evidence 

In France, the EcoAntibio 1 plan led to a 37% decrease in veterinary prescriptions of antibiotics 

between 2012 and 2016, resulting in a decrease in the prevalence of 3GC-non-susceptible E. coli in all 

types of animals. However, these measures will not be sufficient to limit antimicrobial resistance in the 

strains colonising or infecting humans. In high-income countries, public health policies must focus on 

preventing the human-to-human transmission of ESBL-Ec. The two pillars of this fight against the 

spread of antibiotic resistance therefore remain (i) the strengthening of individual and collective 

hygiene measures, in both the community and hospitals and (ii) decreasing antibiotic consumption, 

particularly in the community sector, which accounts for most of the human consumption of antibiotics 

in these countries. Finally, further studies based on national surveillance networks are required to 

confirm and monitor this small contribution of livestock and the food chain to human infection, 

through new modelling approaches based on WGS. 
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Introduction 

Infections caused by multidrug-resistant bacteria (MDRB) are a major cause of morbidity and mortality 

worldwide (1). In this context, the World Health Organisation has identified seven specific pathogens 

in its strategy for fighting antibiotic resistance, including, first and foremost, Escherichia coli resistant 

to third-generation cephalosporins (3GC) and fluoroquinolones. The main mechanism of 3GC 

resistance in this species is the production of extended spectrum beta-lactamase (ESBL). E. coli is a 

leading cause of infection in hospitals and in the community (2). Learned societies have highlighted 

the need to address this problem holistically, and not anthropocentrically. If we are to tackle the trend 

towards an increase in MDRB infections in humans, we will need to use One Health approaches to 

develop an understanding of the global reservoirs and transmission patterns leading to the acquisition 

of ESBL-producing Enterobacterales (ESBL-E) in humans (3). Several potential sources of extended-

spectrum beta-lactamase-producing E. coli (ESBL-Ec) for human infection or colonisation have been 

identified, including food-producing animals, in which the prevalence of ESBL-Ec can be very high (4). 

ESBL-Ec can also be transmitted via the food chain (5). Moreover, environments contaminated with 

human and animal feces can also act as a source of colonisation, particularly in developing countries, 

which tend to have lower health standards than high-income countries (6–9). Studies based on this 

model addressing this question have yielded conflicting results, leaving the specific roles of these 

reservoirs unclear (10,11). The evaluation of exchanges of resistance vectors (genes or bacteria) 

between humans, animals and the environment is challenging and subject to several difficulties: (i) it 

involves the evaluation of a nearly closed ecosystem weakly influenced by imports from the exterior, 

(ii) a population representative of the ecosystem must be selected and (iii) appropriate highly 

discriminating phylogenetic methods based on both core and accessory genomes, including mobile 

genetic elements (MGE), must be used. 

In this study, we aimed to clarify the contribution of livestock to human colonisation or infection with 

ESBL-Ec, using a delimited high-income area — the French overseas territory of Reunion Island — as a 
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model. We report here the phylogenomic investigation, by whole-genome sequencing (WGS), of ESBL-

Ec isolated from humans, livestock and wastewater on Reunion Island.  
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Methods 

 

Study design 

Reunion Island is a French overseas territory located close to Madagascar, with a population of 850,000 

inhabitants and a surface area of 2500 km2 (density: 340 inhabitants/km2). Together with Mayotte, it 

forms the French overseas territories of the Southwest Indian Ocean Area (SIOA). Antimicrobial 

resistance is a major problem on this island, located at the crossroads of Southern Africa and the Indian 

subcontinent (12). Reunion Island has the same level of healthcare as mainland France, with the 

University Hospital of Reunion Island (URHI) as the referral hospital in SIOA, and the same health 

infrastructure (including access to drinking water, a sewerage system, modern wastewater treatment 

plants, etc.). 

 

We prospectively collected ESBL-Ec isolates from humans, human and animal wastewater (considered 

a proxy for polluted human or animal environments) and livestock, between April 2015 and December 

2018. All isolates suspected to have originated off the island (travel, medical evacuation, or imported 

animals) were excluded from the study. 

 

Human specimens 

The study was based on the regional antimicrobial resistance surveillance system of Reunion Island, 

which collects ESBL-Ec from six healthcare facilities: two private laboratory groups and four public 

hospitals (Figure 1). These four public hospitals consist of a university hospital located on two sites 

(one in the north of the island and the other in the south) and another two hospitals located in the 

west and east of the island, with a total of 2,500 beds and 250,000 hospital admissions per year. This 

network is estimated to account for >90% of complete-hospitalisation days on Reunion Island and 

100% of medical, surgical, and obstetric (MSO) hospitalisations. The bacterial isolates were collected 

between January and December 2018. Isolates from patients who had a history of off-island travel 
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within the last six months, medical evacuation or a home address (postcode) located off the island 

were excluded. We then randomly selected three ESBL-Ec isolates per centre and per month for further 

analysis.  Anonymised data were recorded for each isolate: gender, age, origin of patient (community 

or healthcare facility), specimen source, infection/colonisation and postcode.  

 

Wastewater 

Wastewater samples were collected from three sites in the north and one site in the centre of the 

island (Figure 1). The northern sites corresponded to two sewage effluent discharge points (one from 

a hospital and the other from the community) and one wastewater treatment plant (WWTP) in the 

major town of the island (separate inflow and outflow sampling). The site in the centre of the island is 

the only animal waste treatment plant (AWTP) on the island (runoff water and outflow into the 

lagoon). Each collecting point was sampled (2x500 mL) during the first week of each month, between 

January and December 2018. ESBL-Ec isolates were identified by (i) the serial dilution method for 

sewage and untreated inflow and (ii) the filtration method (membranes with 0·45 μm pores) for 

treated outflow, as previously described (13).  

  

Animal specimens 

The sampling procedure was adapted from previous studies on the prevalence of ESBL-producing 

Enterobacterales, to ensure that a collection of samples representative of all the cattle, pig, poultry, 

rabbit, and small ruminant (sheep and goat) farms of the island (14) was obtained. Samples were 

collected with Sterisox® boot swabs (Sodibox, Nevez, France) or rectal swabs (for cattle). For the boot 

swabs, the number of samples depended on area considered, with one Sterisox® swab per 100 m2 of 

building. All samples were maintained at 4 °C until analysis, which took place within 48 h of sample 

reception. In total, 114 farms were sampled, and 566 animal samples (124 swabs from cattle; 177 pig, 

176 poultry, 39 rabbit and 50 small-ruminant boot swabs) were obtained between April 2015 and 

December 2018. Sterisox® boot swabs were introduced into a sterile recipient with 100 mL of saline 
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enriched with brain-heart infusion broth (BHI-T, bioMérieux, Marcy l’Etoile, France). The mixture was 

incubated overnight at room temperature, as previously described (15). We then plated 10 μL of the 

enriched suspension on selective chromogenic agar plates (ChromID-ESBL agar, bioMérieux, Marcy 

l’Etoile, France), in accordance with the manufacturer’s recommendations (15). ESBL and global 

positivity rates were calculated as the fraction of farms with at least one ESBL-Ec positive sample, for 

each livestock sector and for all farms, respectively.  

 

Collection of ESBL-producing E. coli 

The characterisation of presumptive ESBL-Ec isolates took place at a single site, at the northern site of 

the UHRI. Each isolate was identified by MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics, Bremen, Germany) and its 

ESBL production was assessed by the combined disc method, in accordance with the 2019 EUCAST 

recommendations. For the collection of bacteria from animals, only one ESBL-producing isolate for 

each different resistance profile from each farm was retained for further analysis. For the collection of 

bacteria from the environment, only ESBL-producing isolates with different resistance profiles from 

each sampling point (taken monthly) were retained for further analysis. 

 

Whole-genome sequencing and data analysis 

Bacterial DNA was extracted with the QIAamp DNA Minikit (QIAgen, Hilden, Germany), according to 

the manufacturer’s instructions. Whole-genome sequencing was performed on an Illumina NextSeq 

high-output system generating 2x150 paired-end reads with a median coverage of 88X. Reads were 

trimmed with sickle (v1.33) to a minimum length of 50, and were then subsampled to a coverage of at 

least 80X. Assembly was performed with Spades (v3.13), and the assembled contigs were filtered to 

ensure a minimum read length of 300 bp and 3X coverage. 

STs were determined in silico with pyMLST, using the Enterobase and Achtman schemes. Phylogroup 

and fimH typing were assigned with ClermonTyping and FimTyper, respectively. We searched for 
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resistance genes with BLAT software and the ResFinder database, filtering on a minimum of 90% 

identity and 80% coverage.  

We performed cgMLST analysis with pyMLST software and the Enterobase v2 scheme. Phylogenetic 

analysis was performed with bioNJ, using cgMLST distances, and the results were visualised with Itol. 

Isolates were clustered if their cgMLST differed by fewer than 10 alleles. A network was built with the 

igraph package (v1.2.5), to determine the connections between different sampling sites. 

The proximity of mobile genetic elements between strains was evaluated by a method derived from 

that described by Ludden et al. (18). Briefly, mlplasmids (v.1.0) was used to classify contigs as 

potentially plasmid-borne or on the chromosome. Genes were detected with prodigal on contigs that 

were considered to be plasmid-borne and contained a blaESBL. These genes were then clustered with 

cd-hit (v4.7) at a threshold of 98% identity, to obtain a non-redundant list of mobile genes associated 

with blaESBL. We then search all the genomes for these mobile elements, and their presence/absence 

was used to build a dendrogram based on a binary distance, with bioNJ. Long-read sequencing was 

performed on the PacBio Sequel system (SMRT cell v.2.1 chemistry). The raw data generated were 

assembled with flye (v2.8.1). Plasmids were extracted and polished with pilon (v1.23). We searched 

for resistance genes with the Resfinder database, using the same method as described for the Illumina 

assembly. BLAST was used to align complete plasmid sequences with the assembled genomes 

containing blaCTX-M-1 or blaCTX-M-15.  

 

Role of the funding source 

The funders of the study had no role in study design, data collection, data analysis, data interpretation, 

or writing of the report. The corresponding author had full access to all the data in the study and had 

final responsibility for the decision to submit for publication. 
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Results 

Collection 

In total, we collected 410 ESBL-Ec isolates: 161 from humans, 161 from wastewater and 88 from 

animals. The mean age of the human patients was 61·1 years (SD 26·2 years) and the sex ratio was 

0·96 (Table S1). Most of the isolates (80·7%) were of community origin or were detected in patients 

during the first 48 hours of hospitalisation. Most of the isolates were obtained from the urinary tract 

(59·0%) or intestine (26·1%), whereas bacteraemia and surgical site infections accounted for 6·8% and 

5·0% of isolates, respectively. Infections accounted for 67·1% of cases. This bacterial collection 

included 15% of all the human ESBL-Ec isolates obtained on the island during the study period. For 

wastewater (Table S2), 70 isolates were obtained from community effluent (n=29; 18·0%) or hospital 

effluent (n=41; 25·4%). For WWTPs, 85 isolates were recovered from inflow (n=56; 34·8%) and outflow 

(n=29; 18·0%). For  the AWTP, six isolates were retrieved from runoff water (n=3; 1·9%) or outflow 

destined for the lagoon (n=3, 1·9%).  

We collected 88 ESBL-Ec from animals (Table S3): 50 from poultry, 33 from pigs, 2 from cattle, and 3 

from small ruminants. No ESBL-Ec strains were detected in rabbits. The rate of ESBL positivity by type 

of farm was: 70% for poultry farms, 50% for pig farms, 18·5% for small ruminant farms and 8·3% for 

cattle farms. The global positivity rate per farm was 36·8%. 

Comparative phylogenomics 

Whole-genome sequencing was used to type and cluster the isolates. Among the 410 ESBL-Ec, we 

identified 100 different STs, 42 of which were common to at least two isolates (Figure S1). The top 

three STs were ST131 (n=93; 22·7%), ST38 (n=39; 9·5%) and ST10 (n=24; 5·9%). We then compared 

samples from two compartments: those of animal origin (livestock and animal wastewater) and those 

of human origin (clinical samples and human wastewater). Ten STs were common to these two 

compartments: ST10, ST38, ST48, ST58, ST88, ST117, ST155, ST162, ST361 and ST3489; however, ST10 
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was the only ST clustering at least five isolates in both compartments. For isolates of human origin, the 

top three STs were identical to those for the general population; ST131 was found exclusively in this 

compartment. Conversely, the predominant animal-related STs (ST57, ST156) were absent from the 

samples of human origin. Most STs (90%) were associated with only one compartment (Figure S1). 

cgMLST analysis demonstrated a high degree of genetic diversity (Figure 2) and showed that the strains 

belonging to the STs common to human and animal sources, such as ST10, were not clonally related. 

Multiples cluster were observed (in red, Figure 2), but each corresponded to isolates handoff animal 

origin (e.g. ST57 or ST156) or of human origin (e.g. ST38, ST44 or ST131).  

Phylogroups varied with the source, with B2/D predominating among human/human wastewater 

isolates (B2 was not identified in animal samples and D was identified in only one sample from poultry), 

whereas B1/A predominated among isolates of animal origin. Phylogroups B2 and D accounted for 

40·4% and 9·9% of human isolates, and 60·2% and 14·8% of infection source isolates, respectively. The 

clonality network (Figure 3) revealed connections between private laboratories and public hospitals, 

and between these establishments and sewage/WWTPs (cluster B); whereas farms formed isolated 

networks or were connected to the AWTP (cluster A). Cluster A3 highlighted connections, via ST156 

isolates, between pig and small ruminant farms, which were located in geographically remote sites in 

the centre, west and south of the island (symbols surrounded by a red circle; Figure 1). 

Assessments of the occurrence of genetic determinants of resistance revealed that blaCTX-M-15 was the 

predominant blaESBL gene (n=177; 43·2%), followed by blaCTX-M-1 (n=94; 22·9%), blaCTX-M-27 (n=69; 16·8%) 

and blaCTX-M-14 (n=28; 6·8%) (Figure 4). The CTX-M-15, CTX-M-27 and CTX-M-14 enzymes were most 

common in humans/human wastewater, whereas CTX-M-1 predominated in ESBL-Ec of animal origin 

(Figure 4 and S2b). An analysis of ST131 isolates (n=93) revealed a separation into two clades: (i) a 

fimH30 clade (n=49), comprising a C2-M-15 subclade (n=31) and a C1-M27 subclade (n=16) (Figure 2); 

and (ii) a fimH41 clade (n=37) mostly associated with blaCTX-M-27 (n=27; 73%), corresponding to ancestral 

clade A (Figure 2). CTX-M-1 was mostly associated with the animal-related ST57, ST155, ST156 and 
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ST3489. The CTX-M-1 enzyme was found in only 10 (6·2%) of 161 human isolates and CTX-M-15 in only 

eight (9·1%) of 88 animal isolates. Screening for non-ESBL resistance genes revealed that nine isolates 

coproduced an acquired cephalosporinase (blaCMY, n=8; blaDHA, n=1) and five coproduced a 

carbapenemase (blaNDM-1 in 2 isolates, blaNDM-5 in 1 isolate, blaOXA-181 in 1 isolate, and both blaNDM-5 and 

blaOXA-232 in 1 isolate) (Fig. S2a). The carbapenemase-encoding blaNDM and blaOXA-48-type genes were 

detected only in isolates from human wastewater. 

 We investigated whether blaCTX-M-1 and blaCTX-M-15, the two major ESBL resistance genes, were carried 

by the same or different MGEs, by clustering isolates containing the gene concerned on the basis of 

the presence/absence of mobile genes associated with the beta-lactamase. For blaCTX-M-1, the analysis 

identified multiple clusters (with >98% identity), some of which contained isolates of both human and 

animal origins and from different STs (Figures 5 and S3). For blaCTX-M-15, there was considerable 

variability between isolates, with no clustering between human and animal isolates (Figures 5 and S4). 

We then cross-checked this information with MGE data. Two triplets of human-animal-wastewater 

isolates positive for blaCTX-M-1 and blaCTX-M-15 were selected for long-read sequencing. The 

blaCTX-M-1-positive human isolate contained an IncI1-I blaCTX-M-1 plasmid (109,992 bp) that was highly 

similar to the plasmids carrying the blaCTX-M-1 gene in the animal and wastewater isolates selected 

(Figure 5). This conserved IncI1-I blaCTX-M-1 plasmid was found in six human isolates and 38 animal 

isolates. By contrast, the blaCTX-M-15 gene in animal isolates was located on the chromosome and 

probably resulted from the integration of a blaCTX-M-15 IncI/Y plasmid. The region harbouring the 

blaCTX-M-15 gene in the human, animal and wastewater isolates was less conserved and had undergone 

multiple recombinations, demonstrated an absence of recent horizontal transfer (Figure 5). 
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Discussion 

We compared 410 genomes of ESBL-Ec isolates from humans or human-polluted environments (i.e. 

human wastewater) with those of isolates from livestock or animal-polluted environments (i.e. animal 

wastewater) in a circumscribed island area. The main finding of this study was that the populations of 

these ESBL-Ec isolates from these two reservoirs were genetically different, generally harbouring 

different blaESBL genes carried by different genetic supports. This strongly suggests that livestock have 

very little effect on the acquisition of ESBL-Ec by humans on Reunion Island, despite all the food 

produced from the livestock kept on the island being consumed locally. 

Phylogenomic and resistance gene analyses revealed the existence of very little connection between 

the human and animal compartments, which had different major STs and predominant ESBL-encoding 

genes. By contrast, human and human wastewater isolates were much more strongly connected, 

indicating that wastewater can be used as a proxy for human gut colonisation. As expected, 

phylogroups B2 and D were associated with most of the human infections (75·0%) (16). For the 

predominant ST131 clone, the high proportion of H41-M27 isolates within the ancestral clade A 

(already described in Thailand and Cambodia) suggests an influence of South-East Asia on the 

epidemiology of ESBL-Ec on Reunion Island (5,17). ST10 was the only top-three ST common to both 

compartments, but phylogenomic analysis nevertheless highlighted the presence of different 

subclones that appeared to be adapted to human or animal hosts (18,19). The clonality networks 

established between the different structures (farms or hospitals) revealed the partitioning between 

the human and animal compartments, each of which was connected to its own wastewater treatment 

circuit (Figure 3). This finding supports the hypothesis that human-to-human transmission accounts 

for most cases of infection or colonisation in humans. This clonality network connected previously 

described spatially remote care facilities and farms on the island (20). In animals, this clonal 

relationship between farms remained unclear and could be explained by the exchange of some animals 

(especially male breeding stock) between farms. The finding of separate compartments was confirmed 

by MGE analysis, as the animal compartment was not identified as a progenitor of MGEs for humans; 
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with the exception of the blaCTX-M-1 gene carried by IncI1 plasmids, which may represent a minor source 

of horizontal transfer between compartments (21). CTX-M-15 was the main ESBL found in humans 

(47·8%), whereas CTX-M-1 accounted for only 6·2% of human ESBL isolates. We can therefore estimate 

that less than 5% of human isolates carry antimicrobial resistance genes closely related to those found 

in livestock, consistent with previous findings (18).  

The partitioning of ESBL-Ec  between the human and animal compartments observed here goes against 

the findings of several previous studies (22,23). However, these previous studies often involved less 

thorough analyses or focused on sporadic transmission in specific exposed populations (farmers, in 

particular), and the results obtained were sometimes overturned by subsequent WGS analyses (24). 

By contrast, our results are consistent with two models that have recently emerged from major studies 

published on the subject: a One Health model in low-income countries, in which people are much more 

closely linked to their environment (5,8,25), and a partitioned model in high-income countries, in which 

the infrastructures in place probably significantly limit these interactions (18–20,26). These findings 

highlight the importance of the human-to-human oral-faecal route as the probable most frequent 

route of transmission for adapted ESBL-Ec, although transmission may also occur via other minority 

routes. This implies that improvements in community infrastructure (e.g. sanitation or housing) and 

farming practices (biosecurity and hygiene) would probably help to prevent the development of 

antimicrobial resistance (27).  As recently pointed out by Mughini-Gras et al., other models based not 

only on the prevalence of ESBL-producing Enterobacterales but also on the probability of exposure in 

humans, should be explored further (28).  

The key strengths of our study are (i) the representativeness of the human ESBL-Ec isolate collection 

with respect to the population of strains in the community, (ii) the prospective sampling of these 

strains over a period of 3·5 years and (iii) the optimal geographic context of collection in a well-defined, 

densely populated island environment. The large collection of human isolates (n=161, 39·3% of all the 

isolates) originated mostly from the community (80·7%) and corresponded to both infections (two 



2ème PARTIE : TRAVAIL SCIENTIFIQUE  

147 
 

thirds) and colonisations (one third). This collection was complemented by 155 urban wastewater 

isolates (sewage and WWTP), which can be considered a proxy for the gut flora of the population living 

in the community (13,19,29). The animal isolates were also highly representative, with recruitment 

covering all the livestock sectors present on the island. Samples were also taken from an AWTP, 

although few isolates were obtained from this source. A study on the island of Zanzibar (Tanzania)  also 

highlighted the benefits of One Health studies of the interconnection between different compartments 

in a circumscribed territory (25). One potential limitation of this study is the lack of exploration of the 

food chain, but several studies have shown that the ESBL-Ec populations from livestock and the food 

chain are genetically similar (19,25,30,31). This pathway should nevertheless be considered as a 

potential source of direct transmission to humans. 

ESBL-Ec was isolated from 36.8% of livestock farms, with particularly high rates of isolation for poultry 

(70·0%) and pig (50·0%) farms. These rates are higher than those for mainland France during the same 

period but consistent with data for other European countries, such as Germany, the Netherlands or 

the United Kingdom (18,32–35). 

As a consequence, national and European public health policies aiming to reduce antibiotic use in 

livestock are likely to have only a limited and delayed impact on human infections over time (36). By 

contrast to the rapid decline in mcr-1-linked colistin resistance in China, limiting the prevalence of 

ESBL-Ec in livestock will have only a limited impact on the rate of blaESBL transmission for human-

adapted E. coli clones (37). The priority should therefore be to limit the selection pressure imposed by 

antibiotic use in humans, to maximise the impact of measures.  

This original study on the exchange of ESBL-Ec between compartments is the first to demonstrate a 

clear sectorisation of animal and human isolates on a densely populated, high-income island with a 

high prevalence of ESBL-Ec in livestock. Our findings suggest that livestock is not a major source of 

ESBL-Ec acquisition in humans, either through direct contact with animals or indirectly, via the food 

chain.  
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Figure legends 

  

Figure 1. Map of Reunion Island, showing the locations from which the ESBL-producing E. coli-

positive samples were obtained   

Top left: Map indicating the position of Reunion Island in the Southwest Indian Ocean. Right: Detailed 

map of Reunion Island showing the locations of the healthcare facilities (L: private laboratories, H: 

hospitals) at which the human ESBL-Ec isolates were obtained. The wastewater sampling sites are 

indicated by a teardrop shape; those in the north correspond to the sewage and wastewater treatment 

plant of Saint-Denis, the largest city on the island. The teardrop in the centre corresponds to the Camp 

Pierrot animal waste treatment plant in Grand Ilet. The animal symbols indicate the farms of the 

various livestock sectors. The symbols surrounded by a red circle represent farms with clonally related 

isolates, belonging to ST156, in common. 

 

Figure 2. Phylogenetic tree illustrating the relationship between ESBL-producing E. coli isolates from 

humans, animals and wastewater 

Neighbour-joining phylogenetic tree of 410 ESBL-Ec based on cgMLST data. Clonally related isolates 

are shown in red on the dendrogram. The innermost coloured ring indicates the ecological origin of 

the isolates, whereas the outermost ring indicates the phylogroup. The symbols located between these 

two rings (round, triangle) represent the beta-lactam resistance-encoding blaBLSE genes. The main STs 

are represented by a specific colour on the dendrogram, as defined in the legend. 

 

Figure 3. Clonality network representing the healthcare facilities, farms and wastewater sources at 

which clonally related ESBL-producing E. coli isolates were detected 

After phylogenetic analysis, each clonally related isolate was assigned to its sampling site. Farms (F), 

laboratories (L), hospitals (H), wastewater from sewage (WW), wastewater treatment plant (WWTP) 

and the animal waste treatment plant (AWTP) are symbolised by circles, whereas clonal links are 

indicated by the lines connecting the symbols. The more clonal strains connecting two sites, the wider 

the line between the two sites. 

 

Figure 4. Bubble graph showing the proportion of blaBLSE resistance genes common to ESBL-producing 

E. coli from humans and animals 

Each blaBLSE resistance gene is positioned according to its prevalence in the human and animal 

compartments. The size of each bubble represents the number of isolates in which the gene was 

identified. Bubbles are coloured according to the type of ESBL enzyme: blue for CTX-M, turquoise for 
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SHV and purple for TEM enzymes. With the exception of the blaTEM gene, bubbles are relatively close 

to the axes, with no bubble in a central position on the bisector. 

CTX-M Oth: bubble representing the other CTX-M variants. 

 

Figure 5. Dendrograms of mobile genetic elements identified for blaCTX-M-1 and blaCTX-M-15 genes  

Strains containing blaCTX-M-1 and blaCTX-M-15 beta-lactam resistance genes were clustered according to 

the presence/absence of mobile genes associated with these resistance genes. The isolate name is 

indicated in the first column on the left, the ecological origin of the isolate in the second column, the 

ST in the third and then the co-resistance genes most frequently shared by the selected isolates. We 

chose two triplets of isolates of interest on the basis of the inclusion of strains with the same co-

resistances but from different STs. The analysis of these six isolates of interest enabled us to 

reconstitute the plasmids carrying these genes, which are illustrated schematically at the right of the 

figure. The plasmids carrying the blaCTX-M-1 and blaCTX-M-15 genes are represented in linear form. The 

resistance genes are symbolised by triangles colour-coded as in the dendrogram, with beta-lactam 

resistance genes indicated by red triangles.  
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Supplementary materials 

 

Figure S1. Distribution of the major sequence types (STs) of ESBL-producing E. coli according to 

ecological origin 

Histogram representing STs common to at least two isolates. ST131, ST38 and ST10 were the three 

most frequent STs. 

 

Figure S2a. and S2b. Distribution of the antibiotic resistance genes identified in ESBL-producing 

E. coli between humans, animals and wastewater  

(a) Venn diagram displaying 78 antibiotic resistance genes identified in the 410 ESBL-producing E. coli 

isolates. 

(b) Histogram representing the prevalence of each antibiotic resistance gene in humans, animals and 

wastewater.   

 

Figure S3. Detailed dendrograms of mobile genetic elements identified for the blaCTX-M-1 and 

blaCTX-M-15 genes used for Figure 5 

 

Table S1. Source of ESBL-producing E. coli isolates from humans 

Detailed distribution of the 161 human isolates collected between January and December 2018. 

Community patients or outpatients are defined as those not initially hospitalised in a healthcare facility 

for whom infection/colonisation was detected within the first 48 hours of hospitalisation or who 

attended the facility solely for the purposes of a consultation. Inpatients are defined as patients 

already hospitalised for more than 48 hours in a public hospital or private clinic on the island. 

 

Table S2. Source of ESBL-producing E. coli isolates from wastewater 

Detailed distribution of the 161 wastewater isolates collected between January and December 2018.  

 

Table S3. Source of ESBL-producing E. coli isolates from animals 

Detailed distribution of the 88 animal isolates collected between April 2015 and December 2018.  
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Figure S1. 
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Figures S2 a et b. 
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Table S1. 
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 Table S2 (lefts) and S3 (rights). 

 

 

                                           



2ème PARTIE : TRAVAIL SCIENTIFIQUE  

166 
 

Whole genome sequencing and data analysis (detailed protocol with references) 

 

Bacterial DNA was extracted using QIAamp DNA Minikit (QIAgen, Hilden, Germany) according to the 

manufacturer’s recommendations. Whole-genome sequencing (WGS) was done at Microsynth (Swiss) 

with the Illumina NextSeq system using high-output of 2x150 paired-end reads with a median of 88X. 

Reads were trimmed using sickle (https://github.com/najoshi/sickle, v1.33) with a min length of 50, 

then subsampled at least 80X. Assembly was performed with Spades v3.13 (1) with kmer size of 22, 

33, 55 and 77 and careful option. Assembly contigs were filtered with a minimum of 300 bp and 3X 

coverage. 

STs were determined in silico with pyMLST (https://github.com/bvalot/pyMLST) using Enterobase 

schema and Achtman scheme (https://pubmlst.org/). Phylogroup and fimH typing were assigned with 

ClermonTyping (2) and FimTyper, respectively (3). Resistance genes were search with BLAT software 

(4) using ResFinder database (5) and filtered with a minimum of 90% identity and 80% coverage. 

cgMLST analysis was performed by pyMLST software using Enterobase V2 schema. Phylogenetic 

analysis was realized with bioNJ using cgMLST distances and visualized with Itol (6). Isolates were 

clustered when their cgMLST had less than 10 alleles of difference (7). A network was built using igraph 

package (v1.2.5) to determine connections between different sampling locations. 

Mobile genetic element proximity between strains was evaluated by a method derived of Ludden et 

al. (8). Briefly, contigs were assigned as potentially bearing on plasmids or on the chromosome using 

mlplasmids v1.0 (9) with a threshold of 0.6 and 0.7, respectively. Genes were detected with prodigal 

on contigs assigned as plasmid-borne and containing a blaESBL. Then, these genes were clustered with 

cd-hit v4.7 (10) at 98% identity to obtained a non-redundant list of mobile genes associated to blaESBL. 

These mobile genes were search in all genomes and their presence/absence was used to build a 

dendrogram with bioNJ using a binary distance. Long read sequencing was performed on PacBio Sequel 

system (SMRT cell v.2.1 chemistry). Generated raw data were assembled with flye v2.8.1 (11). Plasmids 
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were extracted and polished using pilon v1.23 (12). Resistance genes were searched with Resfinder 

database similarly as done for Illumina assembly. Complete plasmid sequences were aligned against 

the assembled genomes containing blaCTX-M-1 or blaCTX-M-15 by BLAST. 
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On note des profils de résistance similaires entre les souches d’origine humaine et des eaux usées sur 

la Figure 53a. Sur la Figure 53b, on remarque que les souches animales sont globalement moins 

résistantes, notamment aux fluoroquinolones (p<0,001), à la céfoxitine (p=0,021), à la 

pipéracilline/tazobactam (p=0,003), à la témocilline (p<0,001) et plus résistantes à la tétracycline 

(p=0,001).   

 

 

Figure 54. Évolution des concentrations de E. coli BLSE (exprimées en log10 de UFC par 100 mL) détectées dans 

chacun des 4 points de prélèvements de la ville de Saint-Denis entre Janvier 2018 et Février 2019. 

EcBLSE : E. coli BLSE ; B : Barachois ; VH : Vallon-Hoarau ; ES : entrée de STEP ; SS : sortie de STEP.  

 

On note des concentrations en E. coli BLSE relativement stables au cours de l’année pour les points de 

prélèvements des égouts (Barachois et Vallon-Hoarau) et de l’entrée de la STEP de Saint-Denis (Figure 

54). Par contre, il existe de plus grosses variations au niveau de la sortie de la STEP avec un fort 

relargage de E. coli BLSE quand la station est saturée en eaux au début de l’année (fortes précipitations 

et cyclone en 2018, alors qu’il y a eu moins de précipitations sur la même période en 2019). La station 

d’épuration avait sur la période Janvier 2018 – Février 2019 un rapport d’élimination moyen des E. coli 

totaux de 3.105 et des E. coli BLSE de 5.104.  
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Figure 55. Rapport (exprimé en ‰) entre les concentrations de E. coli BLSE et les E. coli totaux détectées dans 

les 4 différents points de prélèvements de la ville de Saint-Denis sur la période Janvier 2018 - Février 2019. 
EcBLSE : E. coli BLSE ; Ectotaux : E. coli totaux ; B : Barachois ; VH : Vallon-Hoarau ; ES : entrée de STEP ; SS : sortie 
de STEP. 

 

Nous avons comparé les points de refoulement du Barachois (effluents hospitaliers) et le point de 

refoulement de Vallon-Hoarau (effluents communautaires). Il y avait plus de E. coli BLSE dans les 

effluents hospitaliers que dans les effluents communautaires de manière statistiquement significative 

(test U de Mann-Whitney ; p=0,015) (Figure 55). Par contre, aucune différence significative n’a été 

observée entre entrée et sortie de station d’épuration (test des rangs signés de Wilcoxon ; p=0,11). 
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Tableau 9. Synthèse des isolats d’EPC détectés dans les prélèvements d’eaux usées de Saint-Denis sur la 

période Janvier 2018 - Février 2019. 

Espèces d’EPC 
PR 

Barachois 

PR Vallon 

Hoarau 

Entrée STEP 

Grand Prado 

Sortie STEP 

Grand Prado 
Total 

E. coli 
3 1 2 3 9 

Klebsiella sp. / 

Raoultella sp. 
30 0 28 10 68 

Citrobacter sp. 19 0 22 1 42 

Enterobacter sp. 9 0 4 0 13 

Serratia 

marcescens 
1 0 0 0 1 

Total 62 1 56 14 133 

 

On note que 62 des 63 souches détectées dans les égouts de Saint-Denis (98,4%) proviennent 

d’effluents d’origine hospitalière (Tableau 9). De plus, 14 des 133 souches détectées au total (10,5%) 

ont été détectées en sortie de STEP, et donc relarguées directement dans l’océan.  
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La comparaison des 410 isolats de E. coli BLSE recueillis à La Réunion entre 2015 et 2018 nous a permis 

d’établir l’existence d’une sectorisation importante entre le compartiment humain vu dans sa globalité 

(i.e. les souches cliniques et les eaux usées d’origine urbaine), et le compartiment animal (souches 

animales et effluents ruraux). Ces deux populations bactériennes sont ainsi génétiquement 

différentes, tout comme les gènes de résistance blaBLSE et les EGM portants ces gènes (plasmides). Ces 

résultats suggèrent fortement que le compartiment animal ainsi que l’alimentation qui en est issue ne 

sont pas des réservoirs importants de E. coli BLSE pour l’Homme et que la transmission de ces bactéries 

multi-résistantes est essentiellement inter-humaine à La Réunion. En effet, la totalité des viandes 

issues de ces animaux sont consommées sur l’île puisque la production locale est inférieure aux besoins 

de la population réunionnaise. Ce modèle peut être corrélé à celui de pays développés où les 

infrastructures sanitaires mises en place permettent cette faible interaction. Ces patterns sont 

similaires à ceux issus des études majeures publiées récemment sur ce sujet dans d’autres pays 

développés comme le Royaume-Uni, les Pays-Bas ou d’autres pays de niveau socio-économique plus 

faible comme la Thaïlande et le Vietnam (cf. 1ère partie, paragraphes 2.2.3 et 2.2.4). 

Les mesures de santé publique (Plan EcoAntibio 1), qui ont permis de diminuer drastiquement la 

consommation des antibiotiques chez les vétérinaires, sont importantes pour la filière de l’élevage.  

Cependant, celles-ci n’auront probablement qu’un effet limité et étalé dans le temps pour les 

infections à EBLSE humaines. À La Réunion, les mesures de prévention visant à limiter le nombre 

d’infections à EBLSE doivent ainsi prioritairement s’orienter vers (i) la diminution de consommation 

d’antibiotiques, notamment dans le secteur communautaire, chez l’Homme ; et (ii) la limitation des 

transmissions inter-humaines par des mesures d’hygiène individuelle (péril oro-fécal) et collective dans 

les ES et EMS pour réduire les transmissions croisées entre les patients.  

Une des limites de notre étude est de ne pas avoir exploré la filière alimentaire. Cependant, la totalité 

de la production locale est consommée sur place. Il faut néanmoins noter que les viandes 

d’importation n’ont pas été explorées. De plus, la plupart des études ayant comparé les populations 

de E. coli BLSE chez les animaux de rente et dans la filière alimentaire ont abouti à des populations très 

similaires ; et les dernières études basées sur le WGS sur ce sujet ont également abouti à une faible 

contribution de ce secteur vis-à-vis des EBLSE chez l’Homme (289,304). La Réunion a encore une fois 

ses particularités dans ce domaine. En effet, ce DOM n’est pas du tout auto-suffisant en termes 

d’approvisionnement en denrées alimentaires et notamment en viandes, poissons et crustacés. Il 

existe des filières locales d’approvisionnement directement liées à l’Asie qu’il serait important 

d’investiguer avec nos collègues vétérinaires. Enfin, si nous avons exclu tous les patients et animaux 

d’origine externe, les très nombreux échanges de populations dans la zone ne permettent pas de 

considérer La Réunion comme un système complètement fermé. La part des souches de EBLSE 
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importées via ces voyageurs, bien que difficilement quantifiable, joue probablement un rôle de 

maintien dans ces populations bactériennes, comme en atteste certaines particularités 

épidémiologiques objectivées (clone E. coli ST131-H41-M27).  

Concernant les données supplémentaires présentées sur les pourcentages de souches de E. coli BLSE 

non-sensibles à chaque antibiotique, les schémas de résistance étaient globalement très proches pour 

les isolats humains et ceux des eaux usées, alors que les isolats animaux étaient plus sensibles aux 

antibiotiques les plus utilisés en médecine humaine et plus résistants à la tétracycline, majoritairement 

utilisés chez l’animal (Figure 53). Cette partition phénotypique va également dans le sens de cette 

sectorisation Homme/eaux usées urbaines et animal/effluents ruraux. Tous les isolats restent 

largement sensibles à la fosfomycine (<2%), à l'ertapénème et à l'amikacine (<5%) qui constituent 

aujourd’hui de bonnes alternatives thérapeutiques en cas d’infection. Concernant les données 

supplémentaires sur les effluents urbains de Saint-Denis, on note l’influence du climat tropical sur les 

rejets de E. coli BLSE de la STEP avec une saturation due aux fortes précipitations (cyclones) pendant 

le début de l’année (été austral) et un fonctionnement optimal de la station en saison sèche (juin, 

juillet, août) correspondant à l’hiver austral. On notera également que les effluents hospitaliers étaient 

significativement plus chargés en E. coli BLSE que les effluents communautaires. Enfin, la détection de 

133 souches d’EPC dans les eaux usées des égouts est à la fois inquiétante et informative. En effet, a 

contrario des E. coli BLSE, une seule souche d’EPC a été détectée dans les effluents d’origine 

communautaire (Vallon Hoarau). Ces résultats suggèrent des portages digestifs d’EPC non détectés 

dans la population hospitalière de Saint-Denis. On notera que des EPC sont également retrouvées en 

sortie de STEP et rejetées dans l’océan.   
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3.2 Épidémiologie des EPC à La Réunion sur la période 2010-2016 : un reflet 

des EPC circulant dans la zone du Sud-Ouest de l’Océan Indien ? 

 

En 2017, l’épidémiologie microbienne des EPC à La Réunion était peu documentée et aucune revue 

basée sur une collection de ces isolats n’avait été réalisée. En effet, si le CPIAS/FELIN tentait de 

recenser l’ensemble des cas d’EPC d’un point de vue épidémiologique, aucune collection rassemblant 

ces isolats n’était réalisée par un laboratoire « référent » sur l’île. Les isolats étaient également 

envoyés de manière non exhaustive au CNR des EPC à Bicêtre. De plus, si le gène blaNDM semblait 

prédominant, nous ne savions pas s’il existait un lien épidémiologique entre ces isolats et la part exacte 

des souches d’importation via soit les EVASAN, soit les déplacements de populations.  

Nous avons ainsi entrepris de réaliser une étude rétrospective de l’ensemble des isolats d’EPC détectés 

sur l’île entre 2011 et 2016 en se basant sur le réseau de laboratoire de l’île et des biothèques réalisées 

dans ces différents établissements. Nous avons secondairement croisé ces informations avec les cas 

recensés par le CPIAS/FELIN. Nous avons également investigué l’histoire clinique de chaque cas détecté 

pour savoir si le patient avait récemment voyagé pour étiqueter chaque cas en tant que cas « importé » 

ou cas « autochtone ». 

Les objectifs de cette étude étaient de (i) établir la réelle proportion des isolats d’EPC en lien avec 

l’étranger à La Réunion, c’est-à-dire les isolats des cas importés mais également les isolats issus de 

transmissions croisées entre cas importés et patients réunionnais n’ayant pas voyagés ; et (ii) 

déterminer les caractéristiques de la population des isolats d’EPC sans aucun lien retrouvé avec 

l’étranger (ni voyage à l’étranger, ni lien épidémiologique avec un cas importé). L’hypothèse formulée 

était que si la proportion des isolas d’EPC ayant un lien avec l’étranger était importante, et puisque La 

Réunion (et son CHU) est un carrefour migratoire dans la zone, alors cette île pouvait être considérée 

comme un « observatoire » de l’ensemble des EPC circulant dans la zone SOOI. 
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Background: The spread of carbapenemase-producing Enterobacteriaceae (CPE) in the Southwest Indian Ocean
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carbapenemases and ESBL by PCR and sequencing, and explored their genetic relationship using pulsed-field gel
electrophoresis and multi-locus sequence typing.
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blaIMP-10 (4.8%). Autochtonous CPE cases (30.2%) harboured CPE isolates belonging to a polyclonal population.
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Background

The increasing spread of carbapenemase-producing En-

terobacteriaceae (CPE) has been witnessed worldwide over
the last decade [1–3]. Therapy of infections caused by
these extensively drug-resistant bacteria (XDRB) is limited
to few options and associated with an increased morbidity
and mortality in comparison with those caused by
carbapenem-susceptible strains [4–7]. The large popula-
tion flows from Southern Africa and Indian sub-continent
to the Indian Ocean islands can contribute to the dissem-
ination of XDRB in Reunion Island, a French Overseas
Territory located close to Madagascar [8, 9]. Hence, the
first two CPE isolates detected in Reunion Island were de-
scribed in 2011 as NDM-1-producing Klebsiella pneumo-

niae and Salmonella enterica subsp. enterica (serotype
Enteritidis) retrieved from patients previously hospitalized
in Mauritius and India, respectively [10]. Likewise, the first
OXA-48-like-producing CPE was an OXA-232 produced
by Escherichia coli found in 2012 in a Mauritian patient
who travelled to India [11]. Spread and epidemiology of
CPEs have been previously described in Southern Africa,
Arabian peninsula and Indian sub-continent [12–18].
However, these CPEs data in the Southwest Indian Ocean
area (consisting of Madagascar, Mayotte and Reunion
islands, Mauritius, Comoros and Seychelles archipelagos)
are poorly known. Albeit in 2015, 0.04% of E. coli, 0.19%
of K. pneumoniae, and 0.48% of Enterobacter cloacae iso-
lates were non-susceptible to imipenem in the diagnostic
samples in the health care facilities of Reunion Island [19].
Reunion Island has a population of 850,000 inhabitants

and has the same health care level as in mainland France.
The University Hospital of Reunion Island (UHRI) is the
reference hospital in the Southwest Indian Ocean area
(SIOA) for the French overseas people but also for the re-
gion inhabitants who need specialized care. The Reunion
Island, which connects Europe and the SIOA (with five
daily flights), could provide the French mainland territory
with NDM-carbapenemase producers [20, 21].
Here we report the results of a CPE surveillance pro-

gram in Reunion Island. The aim of this study was to in-
vestigate the CPE spread in Reunion Island between
2011 and 2016 by characterizing the most prevalent re-
sistance determinants and the clonal spread of these
XDRB, especially for Reunionese people who have never
travelled abroad.

Methods

Definitions

We defined a CPE case as a non-redundant patient in-
fected or colonized with a CPE, i.e. a patient who was
not previously known as a CPE carrier in one of the la-
boratories of the surveillance network. An episode of
cross-transmission gathered spatiotemporally linked
CPE cases (including those sharing the same healthcare

workers) who shared a CPE with the same pulsotype
(see below). The grouped-cases by episode were defined
as the number of cases for an episode of probable cross-
transmission i.e. the index case and all the secondary
cases. We selected carbapenemase-producers from
EUCAST criteria [22]: non-susceptibility to ertapenem
(Minimum Inhibitory Concentration, MIC > 0.5 mg/L)
and/or to imipenem (MIC > 2mg/L).

Study design

Since 2008, the regional antimicrobial resistance surveil-
lance system of Reunion Island collects the microbio-
logical tests performed in six laboratories: two private
laboratory groups and four laboratories from public hos-
pitals. These four public hospitals include one bi-site
University Hospital (with Northern and Southern sites)
and two (Western and Eastern) departmental hospitals
with a total about 2500 beds and 250,000 hospital ad-
missions per year. This surveillance system is coordi-
nated by the Federation for Nosocomial Infection
Control of Reunion Island (French acronym: FELIN
Réunion). The representativeness of this network is esti-
mated to be > 90% of complete-hospitalization days in
Reunion Island and 100% of MSO (Medicine Surgery
Obstetrical) hospitalizations. In this surveillance system,
patients coming from or with a link with a foreign coun-
try or Mayotte were systematically screened for multi
drug-resistant (MDR) or XDR bacteria by rectal swab
within 24 h of admission. In addition, intensive care
units (ICUs) and burn units of the UHRI systematically
screened patients at their entry and weekly thereafter.
Strict contact precautions were maintained when a CPE
was identified in the screening sample, and contact pa-
tients were identified. Hospitalized contact patients were
screened by rectal swabbing for CPE carriage and sub-
jected to contact precautions.
We performed a multicentre retrospective review of all

consecutive isolates identified and reported as CPE pro-
ducer by the Federation for Nosocomial Infection Con-
trol of Reunion Island surveillance system between
January 2011 and December 2016.

Patient clinical data

Demographics and clinical data were collected from CPE
cases: age, gender, date of admission, date of first positive
culture, ward, CPE species, anatomical site of isolation,
reason for hospitalization, and comorbidities. A patient
was considered as exposed to antimicrobial if he had re-
ceived an antimicrobial treatment within the 3 months be-
fore CPE isolation. The link with a foreign country was
defined as a residence, stay or hospitalization abroad (in-
cluding Mayotte Island) in the year before the
hospitalization in Reunion Island. Mainland France was
not considered as a foreign country. We retrospectively
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followed the CPE patients for a maximum of 30 days after
the date of the first positive CPE culture to determine all-
cause and deaths attributable to CPE infection.

Bacterial isolates and antimicrobial susceptibility testing

Bacterial species were identified using MALDI-TOF
mass spectrometry (Microflex, Bruker Daltonics, Breme,
Germany) according to the manufacturer’s recommen-
dations. We evaluated for each isolate the susceptibility
to six relevant antimicrobials, which represent the latest
therapeutic alternatives. MICs of ertapenem, imipenem,
meropenem, tigecycline and fosfomycin were deter-
mined using gradient strips (Etest, bioMérieux, Marcy
l’Étoile, France). MICs of colistin were determined by
broth microdilution method using UMIC colistin kit
(Biocentric, Bandol, France). All MICs were interpreted
following the 2019 EUCAST recommendations [22]. Iso-
lates with intrinsic resistance to one of the six antimicro-
bials were excluded from the calculation of the non-
susceptibility rate of the corresponding antimicrobial.

ESBL and carbapenemase identification

Genes encoding ESBLs were identified by PCR and se-
quencing as previously described [23]. We screened all
samples with consensus primers targeting blaCTX −M,
blaSHV, and blaTEM genes. All isolates were evaluated for
carbapenemase production by using CARBA-NP test
(bioMérieux, La Balme-les-Grottes, France) and GeneX-
pert system (Cepheid, Sunnyvale, USA) that targets
blaKPC, blaNDM, blaIMP, blaVIM, and blaOXA-48-like genes
[24, 25]. The presence of carbapenemase-encoding genes
(blaKPC, blaNDM, blaVIM, blaIMP, blaOXA-48-like, and
blaIMI) was further confirmed by PCR and sequencing
for all isolates by the French Associated National Refer-
ence Centre for Antibiotic Resistance (FANRCAR, [26]).
The mcr genes were PCR screened by the FANRCAR in
colistin-resistant isolates.

Molecular genotyping

Pulsed field gel electrophoresis (PFGE) analysis

E. coli, K. pneumoniae, E. cloacae, Citrobacter freundii,

and Serratia marcescens isolates were first genotyped by
PFGE using XbaI (Roche Diagnostics, Meylan, France)
as previously described [27]. The Bionumerics software
(Applied Math, Kortrijk, Belgium) created a DNA simili-
tude matrix based on calculating the Dice profile for
pairwise comparison of strains. The dendrogram was
built by using the UPGMA (Unweighted Pair Group

using Arithmetic Averages) hierarchical algorithm. Pulso-
types were defined according to international recom-
mendations [28]. We applied the threshold of 75% to
define the same pulsotype. A PFGE pattern represented
by one isolate was called ‘single pulsotype’, while a PFGE
pattern shared by ≥2 isolates from several patients was

called ‘major pulsotype’. The pulsotypes of all the iso-
lates of the present collection have been determined in
the same laboratory, between May and July 2017.

Multi-locus sequence typing (MLST) analysis

MLST of E. coli, K. pneumoniae, E. cloacae and C. freun-

dii isolates was performed as described elsewhere [29–
31]. Hitherto, no MLST scheme exists for S. marcescens.
Nucleotide sequences were obtained by Sanger sequen-
cing using Applied Biosystems 3500 Genetic Analyser
and Sequencing Analysis software 6. Sequence types
(STs) were assigned using the MLST databases of the
Warwick Medical School for E. coli (http://mlst.warwick.
ac.uk/mlst/dbs/Ecoli) and of the Institut Pasteur for the
other species (http://bigsdb.pasteur.fr/). We defined as a
cluster, the isolates sharing the same ST.

Statistical analysis

Poisson regression analysis was used to determine statis-
tical significance of the time trend in CPE incidence.
The chosen significance threshold was 0.05.

Results

Demographics and clinical characteristics of CPE cases

We identified 53 CPE cases in Reunion Island between
2011 and 2016 and observed a dramatic increase over
the study period with only one case in 2011 vs. 21 cases
in 2016 (Fig. 1). For instance, in the North site of the
University Hospital, one CPE was retrieved out of 4147
rectal screenings in 2011 (0.02%) vs. 21 CPE retrieved
out of 5063 rectal screenings in 2016 (0.41%). Time
trend in CPE incidence was explored using Poisson re-
gression analysis and the CPE incidence rate (total num-
ber of CPE cases detected each year) increased
significantly on average by 62% per year over the 2011–
2016 period (IRR = 1.62; p < 0.001). Analysis of clinical
data showed that 22 CPE cases (41.5%) had not travelled
abroad and that 31 (58.5%) of CPE cases had travelled
abroad. Among them, 16 cases (51.6%) had an East ori-
gin (i.e. a link with Mauritius or Seychelles islands) and
15 cases (48.4%) a West origin (i.e. a link with
Madagascar, Mayotte, or Comoros islands). Mauritius
was the most frequent source with 11 CPE cases repre-
senting 35.5% of CPE cases who had travelled abroad
(20.8% of all CPE cases), followed by Mayotte/Comoros
(9 cases, 29%), and Madagascar (6 cases, 19.4%). Over
the last 5 years, the proportion of CPE patients who had
travelled abroad accounted for 50% in 2012; 33.3% in
2013; 60% in 2014; 56.3% in 2015 and 66.7% in 2016
(Fig. 1).
Table 1 summarizes demographics and clinical data of

CPE patients. Male patients accounted for 69.8% of cases
and median age was 52. CPE patients were mainly hospi-
talized in medical ward (50.9%) and ICU (35.9%).
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Medical evacuation accounted for almost half of all CPE
cases (47.2%). The most frequent sites of isolation were
the gut flora (73.1%), urine (13.4%), and blood (6%).
Treatment data were available for 51 CPE-positive pa-
tients. Twelve patients (23.5%) were treated with carba-
penems within the 3 months before the CPE detection.
Most of the cases (84.9%; n = 45) were colonized with
CPE and 15.1% (n = 8) were infected with CPE. Of the
15 deaths in the cohort, four were attributable to CPE (3
bacteraemias and 1 pulmonary infection). Of the 8 CPE
infections, 3 (37.5%) resulted in the death of the infected
patients. These 3 deaths were associated with
bacteremia. Seven CPE cases (13.2%) resulted from four
episodes of cross-transmission that occurred in two
medical wards (ICU and burn units).

Carbapenemase-producing Enterobacteriaceae (CPE)

We identified 61 CPEs in 53 patients: 47 patients with
one CPE, four patients with two CPEs and two patients
with three CPEs. One CPE was detected in 2011 (1.6%),
five in 2012 (8.2%), six in 2013 (9.8%), six in 2014 (9.8%),
18 in 2015 (29.5%), and 25 in 2016 (41%). The three
main species involved were K. pneumoniae (n = 26;
42.6%), E. coli (n = 13; 21.3%), and E. cloacae (n = 9;
14.8%) (Table 2). Over the 6 years of the study, blaNDM

was the most frequent and represented 79.4% of the car-
bapenemases, followed by blaIMI (11.1%), and blaIMP-10

(4.8%). The most common blaNDM genes were blaNDM-1

(n = 42; 84%) and blaNDM-5 (n = 5; 10%). blaNDM-4,
blaNDM-6 and blaNDM-7 genes were detected in one iso-
late each. blaIMI-1 gene accounted for 85.7% of blaIMI

group (six out of seven isolates) and always in E. cloacae.
One Enterobacter asburiae isolate harboured blaIMI-13

gene. The three isolates that harboured blaIMP-10 gene
were of S. marcescens. Half of the CPE isolates (52.5%)

also harboured an ESBL-encoding gene with blaCTX-M-15

being the most common. blaCTX-M-15 was found in
80.8% of the K. pneumoniae CPE isolates, 46.2% of E.

coli CPE isolates and 16.7% of C. freundii CPE isolates.
blaSHV-12 was also detected in two E. coli isolates (data
not shown).

Antimicrobial susceptibility testing

Table 3 reports the antimicrobial susceptibilities of the
CPE isolates. Overall, 92, 75, and 71% of CPE isolates
were not susceptible to ertapenem, meropenem, and
imipenem, respectively. We reported 33, 23, and 18% of
CPE isolates non-susceptible to tigecycline, fosfomycin,
and colistin, respectively. NDM producers were more
frequently non-susceptible to meropenem (84%) than to
imipenem (66%). All isolates (n = 7) that harboured
blaIMI gene were resistant to colistin. The three isolates
harbouring blaIMP-10 were all resistant to the six antimi-
crobials tested.

Molecular genotyping

PFGE analysis of the 26 K. pneumoniae isolates retrieved
one cluster and three major pulsotypes: Cluster A in-
cluding four ST2193 isolates, pulsotype B including two
ST147 isolates, pulsotype C including four ST17 isolates,
and pulsotype D including three ST1562 isolates. These
13 isolates harboured both blaNDM-1 and blaCTX-M-15;
the isolate KP16 (cluster A) co-expressed blaNDM-1,
blaOXA-181, and blaCTX-M-15 (Fig. 2). The patients who
shared the pulsotypes B and D were hospitalized in the
burn unit and those sharing the pulsotype C were hospi-
talized in the ICU of the Northern University Hospital.
The four patients with the K. pneumoniae ST2193 (clus-
ter A) came from Mauritius. All E. coli isolates displayed
different pulsotypes (Fig. 2). Eight STs were identified,

Fig. 1 Number of patients with carbapenemase-producing Enterobacteriaceae (CPE) detected between 2011 and 2016 in Reunion Island (France).
The number of CPE cases linked and not with a foreign country is represented by the black and grey bars, respectively. The upward trends in the
‘total’ [p < 0.001], ‘linked with a foreign country’ [p < 0.001]’ and ‘not linked with a foreign country’ [p = 0.006]’ CPE incidence rates (case per
patient-days) were significant
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with seven isolates belonging to the clonal complex
CC10 (ST167, n = 5; ST10, n = 2). These isolates har-
boured blaNDM-1 (n = 1), blaNDM-4 (n = 1), blaNDM-5 (n =

3), and blaNDM-6 (n = 1) and blaOXA-181 (n = 1) genes.
The nine carbapenemase-producing E. cloacae isolates
clustered in two major pulsotypes. The pulsotype E (two
ST106 isolates with blaNDM-1) was shared by two pa-
tients from the burn unit of Northern University Hos-
pital, while the pulsotype F (six ST820 isolates
harbouring blaIMI-1) came from patients previously hos-
pitalized in Mayotte Island. The six blaNDM-1 C. freundii

isolates had unique pulsotypes. In contrast, the three S.

marcescens isolates belonged to the same pulsotype G,
harboured blaIMP-10, and came from three patients pre-
viously hospitalized in the same private clinic in
Mauritius.
We found six episodes of cross-transmission. Two of

them (E. cloacae ST820 – pulsotype F, and S. marcescens

pulsotype G) gathered patients from the same origin
(Mayotte/Comoros and Mauritius, respectively). The
other four episodes of cross-transmission of CPE oc-
curred in the Northern University Hospital. The K.

pneumoniae ST147 (blaNDM-1; pulsotype B) was shared
by two patients with no history of travel abroad. K.

pneumoniae ST17 (blaNDM-1; pulsotype C) has been pos-
sibly transmitted in ICU from a patient who had trav-
elled in Madagascar (KP1) to three patients who had
stayed in Reunion Island (KP2, KP6, KP8). Likewise, K.
pneumoniae ST1562 (blaNDM-1; pulsotype D) have been
possibly transmitted in the burn unit from a
Madagascar-linked patient (KP4) to two patients who
had stayed in Reunion Island (KP5, KP26). However, the
low percentage of similarity of these three isolates (~
75%) made it difficult to draw firm conclusions and
could suggest an indirect transmission. Similarly, E. clo-
acae ST106 (blaNDM-1; pulsotype E) has been transmit-
ted in the burn unit from a Mayotte-related patient
(Eclo2) to one patient with no history of travel abroad.
Overall, we found that 16 out of the 53 CPE cases in
Reunion Island were not - directly or indirectly - linked
to a foreign country. Since we could have missed less
obvious links between CPE carriers and foreign coun-
tries, we can consider that a maximum of 30.2% of CPE
cases in the Reunion island were autochtonous. In con-
trast, 37 patients (69.8%) were linked to a foreign coun-
try, directly (n = 31; with a history of travel abroad) or
indirectly (n = 6; through the contact with a CPE patient
who had travelled abroad).

Discussion

The global emergence of CPEs is a growing concern and
data from the Southern Indian Ocean area are scarce. Here
we report the first epidemiological and genotyping analysis
of CPEs in an island of this area over a six-year period.
Our study reports an increasing number of CPE cases

from 2011 to 2016, in line with the results of surveil-
lance conducted by Santé Publique France institute in

Table 1 Demographic and clinical data of patients with
carbapenemase-producing Enterobacteriaceae (2011–2016,
Reunion Island, France). a Patients can report multiple isolate
sites for each detected CPE. Six patients harboured the same
CPE in two isolate sites

Demographics Number (%) of cases

Gender (n = 53)

Male 37 (69.8)

Female 16 (30.2)

Age (n = 53)

0–18 9 (17)

19–64 28 (52.8)

≥ 65 16 (30.2)

median age 52

Comorbidities (n = 53)

high blood pressure 12 (22.6)

cancer 10 (18.9)

diabetes mellitus 8 (15.1)

obesity 6 (11.3)

ischemic heart disease 5 (9.4)

chronic obstructive pulmonary disease 5 (9.4)

liver cirrhosis 2 (3.8)

Hospital ward (n = 53)

medical 27 (50.9)

ICU 19 (35.9)

surgical 5 (9.4)

other 2 (3.8)

medical evacuation 25 (47.2)

Isolate site (n = 67)a

rectal swab / stool 49 (73.1)

urine 9 (13.4)

blood 4 (6)

sputum 3 (4.5)

skin / soft tissue 2 (3)

Exposure to carbapenems (n = 51)

imipenem 9 (17.6)

meropenem 3 (5.9)

no exposure 39 (76.5)

Infections / Colonizations (n = 53)

infection 8 (15.1)

colonization 45 (84.9)

Cross-transmission (n = 53)

yes 7 (13.2)

no 46 (86.8)
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France [32]. Among the French regions, Reunion Island
has the fourth highest CPE incidence with 3.8 episodes
per 100,000 inhabitants over the period 2004–2015 [32].
The origin of CPE carriers differs between Reunion Is-
land and mainland France. Hence, the proportion of
CPE cases in mainland France who had travelled abroad
was 47% over the period 2004–2015 and decreased over-
time. This proportion is higher in the Reunion Island,
with 58.5% (31/53) of the CPE cases between 2011 and
2016 who had travelled abroad. This difference most
probably results from the growing population flows be-
tween the Indian Ocean islands, and the increasing
number of medical evacuations towards Reunion Island
(125 in 2011 vs. 300 in 2016). Patients repatriated from
Mauritius likely had the highest rate of CPE carriage.

While this country provides 5% of the medical evacua-
tions, 35.5% (11/31) of CPE cases in Reunion Island with
an external origin came from Mauritius (20.8% of all
CPE cases).
CPE patients with no history of travel abroad repre-

sented 41.5% (n = 22) of the CPE cases. Genotyping ana-
lysis suggested three episodes of cross-transmissions in
the UHRI of isolates recovered from patients who had
travelled abroad. Overall, only 30.2% of all CPE cases
(n = 16) had no direct or indirect (i.e. via a cross-
transmission) link with a foreign country. This propor-
tion of cases unrelated abroad is low compared to
French national data over the same period (53%). This
result is probably linked to the more recent introduction
of CPEs on Reunion Island (2011 vs. 2004 in mainland

Table 2 Distribution of 61 CPE isolates harbouring 63 carbapenemase-encoding genes (2011–2016, Reunion Island, France). a Two
isolates harboured two carbapenemase-encoding genes: one K. pneumoniae isolate harboured blaNDM-1 and blaOXA-181, and one E.

coli isolate harboured blaNDM-1 and blaVIM-2

Species Type of carbapenemase-encoding genesa

blaNDM blaOXA blaIMI blaIMP blaVIM Total

blaNDM-1 blaNDM-4 blaNDM-5 blaNDM-6 blaNDM-7 blaOXA-181 blaIMI-1 blaIMI-13 blaIMP-10 blaVIM-2

K. pneumoniae 24 1 1 1a 27

E. coli 6 1 4 1 1 1a 14

E. cloacae 3 6 9

C. freundii 6 6

S. marcescens 3 3

E. asburiae 1 1

E. kobei 1 1

P. mirabilis 1 1

S. enterica subsp. enterica 1 1

Total 42 1 5 1 1 2 6 1 3 1 63

Table 3 Antimicrobial susceptibilities of the 61 CPE isolates (2011–2016, Reunion Island, France). a Two isolates harboured two
carbapenemase-encoding genes: one K. pneumoniae isolate harboured blaNDM-1 and blaOXA-181, and one E. coli isolate harboured
blaNDM-1 and blaVIM-2.

b The clinical breakpoints for imipenem (0.125–4) were used to determine the susceptibility of the isolate of P.
mirabilis. c Because of the intrinsic resistance of the P. mirabilis species to tigecycline, one isolate of P. mirabilis harbouring blaNDM-1

was excluded for the calculation of non-susceptibility rate of tigecycline. The PK/PD clinical breakpoints for tigecycline (EUCAST
2019; 0.5–0.5) were used to determine the susceptibility of other isolates than E. coli. d Because of the intrinsic resistance of the S.

marcescens and P. mirabilis species to colistin, one isolate of P.mirabilis harbouring blaNDM-1 and 3 isolates of S.marcescens harbored
blaIMP-10 were excluded for the calculation of non-susceptibility rate of colistin (N.D.: not determined)

Antimicrobials Carbapenemase-encoding genes
(% of non-susceptible isolates)

MIC Range
(mg/L)

MIC50
(mg/L)

MIC90
(mg/L)

blaNDM
a blaIMI blaIMP-10 blaOXA-181 Total Min. Max.

(n = 50) (n = 7) (n = 3) (n = 1) (n = 61)

Ertapenem 96 71.4 100 0 91.8 0.25 32 8 32

Imipenem 66b 100 100 0 70.5b 0.5 32 6 32

Meropenem 84 14.3 100 0 75.4 1 32 6 32

Tigecycline 34.7c 14.3 100 0 33.3c 0.032 24 0.38 6

Colistin 6.1d 100 NDd 0 17.5d 0.06 64 0.25 32

Fosfomycin 22 0 100 0 23 0.125 1024 12 128
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Fig. 2 (See legend on next page.)
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France) and also highlights the strong import pressure
to which this French Overseas Territory is subjected.
The most prevalent resistance mechanism was blaNDM

(79.4%). This epidemiology is radically different from that
in mainland France (dominated by blaOXA-48-like) and re-
flects the connection between Reunion Island and Indian
sub-continent mainly via Mauritius and Seychelles islands.
Spread of blaNDM in Southern Africa is more complex.
NDM-1 carbapenemase was successively described in
Kenya and South Africa in 2011, in Tanzania in 2014, and
in Madagascar in 2015 [12, 13, 33, 34]. However, tracking
blaNDM dissemination is difficult because Indian popula-
tion travel in all these countries directly or via the Indian
Ocean islands. Reunion Island has already provided
France with NDM producers over the last decade [32] but
can become the predominant gateway with the spread of
NDM producers in the SIOA. For example, Reunion Is-
land was the second largest supplier of NDM producers in
France in the period 2004–2015 (28 isolates for just 850,
000 inhabitants), tied with the Provence-Alpes-Côte
d’Azur region (28 isolates, 5.1 million inhabitants) and be-
hind the Ile de France region (164 isolates, 12.2 million in-
habitants) [32]. The second resistance mechanism was
blaIMI (11.1%). The proportion of IMI carbapenemase is
ten times higher in Reunion than in mainland France [35].
This high prevalence is due to an on-going outbreak of
IMI-1 E. cloacae in Mayotte Island [36]. The third most
prevalent resistance mechanism was blaIMP-10 (4.8%), har-
boured by a S. marcescens isolates. This proportion is also
higher than that reported in mainland France (0.2%) and
is presumably due to a nosocomial transmission in a
Mauritian clinic [35].
The global rate of resistance to colistin (17.5%) was

higher than that reported in the 2016 French National
survey (6.8% in CPE) [35]. This high rate was probably
due to the chromosomally encoded hetero-resistance to
colistin and depending on the PhoP/PhoQ two compo-
nent regulatory system of the IMI-1 E. cloacae strains
(cluster XI) which accounted for 9.8% of the isolates
[37]. The rate of resistance to colistin in NDM pro-
ducers (that included isolates of intrinsically resistant
Proteus sp. or Serratia sp.) was similar to national data
(8.0% vs. 8.4%). No isolate harboured mcr plasmid-
mediated resistance genes. The emergence of IMP-10 S.
marcescens is of concern because the three isolates re-
covered were non-susceptible to all antimicrobials com-
monly used to treat CPE infections (Table 3).

Genotypic data (PFGE and MLST) identified 25 CPEs
isolated from patients with no history of travel abroad.
PFGE analysis suggested that six of them (24%) acquired a
CPE isolate from a patient who had travelled abroad (Fig.
2). However, the low percentage of similarity of some iso-
lates (~ 75% for pulsotype D or F) does not allow to assert
this transmission with certainty and constitutes a limita-
tion of our study. The high diversity of the genetic back-
ground of the CPE isolated from patients with no direct
or indirect link with a foreign country suggests multiple
transfers of blaNDM among local isolates of Reunion Is-
land. On the other hand, K. pneumoniae ST147 and E. coli

ST167 have already been shown to harbour blaNDM and
could participate in clonal dissemination of this carbape-
nemase family [38, 39].

Conclusions

About two-thirds of the patients and the isolates col-
lected in Reunion Island were linked with a foreign
country. Therefore, we can reasonably think that the
present collection mirrors the epidemiology of CPE of
the Indian Ocean area. Besides, most CPE isolates with
no link with a foreign country are not clonally related,
demonstrating the local spread of carbapenemase-
encoding genes (i.e. blaNDM) in a polyclonal bacterial
population.
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Données supplémentaires : 

 

 

Figure 56. Évolution des cas d’EPC détectés sur l’île de la Réunion entre 2010 et 2020 et nombre d’EVASAN au 
CHU de La Réunion sur la même période.  

 

Outre l’augmentation déjà décrite dans l’article entre 2011 et 2016, on note également une forte 

augmentation des cas en 2017-2018-2019 (Figure 56). Cette hausse est due d’une part à un nombre 

plus élevé de cas importés mais également liée à une augmentation significative des cas d’EPC au CHU 

Sud (2016, n=4 ; 2017, n=13 ; 2018, n=26 ; 2019, n=27 ; 2020, n=13) sur la période. Il existait une sur-

représentation des C. freundii au CHU Sud sur cette période correspondant à une épidémie polyclonale 

en cours d’investigation. Enfin, si cette comparaison n’est pas tout à fait exacte puisqu’elle compare 

les EPC de l’ensemble de l’île, aux EVASAN du CHU de la Réunion, on note une corrélation relativement 

bonne entre nombre de cas d’EPC et nombre d’EVASAN.   
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Figure 57a. Évolution des cas d’EPC d’origine externe détectés sur l’île de la Réunion entre 2011 et 2020 en 
fonction de l’origine géographique des patients (île ou groupements d’îles géographiquement proches).  

 

 

Figure 57b. Évolution des cas d’EPC d’origine externe détectés sur l’île de la Réunion entre 2011 et 2020 en 
fonction de l’origine géographique des patients (flux Ouest ou flux Est). 
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Pour chacun des 2 graphiques, la courbe rouge correspond à l’évolution de nombre total de cas d’EPC d’origine 
externe. Pour la Figure 57b, le flux Ouest correspond aux îles de Maurice, des Seychelles ou aux patients arrivant 

directement d’Inde. Le flux Est correspondant aux Comores (avec Mayotte) et Madagascar. 

 

On note une augmentation des cas liés aux Comores/Mayotte sur la période 2016-2019 qui ont 

progressivement supplanté les cas originaires de Maurice/Seychelles/Inde (Figure 57a). Si le nombre 

de cas originaire de l’Ouest et de l’Est étaient analogues jusqu’en 2016, on note que les cas originaires 

de l’Est ont ensuite largement supplantés ceux originaires de l’Ouest (Figure 57b). Il faut toutefois 

noter que, dans la forte augmentation du nombre de cas originaires de l’Est en 2019, une part non 

négligeable est liée à l’augmentation des cas liés à Madagascar.  
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Cette étude a permis de déterminer que les cas d’EPC importés et les cas autochtones avaient une 

répartition d’environ 60% et 40%, respectivement. Cependant, la comparaison génotypique des 

souches a permis de démontrer que les souches réellement sans lien direct (voyage du patient) ou 

indirect (transmission à partir d’un cas importé), représentaient plutôt 30% des cas d’EPC recensés à 

La Réunion entre 2011 et 2016. On peut ainsi considérer que l’épidémiologie des EPC à La Réunion 

reflète celle des EPC dans la zone. De plus, l’île Maurice représentait le 1er territoire pourvoyeur d’EPC, 

malgré le fait que seuls 5% des EVASAN provenaient de cette île. Nous avons pu établir que le gène 

blaNDM était très majoritaire (env. 80%) dans cette population d’EPC, confirmant l’influence du sous-

continent Indien sur notre épidémiologie locale. Cette influence doit néanmoins être tempérée par 

l’introduction concomitante des EPC NDM en Afrique australe (Afrique du Sud, Kenya, Tanzanie), qui 

pourrait également concourir à des cas d’importation. Cette analyse a également mis en exergue 

certaines particularités épidémiologiques comme des souches de S. marcescens IMP-10 (jamais décrite 

dans la littérature et quasi toto-résistantes) et surtout une population clonale de E. cloacae IMI-1. 

Enfin, la population des isolats sans aucun lien direct ou indirect avec l’étranger était génotypiquement 

différente (STs et pulsotypes), suggérant de multiples acquisitions indépendantes mais faisant craindre 

un début de dissémination communautaire à La Réunion. Il existait cependant un nombre conséquent 

d’isolats de E. coli CC10 (ST10-ST167) et de K. pneumoniae ST147 pouvant faire suspecter une 

participation de ces clones, respectivement décrits en Chine et en Inde, à l’importation de ces EPC à La 

Réunion.  

La figure 56 illustre l’évolution plus récente des EPC à La Réunion. L’augmentation du nombre de cas 

d’EPC s’est poursuivie sur le période 2017-2020 et s’est même accrue. On notera que le nombre de cas 

d’EPC est relativement bien corrélé au nombre d’EVASAN au CHU de La Réunion, signant ainsi cette 

forte proportion de souches issues de cas importés. Sur la période 2017-2020, cette proportion de 

patients ayant un lien avec l’étranger se rapprochait de 70%. De plus, la situation était différente entre 

les 2 sites du CHU de la Réunion. Sur le site Nord, prenant en charge le plus d’EVASAN, la proportion 

de des cas importés et de l’ordre de 80%, avec très peu de transmissions croisées secondaires. Sur le 

site Sud, prenant en charge moins d’EVASAN, les cas importés ne représentaient qu’environ 1/3 des 

cas du site, avec une surreprésentation de l’espèce C. freundii. Cette situation fait craindre une 

épidémie au sein du CHU Sud, en lien avec des locaux vétustes avec un nombre limité de sanitaires par 

rapport au nombre de lits. 

La Réunion est ainsi un DOM soumis à une forte pression d’importation en EPC, et les EVASAN sont un 

des canaux par lesquels ces souches parviennent sur ce territoire. S’il parait plus difficile d’agir 

directement sur le portage communautaire de ces EPC, cette étude a permis d’affiner la stratégie de 

lutte contre l’importation et la transmission nosocomiale de ces souches au CHU de La Réunion. Après 



2ème PARTIE : TRAVAIL SCIENTIFIQUE  

189 
 

une réunion de travail avec l’EOH du service d’hygiène hospitalière, il a été décidé un suivi particulier 

des EVASAN de l’île Maurice car les données disponibles suggèrent  une très forte prévalence des EPC 

sur cette île (323). Pour chaque EVASAN de patient précédemment hospitalisé à Maurice, l’EOH vérifie 

que le patient a bien son dépistage le jour de son hospitalisation et sensibilise les équipes au maintien 

des précautions complémentaires contact (PCC) jusqu’à l’obtention d’un résultat négatif des 

dépistages de BMR et de BHRe. À ce dispositif s’est rajouté en 2020 une recherche systématique tri-

sites (gorge, aisselle, rectum) de Candida auris suite à des cas d’importation issus de Maurice. Cette 

étude a ainsi permis d’identifier des profils de patients à risque qui sont aujourd’hui spécifiquement 

suivis. Nous tentons chaque année de mettre à jour ces données afin de suivre l’évolution de cette 

épidémiologie. Ces 3 dernières années, nous avons ainsi noté une inversion de ce flux d’importation 

des EPC, avec un flux Ouest (et notamment originaires de l’archipel des Comores) supérieur au flux Est 

des îles plus liées à l’Inde (Seychelles, Maurice) avec notamment de nombreuses souches d’E. coli 

NDM-5 et OXA-181 ou cumulant ces 2 mécanismes.   



2ème PARTIE : TRAVAIL SCIENTIFIQUE  

190 
 

3.3 Épidémie de Enterobacter cloacae producteurs de la carbapénèmase IMI-

1 à Mayotte 

 

Les carbapénèmases de type IMI ont été décrites pour la première fois aux Etats-Unis en 1984, avant 

la première utilisation de l’imipénème dans ce pays. Ces enzymes ont pour caractéristique d’hydrolyser 

fortement l’imipénème et les benzylpénicillines mais pas les C3G, rendant leur détection 

potentiellement difficile selon la méthodologie utilisée. Des souches de E. cloacae IMI-1 ont été 

détectées au CHU de La Réunion à partir d’octobre 2015 chez des patients précédemment hospitalisés 

au CHM. À partir de cette date, l’ensemble des souches de E. cloacae résistantes à l’imipénème au CHU 

de La Réunion ont été criblées pour la production d’une carbapénèmase de type IMI. De plus, une 

alerte relayée par le CPIAS a été transmise au CHM pour tenter d’identifier l’origine de ces isolats.  

L’objectif de cette étude était de (i) évaluer la clonalité de ces isolats de E. cloacae IMI, (ii) déterminer 

le support génétique du gène blaIMI-1 et (iii) tenter de déterminer l’origine de cette épidémie à Mayotte 

en documentant les facteurs de risques d’exposition de ces patients par un questionnaire standardisé 

(Annexe 3).  
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a b s t r a c t 

The spread of carbapenemase-producing Enterobacteriaceae in the Southwest Indian Ocean islands is 
poorly known. Here we describe an outbreak of colistin-resistant Enterobacter cloacae harbouring bla IMI-1 

in the French overseas department of Mayotte. Between October 2015 and January 2017, all isolates of 
imipenem-non-susceptible E. cloacae at Mayotte Medical Center and University Hospital of Reunion Is- 
land were screened for carbapenemase production. Positive isolates were typed by pulsed-field gel elec- 
trophoresis and whole-genome sequencing (WGS)-based multilocus sequence typing (MLST), and all β- 
lactamase genes were identified by PCR and sequencing. Resistance profiles were determined by agar 
diffusion and Etest. Genetic support of the bla IMI-1 gene was determined by WGS. A total of 18 E. cloacae 
isolates harbouring bla IMI-1 were detected in 17 patients from Mayotte. Pulsed-field gel electrophoresis 
(PFGE) analysis showed 16 of the 18 strains to be clonally related and belonging to ST820. Based on clini- 
cal data, this outbreak most likely had a community origin. The bla IMI-1 gene in the 18 isolates was carried 
by a new variant of an integrative mobile element involving the Xer recombinases, called EcloIMEX-8. The 
mcr-1 –mcr-5 genes were absent from the collection. The isolates belonged to E. cloacae cluster XI, known 
to be colistin heteroresistant. Here we report the first outbreak of IMI-1-producing Enterobacteriaceae. 
IMI-1-producers may be underdetected in microbiology laboratories because of their unusual antimicro- 
bial resistance profile (resistant to imipenem but with intermediate resistance to ertapenem and suscep- 
tible to extended-spectrum cephalosporins) and the absence of bla IMI-1 in the panel of genes targeted by 
molecular diagnostic kits. 

© 2018 Elsevier B.V. and International Society of Chemotherapy. All rights reserved. 
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1. Introduction 

The emergence of carbapenemase-producing Enterobacteriaceae 
(CPE) is currently a worldwide public-health issue [1] . Significant 
population flows from southern Africa and the Indian subcontinent 
to the Indian Ocean islands may can contribute to the dissemina- 
tion of these multidrug-resistant (MDR) bacteria in Mayotte and 
Reunion islands, two French overseas departments located in the 

https://doi.org/10.1016/j.ijantimicag.2018.05.015 
0924-8579/© 2018 Elsevier B.V. and International Society of Chemotherapy. All rights reserved. 
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Southwest Indian Ocean, close to Madagascar, with a population of 
250 0 0 0 and 850 0 0 0 inhabitants, respectively. The MDR screen- 
ing programme carried out at Mayotte Medical Center (MMC) and 
Félix Guyon University Hospital (FGUH) of Reunion Island isolated 
Enterobacter cloacae producing the uncommon class A carbapen- 
emase IMI-1 from several patients from Mayotte. Only sporadic 
cases of this chromosomally-encoded carbapenemase had been 
previously described in Europe, Asia and America [2–6] . IMI-1 was 
initially described in two clinical strains of E. cloacae isolated in 
California, USA, in 1984, and the first identification of the bla IMI-1 
gene in France was reported in 2011 [3] . This class A β-lactamase 
has an enzymatic profile similar to that of the carbapenemase 
NmcA, which strongly hydrolyses imipenem and benzylpenicillin 
but poorly hydrolyses extended-spectrum cephalosporins [7] . The 
IMI-1 enzyme is inhibited by clavulanic acid and is induced by 
imipenem or cefoxitin [8] . The genetic support of chromosomally- 
encoded IMI carbapenemases was recently described as an inte- 
grative mobile element that exploits the Xer recombinases, named 
EcloIMEX1–7 [9] . Here we evaluated the clonal spread of IMI-1- 
producing E. cloacae in Mayotte and characterised the phenotypic 
and genotypic features of its uncommon carbapenemase. 

2. Materials and methods 

2.1. Bacterial isolates 

Following detection of the first case of IMI-1, all isolates of E. 
cloacae non-susceptible to imipenem, i.e. with an inhibition zone 
diameter < 22 mm in the disk diffusion assay based on European 
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) rec- 
ommendations, detected at MMC and/or FGUH between October 
2015 and January 2017 were screened for carbapenemase pro- 
duction. Enterobacter cloacae isolates were identified by matrix- 
assisted laser desorption/ionisation time-of-flight mass spectrom- 
etry (MALDI-TOF/MS) (Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Germany) 
and were confirmed by rpoB sequencing [10] . The surfaces, U- 
bends and water of all rooms of MMC of the IMI-1-colonised pa- 
tients were sampled. 

2.2. Detection of IMI-1 carbapenemase 

Isolates were screened for IMI-1 production using ChromID ®

CARBA SMART media (bioMérieux, La Balme-les-Grottes, France), 
Carba NP test (bioMérieux) and enzyme inhibition profiling per- 
formed using ROSCO tablets (Rosco Diagnostica A/S, Taastrup, Den- 
mark), according to the manufacturer’s recommendations. Presence 
of the bla IMI-1 gene was confirmed by PCR and sequencing [3] . 
Searches for other carbapenemase-encoding genes ( bla KPC , bla NDM , 
bla IMP , bla VIM and bla OXA-48 ) were performed using the GeneXpert ®

system (Cepheid, Sunnyvale, CA). The environment of the rooms 
of IMI-1-colonised patients was sampled in June 20016 and Octo- 
ber 2016: (i) 150 mL water samples (from the faucet, shower and 
toilet, if present) were filtered on 0.45-μm filters, which were fur- 
ther deposited on Drigalski agar containing imipenem; and (ii) the 
swab samples of U-bends or surfaces were streaked on ChromoID ®

CARBA SMART agar plates (bioMérieux) before incubation, accord- 
ing to the manufacturer’s recommendations. 

2.3. Antimicrobial susceptibility testing 

The susceptibility of each isolate to ampicillin, ticarcillin, amox- 
icillin/clavulanic acid (AMC), piperacillin/tazobactam (TZP), ce- 
foxitin, cefotaxime, ceftazidime, cefepime, ertapenem, imipenem, 
meropenem, ofloxacin, ciprofloxacin, amikacin, gentamicin, tigecy- 
cline and fosfomycin was assessed by the disk diffusion method 
according to EUCAST 2015 recommendations. Minimum inhibitory 

concentrations (MICs) of imipenem, meropenem and ertapenem 

were determined using Etest gradient strips (bioMérieux). Suscep- 
tibility to colistin was assessed by the broth microdilution method 
with the UMIC colistin kit (Biocentric, Bandol, France). 

2.4. Whole-genome sequencing, strain typing and genotypic analysis 

Enterobacter cloacae isolates were first genotyped by pulsed- 
field gel electrophoresis (PFGE) following digestion with the re- 
striction enzyme Xba I (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) as 
previously described [11] . BioNumerics software (Applied Maths, 
Kortrijk, Belgium) was used to create a DNA similitude ma- 
trix based on calculating the Pearson profile for pairwise isolate 
comparison. The dendrogram was built using the unweighted pair- 
group method with arithmetic mean (UPGMA) hierarchical algo- 
rithm. Pulsotypes were defined according to international recom- 
mendations [12] . Multilocus sequence typing (MLST) of E. cloacae 
isolates was performed as previously described [13] . Sequence 
types (STs) were assigned based on the PubMLST database ( https: 
//pubmlst.org/ecloacae/ ). Genomic DNA was extracted using an 
UltraClean ® Microbial DNA Isolation Kit (Mo Bio Laboratories, 
Carlsbad, CA) from overnight cultures on lysogeny broth agar (Bio- 
Rad, Marnes-la-Coquette, France). Quantification of genomic DNA 

was performed using a Qubit fluorometer (Life Technologies, Carls- 
bad, CA) and the concentration was adjusted for library prepa- 
ration. A Nextera XT DNA Sample Preparation Kit (Illumina Inc., 
San Diego, CA) was used for preparation of DNA libraries. The li- 
braries were sequenced on an Illumina MiSeq 20 0 0 sequencer (Il- 
lumina Inc.) with v.3 chemistry using 2 ×150-bp paired-end reads. 
Assembled genomic DNA of the isolates was compared by sin- 
gle nucleotide polymorphism (SNP) analysis with the Basic Vari- 
ant Detection tools from CLC Workbench 10.0.1 (QIAGEN Bioinfor- 
matics). Identification of acquired antimicrobial resistance genes 
was performed using the ResFinder 3.0 tool ( https://cge.cbs.dtu. 
dk/services/resfinder/ ) from the Center for Genomic Epidemiology 
(CGE). The genome was manually annotated using Geneious v.9 
(Biomatters Ltd., Auckland, New Zealand) and the BLAST platform 

for gene and protein identification ( https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ 
Blast.cgi ). 

3. Results 

A total of 18 IMI-1-producing E. cloacae isolates were retrieved 
from rectal swabs of 17 patients from Mayotte between October 
2015 and January 2017 [1 patient had 2 different strains (E12a and 
E12b) with different antibiotypes]. Most of the cases (8/11) at MMC 
were detected in the intensive care unit (ICU). At FGUH, the six 
cases were distributed across five units ( Table 1 ). Overall, 0.6% and 
0.9% of patients admitted in 2016 in the neonatal and adult ICU, 
respectively, carried IMI-1-producing E. cloacae . The sex ratio was 
0.7 and the median age was 29 years (interquartile range 17–51 
years). IMI-1-colonised patients came mostly from the Northeast 
region of Mayotte (Grande-Terre), near the town of Mamoudzou 
(seven cases) and the island of Petite-Terre (five cases) ( Fig. 1 ). IMI- 
1-producing E. cloacae isolates were obtained and identified for 13 
(76.5%) of the 17 patients at admission. Of the 17 IMI-1 carriers, 
12 (70.6%) were co-colonised with another extended-spectrum β- 
lactamase (ESBL)-producing Enterobacteriaceae, mostly Escherichia 
coli (10/12; 83.3%) and Klebsiella pneumoniae (2/12; 16.7%). All en- 
vironmental samples (water, U-bends and surfaces; n = 17) tested 
negative for IMI-1-producing E. cloacae . 

Sixteen isolates exhibited a similar and unusual antimicrobial 
resistance profile, being resistant to ampicillin, AMC, ticarcillin, 
cefoxitin, imipenem (MICs = 16–24 μg/mL) and meropenem (MIC = 

32 μg/mL) and intermediate-resistant to ertapenem (MICs = 

0.75–1 μg/mL), but remaining susceptible to TZP, cefotaxime, 
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Table 1 

Demographics and biological data of 17 patients colonised with IMI-1 carbapenemase-producing Enterobacter cloacae retrieved from rectal swabs in Mayotte between 
October 2015 and January 2017. 

Isolate ID Date of isolation (MM/YYYY) Hospital Hospital unit Sex/age (years) Time between 
admission and 
detection (days) 

Co-colonisation 
with ESBL-E 

Type of ESBL-E 

E1 10/2015 MMC ICU F/65 1 Yes Escherichia coli 

E2 11/2015 FGUH Cardiology M/57 1 Yes E. coli 

E3 11/2015 MMC ICU M/5 1 Yes E. coli 

E4 11/2015 FGUH ICU M/49 6 No 
E5 01/2016 MMC ICU F/51 1 Yes E. coli 

E6 02/2016 MMC ICU F/29 7 No 
E7 02/2016 MMC ICU F/17 1 No 
E8 03/2016 MMC ICU M/51 4 Yes E. coli 

E9 04/2016 FGUH Visceral paediatric surgical F/1 1 Yes Klebsiella pneumoniae 

E10 05/2016 FGUH Gynaecology and obstetrics F/29 4 Yes E. coli 

E11 05/2016 FGUH Cardiothoracic surgery F/17 1 Yes E. coli 

E12a 06/2016 MMC Neonatal 
ICU 

M/4 
months 

1 Yes E. 

coli E12b 
E13 09/2016 MMC ICU F/32 1 Yes K. pneumoniae 

E14 10/2016 MMC Dialysis centre M/72 0 Yes E. coli 

E15 11/2016 MMC ICU F/64 1 Yes E. coli 

E16 01/2017 MMC Dialysis centre F/18 0 No 
E17 01/2017 FGUH Visceral paediatric surgical M/2 1 No 

ESBL-E, extended-spectrum β-lactamase-producing Enterobacteriaceae; MMC, Mayotte Medical Center; FGUH, Félix Guyon University Hospital; ICU, intensive care unit. 

Fig. 1. Geographical distribution of patients colonised with IMI-1 carbapenemase-producing Enterobacter cloacae in Mayotte (Indian Ocean). The French overseas department 
of Mayotte consists of two islands: one large island, called Grande-Terre, and one small island, called Petite-Terre. The residential zip code could be obtained for the 17 
colonised patients and the most affected municipality was Mamoudzou (7 cases), the administrative centre of the island. 
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Fig. 2. Comparison of the genetic environment of the bla IMI-1 gene in the integrative mobile element that exploits the Xer recombinases (EcloIMEX-2 and EcloIMEX-8) in 
Enterobacter cloacae isolates. The bla IMI-1 gene had the same chromosomal location in a new integrative mobile element that exploits the Xer recombinases, called EcloIMEX-8 
( E. cloacae E-976, GenBank accession no. MG547711), measuring 12 879 bp. Comparison with the corresponding region of the EcloIMEX-2 element, recently described for E. 
cloacae N15-2252 (GenBank accession no. KU870984.1), revealed high homology (98% nucleotide sequence identity) and the same chromosomal insertion site between the 
setB gene (encoding the sugar efflux transporter B) and the yeiP gene (encoding an elongation factor P-like protein) [9] . EcloIMEX-8 lacks a large sequence of 15 475 bp from 

its 3 ́terminal part, found in EcloIMEX-2. 

ceftazidime, cefepime, fluoroquinolones, aminoglycosides, 
tigecycline and fosfomycin. Two isolates were resistant to 
third-generation cephalosporins: (i) one overproduced CMH-3 
cephalosporinase (isolate E3); and (ii) one harboured the ESBL- 
encoding gene bla CTX-M-15 (isolate E12b). This ESBL gene was 
carried by an IncHI2-type plasmid that also carried several other 
antimicrobial resistance genes, i.e. two β-lactamase genes ( bla OXA-1 
and bla TEM-1b ), genes encoding aminoglycoside-modifying enzymes 
[ aph(3 ́)-Ib, aac(6 ́)-Ib -cr, aac(3)-IIa, aadA1 and aph(6)-Id ], and genes 
conferring resistance to chloramphenicol ( catA1 and catB4 ), tetra- 
cycline ( tetA ) and sulfonamides/trimethoprim ( sul1 and dfrA14 ). 
All isolates were highly resistant to colistin (MICs = 32–64 μg/mL) 
without harbouring the mcr-1 –5 genes. Such resistance can be 
explained by the fact that they belong to E. cloacae cluster XI 
(Supplementary Fig. S1). This cluster has been identified as being 
heteroresistant to colistin [14] . The Rosco test revealed synergy 
between meropenem and boronic acid, indicating production of a 
class A carbapenemase. Moreover, the Carba NP test, which uses 
imipenem as substrate, was positive within 30 min. Real-time PCR 
using the GeneXpert ® system remained negative. The bla IMI-1 gene 
was identified in all 18 isolates by PCR and further sequencing. 

PFGE identified one major pulsotype encompassing 16 of the 
18 isolates, all belonging to ST820 (Supplementary Fig. S2); 
the 2 remaining isolates (E6 and E13) had different pulsotypes. 
The bla IMI-1 gene was borne in all 18 isolates by the integrative 
mobile element EcloIMEX-8, which exploits the Xer recombinases. 
The structure of EcloIMEX-8 ( E. cloacae E-976, GenBank accession 
no. MG547711) is very close to that of EcloIMEX-7 (GenBank acces- 
sion no. KY680208.1), with 99% nucleotide sequence homology. In- 
terestingly, EcloIMEX-8 is also similar to EcloIMEX-2 (GenBank ac- 
cession no. KU870984.1) recently described by Boyd et al. [9] , but 
with a truncation of ca. 15 500 bp of the 3 ́ terminal part ( Fig. 2 ). 
The nucleotide sequence of the shared region (12 879 bp) is 98% 
identical to that of EcloIMEX-2. EcloIMEX-8 is also inserted into 
the same chromosomal location: the intergenic region between the 
setB gene, encoding the sugar efflux transporter B, and the yeiP 
gene, encoding an elongation factor P-like protein [9] . EcloIMEX- 

8 has also lost a gene encoding the recombinase and carries three 
genes encoding a protease, an ATPase and a glycosyltransferase. 

4. Discussion 

Here we report a clonal outbreak of E. cloacae ST820 produc- 
ing the class A carbapenemase IMI-1 in 15 colonised patients from 

Mayotte. All patients had been hospitalised in MMC, some for a 
very short period ( ≤2 days). Most cases were detected at admis- 
sion (76.5%). None of the patients for whom the medical records 
were analysed (15 of the 17 colonised patients) had been hos- 
pitalised at MMC within the 6 months preceding their IMI-1- 
positive screening, nor had they met before hospitalisation. Intra- 
hospital outbreaks of carbapenemase-producing E. cloacae have al- 
ready been described, but the authors suspected that they were of 
nosocomial origin [15] . Here, the fact that all hospital environmen- 
tal samples tested negative for IMI-1-producing E. cloacae and that 
patients were colonised by this CPE at admission might suggest a 
reservoir in the community. This assumption is supported by the 
poor sanitary conditions and that of the water supply for some in- 
habitants of this French overseas island and the persistence of IMI- 
producing Enterobacteriaceae in water or seafood [16–18] . Investi- 
gations to identify the environmental source of IMI-1-producing E. 
cloacae are ongoing. 

Detection of IMI-1-producing isolates in clinical samples can 
be challenging due to lack of knowledge of this unusual an- 
tibiotype. Hence, isolates producing IMI-1 as the sole enzymatic 
resistance mechanism are still susceptible to extended-spectrum 

cephalosporins. Consequently, these isolates did not grow on ESBL 
screening media using extended-spectrum cephalosporins as the 
selective agent (e.g. ChromID ® ESBL from bioMérieux and Bril- 
liance ESBL agar from Oxoid Ltd., Basingstoke, UK). In addition, 
IMI-1-producers show intermediate resistance to ertapenem, of- 
ten used for the phenotypic screening of CPE. Here, the IMI-1- 
producing E. cloacae isolates only grew on the CARB section of the 
CPE ChromID ® CARBA SMART screening media (bioMérieux). Fur- 
thermore, bla IMI-1 is not targeted by the GenXpert ® system. How- 



420 G. Miltgen et al. / International Journal of Antimicrobial Agents 52 (2018) 416–420 

ever, production of IMI-1 was easily detected by its resistance to 
an imipenem disk and synergy with a disk of AMC. 

Enterobacter cloacae isolates producing IMI-1 as the sole 
acquired enzymatic resistance mechanism are still susceptible 
to many antibiotics (i.e. combined penicillins/inhibitors, third- 
generation cephalosporins, fluoroquinolones and aminoglycosides). 
Although one isolate co-producing both CTX-M-15 and IMI-1 was 
susceptible only to non- β-lactam compounds (amikacin, ofloxacin, 
ciprofloxacin, tigecycline and fosfomycin), IMI-1-producing E. cloa- 
cae isolates do not constitute an immediate threat in terms of a 
therapeutic dead-end. The threat of multidrug resistance for these 
carbapenemase-producers may come rather from the acquisition of 
other resistance mechanisms encoded by mobile genetic elements, 
such as ESBLs. However, these isolates were all resistant to col- 
istin owing to chromosomally-encoded heteroresistance linked to 
E. cloacae complex cluster XI (Supplementary Fig. S1) and depend- 
ing on the PhoP/PhoQ two-component regulatory system [14] . 

bla IMI-1 in all IMI-1-producing isolates was found to be chromo- 
somally integrated within the new EcloIMEX-8 element, which pre- 
sumably exploits XerC/XerD-like sequence motifs at the chromoso- 
mal junctions [19] . This Xer recombination-dependent mechanism 

of mobilisation may limit the spread of bla IMI-1 relative to other 
types of mobile genetic elements such as plasmids or transposons 
[9] . Here, EcloIMEX-8 had undergone deletion of the portion that 
contained the gene encoding the recombinase, further preventing 
its mobilisation. 

This study has some limitations. It was limited by the small 
number of environmental samples from MMC, preventing us from 

definitively excluding a nosocomial source. MDR screening was 
not homogeneous in all departments of MMC, probably leading 
to an underestimation of the number of IMI-1 cases. Finally, the 
first IMI-1 cases were detected in October 2015, a few months af- 
ter the implementation of ChromID ® CARBA SMART agar at FGUH 

(May 2015); thus, we may have missed IMI-producers before this 
date. Identification of the IMI-1-produing E. cloacae environmental 
source is ongoing. In addition to screening environmental samples, 
IMI-1 carriers were given an individual diary in 2017 to identify 
risk factors. 

5. Conclusion 

Here we describe the first outbreak of IMI-1-producing Enter- 
obacteriaceae for which the reservoir might be in the community. 
Investigations to identify the source of contamination are still on- 
going. The resistance profile conferred by the sole production of 
IMI-1 still allows the use of third-generation cephalosporins for in- 
fected patients. However, transfer of bla CTX-M-15 in IMI-1-producing 
Enterobacteriaceae, which are prevalent in the Southwest Indian 
Ocean area, could be more problematic [20] . Furthermore, detec- 
tion of IMI-1 by phenotypic methods may be difficult due to its un- 
usual antibiotype, of which microbiologists should be made aware. 
Finally, characterisation of the epidemiology of this emerging class 
A carbapenemase is required to better understand its potential 
modes of transmission from the environment to humans. 
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Supplementary Figure S1: 

 

 

 

E. cloacae cluster XI identification based on HPS60 sequences. 

The evolutionary history was inferred by using the Maximum Likelihood method based on the Tamura-Nei model. 

The tree is drawn to scale, with branch lengths measured in the number of substitutions per site. All positions 

containing gaps and missing data were eliminated. Evolutionary analyses were conducted in MEGA7 (Kumar et 

al., Mal biol evol., 2016). 
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Données supplémentaires :  

 

 

 
Figure 58. Nombre de cas d’EPC de type E. cloacae IMI-1 recensés à La Réunion et à Mayotte sur la période 
2015-2020.  
Un total de 54 cas a été détecté q< au CHU de La Réunion et au CHM sur cette période.  

 

On note qu’entre 6 et 14 cas d’EPC de type E. cloacae IMI-1 sont détectés chaque année dans ces 2 

DOM (Figure 58). Si l’épidémie a semblé ralentir en 2018-2019, une augmentation des cas recensés est 

observée en 2020 (n=14, chiffre le plus important depuis le début de l’épidémie). On peut notamment 

se poser la question de la détection optimale des cas au CHM en 2019 où le biologiste référent bien au 

fait de l’antibiotype particulier de cette EPC était absent pour longue maladie pendant près de 9 mois. 
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Cette étude a permis de mettre en évidence une épidémie monoclonale de E. cloacae IMI-1 en 

provenance de Mayotte incluant initialement 15 patients. Un point important sur cette épidémie est 

qu’elle est très probablement d’origine communautaire. En effet, la grande majorité des patients avait 

été dépistée dans les 48h après leur admission au CHM et aucun prélèvement environnemental dans 

les chambres des patients n’avait permis de mettre en évidence cette EPC. Cette découverte est 

intéressante car les EPC de type IMI ont à plusieurs reprises été détectées dans des milieux 

environnementaux hydriques ou dans des aliments issus de la mer (cf. 1ère partie, paragraphe 1.3.1.1). 

Le gène blaIMI-1 avait une localisation chromosomique et était plus précisément situé sur un élément 

intégratif mobile de type EcloIMEX-8, un variant non encore décrit des différents éléments EcloIMEX 

documentés par Boyd et al. en 2017 (117). L’élément EcloIMEX-8 a la caractéristique d’avoir perdu sa 

recombinase, ce qui limite théoriquement sa capacité à se mobiliser hors du chromosome. Un 

phénomène plus problématique était que les patients étaient pour la plupart co-colonisés par des 

EBLSE, faisant craindre un passage plasmidique de gène de type blaCTX-M-15 chez les isolats E. cloacae 

IMI-1, comme rencontrés chez l’un des patients. Les souches co-productrices des enzymes IMI-1 et 

CTX-M-15 sont alors beaucoup plus résistantes aux antibiotiques, ce d’autant plus que ce clone de 

E. cloacae est naturellement résistant à la colistine.  

Nous avons poursuivi l’investigation de cette épidémie avec le CPIAS et tenté de déterminer l’origine 

de cette épidémie à Mayotte. Les cas se sont maintenus chaque année avec même une recrudescence 

en 2020 (Figure 58). Au final, 54 cas d’EPC de type E. cloacae IMI-1 ont été détectés à La Réunion et à 

Mayotte entre 2015 et 2020. Deux sources d’exposition sont principalement suspectées suite à des 

discussions avec l’ARS de Mayotte : des eaux de puits de captation et de rétention (où les personnes 

viennent faire leur lessive et leur vaisselle) ou de la nourriture congelée de type « seafood » importée 

de l’étranger. Malheureusement, en raison des gros problèmes sanitaires déjà présents sur l’île de 

Mayotte avant l’épidémie de COVID-19, nous n’avons pas encore pu mettre en pratique cette 

campagne d’échantillonnage pour tenter d’identifier la source de l’épidémie. Néanmoins, même si les 

IMI sont des enzymes dont la prévalence reste stable et faible en France, elle constitue un modèle One 

Health de carbapénèmase avec une forte suspicion de contamination à partir de l’environnement (au 

sens large). L’étude publiée par Laurens et al. en 2018 sur un cas d’infection à E. asburiae IMI-2 post-

noyade corrobore cette hypothèse (318).    



2ème PARTIE : TRAVAIL SCIENTIFIQUE  

200 
 

4 Discussion générale 

 

4.1 Dynamique de diffusion inter-compartimentale des EBLSE à La Réunion  

 

Notre investigation moléculaire des populations de E. coli BLSE s’est basée sur un modèle pertinent 

pour explorer le phénomène d’émergence et de dissémination de l’antibiorésistance par une approche 

One Health. En effet, La Réunion est un milieu insulaire, fortement peuplé, connu pour être fortement 

impacté par le phénomène de l’antibiorésistance et appartenant à un pays « à hauts-revenus » 

(RNB/hab. en 2019 : 42 4500 $ selon la classification de la Banque mondiale 

https://donnees.banquemondiale.org/pays/). Si des études ont pu évaluer la diffusion de ces souches 

multi-résistantes dans certaines îles de pays « à bas-revenus » tels que Zanzibar ou Madagascar, 

aucune étude n’avait à ce jour investi ce type d’environnement propice à l’évaluation de la circulation 

inter-compartimentale des EBLSE dans les pays développés ou « high-income countries ». Néanmoins, 

ce système insulaire ne peut être considéré comme complètement fermé du fait des fortes interactions 

entre La Réunion et les autres îles de la zone SOOI. Pour l’étude ECOH-RUN, nous avons appliqué une 

méthodologie visant à limiter au maximum ces occurrences d’origine externe.  

La principale conclusion de notre étude est que les animaux de rente ne constituent pas un réservoir 

majeur de transmission des E. coli BLSE (et a fortiori des EBLSE) pour l’Homme à La Réunion. Cette 

conclusion s’appuie sur une comparaison étayée, à la fois génotypique et phénotypique, basée sur des 

collections conséquentes de E. coli BLSE d’origine humaine, environnementale et animale (410 isolats 

au total). Du fait des particularités de cette île, cette étude devra cependant être complétée par une 

exploration de la filière alimentaire et des animaux de compagnie sur l’île pour avoir une vision globale 

des échanges entre sphère humaine et animale à La Réunion. Ces études, notamment chez les animaux 

de compagnie, sont en cours de réalisation par nos collègues du CIRAD. Ainsi, cette étude sous-tend 

que la transmission des E. coli BLSE à La Réunion est principalement inter-humaine. C’est donc sur ce 

secteur qu’il faut agir pour limiter avec le maximum d’impact la dissémination de ces BMR dans la 

population générale. Enfin, la réduction de la consommation des antibiotiques dans le secteur de 

l’élevage n’en reste pas moins nécessaire car elle permet de (i) limiter ces transferts de résistances 

entre souches adaptées à l’Homme et souches adaptées à l’animal et (ii) de maintenir des 

antibiothérapies curatives efficaces quand celles-ci sont justifiées (206). Il serait intéressant d’évaluer 

si les effets du plan EcoAntibio 1 sont associés à une réelle diminution de la consommation des 

antibiotiques dans ces territoires ultra-périphériques que sont La Réunion ou Mayotte. D’autre part, 

certains indicateurs tels que le nombre croissant de EBLSE détectées chaque année par le groupement 

https://donnees.banquemondiale.org/pays/


2ème PARTIE : TRAVAIL SCIENTIFIQUE  

201 
 

de laboratoires Réunilab (patientèle quasi exclusivement issue du secteur communautaire) ou la 

présence importante de E. coli BLSE dans les effluents communautaires de la ville de Saint-Denis, 

tendent à démontrer la dissémination importante des E. coli BLSE dans le secteur communautaire. En 

effet, sur l’ensemble des souches détectées dans l’étude ECOH-RUN dans les égouts, on observait 

environ une répartition 60%/40% entre effluents hospitaliers et communautaires, respectivement. De 

plus, l’étude AB-RUN menée en 2018 par le Dr J. Jaubert avec une prévalence de 8,3% dans la 

population entrante aux urgences ou en réanimation du CHU (et même près de 12% pour le bassin 

Nord) a confirmé cette tendance (333). Ces études sont en cohérence avec les données disponibles 

attestant d’une diffusion communautaire des E. coli BLSE mais avec des prévalences supérieures à 

celles dans la population communautaire en France métropolitaine (2,8% de E. coli BLSE en 2018, 

mission Primo, SPF, 355) et plus proche de celle en EHPAD (8% en 2018, mission Primo, SPF). On peut 

ainsi légitimement se poser la question de savoir si la bataille contre les EBLSE n’est pas déjà perdue… 

Nous noterons enfin que la STEP de Saint-Denis, qui est une STEP relativement moderne et munie 

d’une rampe à UV permet d’éliminer un nombre important de E. coli BLSE (rapport d’élimination de 

5.104), mais rejette néanmoins une quantité non négligeable de ces bactéries multi-résistantes dans 

l’Océan. Ces émissions sont moins problématiques à Saint-Denis où ces zones sont peu concernées par 

les activités récréatives ou de pêche. On peut néanmoins se poser la question des rejets analogues 

émis par des STEP du bassin Ouest dans le lagon de l’Ermitage où le contexte récréatif est tout autre 

(358). De plus, certaines études ont démontré le caractère adaptatif des souches multi-résistantes 

permettant de limiter le « fitness-cost » lié au maintien de ces plasmides ainsi que la persistance 

prolongée de ces souches dans l’environnement (260,359). Aujourd’hui, les preuves de ré-infection de 

l’Homme à partir de l’environnement dans les pays « à hauts-revenus » sont cependant très rares 

(280,318). 

Enfin, ces résultats qui aboutissent à une sectorisation importante entre les compartiments humains 

et animaux sont en fort contraste avec les études (basées sur le WGS) menées dans des pays « à faibles 

revenus » de la zone. En effet, Büdel et al. ont démontré une forte interconnexion entre le secteur 

aviaire, la viande de poulet et les souches responsables de colonisation dans la population 

communautaire à Zanzibar avec des clones communs de E. coli ST361/CTX-M-15 et K. pneumoniae 

ST17/CTX-M-14 et ST1741/CTX-M-15 (293). Cette étude est d’autant plus intéressante que l’île de 

Zanzibar est un très bon comparatif de La Réunion mais sur le versant pays « à faibles revenus » avec 

un milieu insulaire, très densément peuplé (1264 km2 pour 896 000 habitants, soit une densité de 

population équivalente au double de celle de la Réunion) et fortement touché par l’antibiorésistance 

(91,5% de colonisation à entérobactéries résistante aux C3G dans un échantillon de la population 

communautaire en 2018, 358). Nos collègues du CIRAD ont également mené une étude en 
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collaboration avec l’Institut Pasteur de Madagascar dans la population communautaire, chez les 

animaux et dans leur environnement (eau consommée) à Madagascar et ont démontré qu’il existait 

de très nombreux clusters entre ces 3 compartiments, et pas de spécificité d’hôtes chez ces clones 

(données en cours de publication, 359). Ces deux études, démontrant un vrai modèle One Health, nous 

renseignent sur les éléments pouvant jouer un rôle dans ces échanges à savoir (i) un mode d’élevage 

« familial » de petite taille avec des contacts plus importants avec les animaux au sein du foyer, (ii) une 

absence de contrôle sanitaire sur la nourriture et (iii) une absence d’infrastructure d’évacuation et de 

traitement des excreta. Le tout associé à une utilisation non contrôlée des antibiotiques dans les 2 

secteurs. On comprend ainsi les « ingrédients » de ces modèles « low-income/One Health » et les 

raisons qui pourraient expliquer que nous aboutissions, comme les études majeures publiées 

dernièrement au Royaume-Uni, aux Pays-Bas ou en Suède (287,297,304,362), à un modèle « high-

income/Two Health » dans ces pays de l’hémisphère Nord. Nous noterons pour finir que, même dans 

les pays dits en croissance ou « à revenus intermédiaires » d’Asie du Sud-Est comme la Thaïlande 

(RNB/hab. en 2019 : 7260$), le Vietnam (RNB/hab. en 2019 : 2590$) mais pas le Cambodge (dont le 

RNB/hab. en 2019 était plus faible 1530$, https://donnees.banquemondiale.org/pays/), le modèle 

avec sectorisation entre les compartiments semble également prédominant (289,298,301). Ces 

modèles « Two Health » devront toutefois être confirmés dans le temps dans les pays « à hauts 

revenus » et validés par des études visant à modéliser ces échanges en corrélant prévalence de EBLSE, 

probabilité d’exposition et méta-données de systèmes de surveillance nationaux ou continentaux 

(239). Ces études pourront notamment être permises grâce à la démocratisation du WGS et la 

disponibilité en libre accès de nombreux génomes séquencés. 

 

4.2 Dynamique de diffusion des EPC dans la zone SOOI et d’importation à La 

Réunion 

 

Les 2 études menées sur les EPC ont permis d’apporter des informations nouvelles sur (i) 

l’épidémiologie régionale des EPC dans la zone SOOI et (ii) la dynamique de circulation de ces EPC à La 

Réunion et dans la zone. La Réunion est ainsi un DOM soumis à une très forte pression d’importation 

en EPC avec près de 70% de souches importées sur la période 2011-2016. Si ce pourcentage tend à 

diminuer sur la période 2017-2020, la proportion des souches en lien avec l’étranger reste supérieure 

à celle de la France métropolitaine (70). Ces résultats sont probablement liés à une importation plus 

tardive des EPC à La Réunion par rapport à la métropole (2010 vs. 2004). Cette situation est une 

opportunité puisqu’elle permet de prévenir plus précocement la dissémination de ces EPC vers le 

secteur communautaire. On note une forte augmentation des EPC détectées à La Réunion sur la 

https://donnees.banquemondiale.org/pays/
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période 2017-2019, suivie d’une diminution liée à un « effet COVID-19 » et la baisse des EVASAN. 

Toutefois, cette augmentation a une origine mixte liée d’une part aux EVASAN, mais d’autre part à 

l’augmentation importante des souches d’EPC détectées au CHU Sud (moins concerné par les EVASAN) 

et dans une moindre mesure dans les laboratoires de ville. Cependant, les EPC sont quasiment en 

totalité détectées dans le CHU, les CH ou des cliniques à La Réunion, suggérant une très faible 

dissémination communautaire dans la population générale et les EMS. Les prélèvements réalisés lors 

de l’étude ECOH-RUN semblent en phase avec cette tendance puisque, contrairement aux BLSE, quasi 

aucune EPC n’a été détectée sur le point de refoulement Vallon-Hoarau correspondant aux effluents 

communautaires. On notera toutefois que 10% de l’effectif des EPC détectées dans les eaux usées dans 

l’étude ECOH-RUN l’ont été en sortie de STEP, avec la même réflexion que pour les EBLSE.  

La dynamique de diffusion des EPC entre les interfaces hospitalières et communautaires est donc très 

différente de celle des EBLSE, avec un réservoir concentré dans les structures hospitalières. Nous 

sommes actuellement à un virage puisque certaines EPC ont dernièrement été détectées chez certains 

patients dialysés qui pourraient devenir un canal de transmission vers la ville. Concernant l’importation 

des souches d’EPC en lien avec l’étranger, la majorité entre sur le sol réunionnais directement dans un 

établissement de soins via les EVASAN, ce qui limite également la dissémination communautaire de 

ces souches. Il est cependant très difficile d’évaluer le portage asymptomatique d’EPC dans la 

population communautaire réunionnaise qui est sans doute plus élevé que dans la population de 

France métropolitaine en lien avec les voyages, le tourisme familial ou médical dans la zone (cf. 1ère 

partie, chapitres 3.1.2 et 3.2.2).  

Concernant la zone SOOI, La Réunion agit comme une sentinelle capable de détecter des phénomènes 

émergents se déroulant hors de ses propres frontières (334). De plus, elle peut jouer le rôle 

d’observatoire de l’épidémiologie des EPC dans la zone, dont elle était représentative au moins 

jusqu’en 2016. L’épidémie de E. cloacae IMI-1 détectée à La Réunion et toujours en cours à Mayotte 

est un très bon exemple de ces émergences singulières pouvant se dérouler dans la zone. Le switch 

épidémiologique qui s’est déroulé entre 2017-2019 où les îles des Comores et de Mayotte sont 

devenues les 1ères pourvoyeuses d’EPC importées à La Réunion est également un indicateur de la 

connexion Réunion-Mayotte. L’archipel des Comores (dans sa globalité) semble fortement touché par 

l’émergence des EPC et notamment de E. coli NDM-5 et OXA-181 (étude en cours). Mais l’origine de 

cette évolution épidémiologique (transmission croisée au CHM ? Émergence dans la population 

communautaire mahoraise ? Souches issues d’importations indépendantes ou clonalement reliées ?) 

est pour l’heure inconnue du fait de l’absence de système de surveillance sur place. Ces phénomènes 

soulignent le lien fort qui existe entre ces 2 DOM de l’Océan Indien, qui s’est renforcé depuis la crise 

sanitaire de la COVID-19. Cette différence de développement ne doit pas être vue comme un frein mais 
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comme une opportunité de collaboration entre ces 2 territoires (via les 2 ARS récemment créées et le 

CPIAS-Réunion-Mayotte) pour prévenir ces phénomènes à leur source. Il faut néanmoins admettre que 

les autres problèmes sanitaires rencontrés à Mayotte (pauvreté, insalubrité, habitat) ainsi que 

l’immigration illégale constituent des entraves à ces collaborations qui devront être prioritairement ou 

parallèlement solutionnées. 

4.3 Implications dans la lutte contre l’antibiorésistance à La Réunion et dans la 
zone SOOI 

 

Ces études permettent d’aboutir à des connaissances importantes pour nos autorités de tutelles, et 

notamment l’ARS de La Réunion, dans la stratégie de lutte contre l’antibiorésistance à mettre en place 

sur l’île.  

Concernant les EBLSE, les leviers de lutte contre l’antibiorésistance se situent dans le compartiment 

humain et repose sur 2 principaux piliers : (i) la diminution de la consommation des antibiotiques, 

notamment dans le secteur communautaire et (ii) la mise en place de mesures d’hygiène individuelle 

et collective permettant de limiter les transmissions inter-humaines. L’utilisation raisonnée des 

antibiotiques est un outil fondamental dans la lutte contre l’antibiorésistance car il permet de limiter 

la pression de sélection sur les populations bactériennes, notamment sur la flore digestive humaine. 

Or, aujourd’hui, 93% des antibiotiques (en tonnage annuel) sont consommés en ville en France, dont 

78% sont prescrits en ville (205). C’est donc sur ce secteur qu’il est crucial d’agir par une approche 

inter-disciplinaire associant l’hôpital et les professionnels médicaux libéraux. C’est ce que nous allons 

faire prochainement en prenant part à la constitution très récente du CRAtb de La Réunion et des EMA. 

Il faut également s’intéresser aux prescriptions des antibiotiques post-urgences pour les patients revus 

par leur médecin traitant afin de veiller à une bonne adaptation de ces prescriptions à 48-72h, en 

parallèle de la disponibilité des résultats microbiologiques (363). Mettre en place des mesures 

d’hygiène individuelle dans la population communautaire semble plus difficile, mais pourquoi ne pas 

surfer sur la vague de la COVID-19, où les gestes « barrières » ont permis de nettement diminuer les 

épidémies hivernales de gastro-entérites en 2020. Enfin, il est important de disposer dans les ES d’un 

système de dépistage des BMR efficient et homogène sur l’île afin de limiter les transmissions croisées 

nosocomiales à l’hôpital. Il est ainsi nécessaire d’harmoniser les politiques de dépistage dans les 

différents établissements et le CRAtb, en relais du CPIAS, pourra participer à cette mission. 

Pour les EPC à La Réunion, la stratégie doit être différente, puisque la dynamique de diffusion de ces 

souches est elle-même différente. Celle-ci consiste à bloquer efficacement l’entrée des EPC dans les 

hôpitaux et cliniques de l’île, et notamment les ES accueillant des patients d’origine externe provenant 
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de la zone SOOI. Il faut ainsi dépister et isoler rapidement ces patients grâce à une EOH et un 

laboratoire de Microbiologie agissant de pair, et limitant ainsi les épidémies ou transmissions croisées 

entre les patients. Cette stratégie passe également par une sensibilisation et une bonne formation des 

personnels soignants paramédicaux (les EMA intègreront secondairement aussi des IDE). Connaître 

l’épidémiologie des EPC à La Réunion, c’est ainsi identifier des « profils de patients à risque » comme 

c’est le cas actuellement pour les EVASAN issues de Maurice qui sont spécifiquement suivies par l’EOH 

au CHU Nord (dépistage spécifique des BMR, BHRe, et de Candida auris). Un autre enjeu crucial sera 

de limiter la dissémination communautaire de ces EPC. Réduire l’usage inapproprié des antibiotiques 

en ville participera à cet objectif puisqu’il limitera les phénomènes de co-sélection des souches 

résistantes aux carbapénèmes (254,364). Si la bataille est peut-être perdue contre la dissémination des 

EBLSE dans le secteur communautaire, elle ne fait que commencer pour les EPC…   

Dans la zone SOOI, connaître les émergences et la dynamique de circulation des BMR/BHRe est 

également informative. En effet, identifier ces phénomènes, c’est permettre d’agir préventivement à 

la source de ces émergences. C’est notamment la vocation de la Commission de l’Océan Indien (COI) 

basée à Maurice. Cette organisation inter-gouvernementale intégrant les 5 îles de l’Océan Indien (à 

l’exception de Mayotte) est essentiellement financée par l’Agence Française pour le Développement, 

la Banque mondiale et l’Union Européenne. Elle vise à prévenir les problèmes, entre autres, sanitaires 

dans ces différents territoires avant que ceux-ci ne s’importent vers La Réunion et secondairement 

vers l’Europe occidentale. La Réunion agit ainsi comme un 1er rempart dans cette stratégie et il est 

important de mettre en place les collaborations permettant ces investigations rétrospectives à la 

source. Si l’épidémie de E. cloacae IMI-1 a essentiellement concerné des cas de colonisation, nous 

avons notamment été confronté en 2019-2020 à une épidémie de Acinetobacter baumannii 

producteurs des carbapénèmases OXA-23 et NDM-1 et résistants à la colistine (quasiment toto-

résistants) ayant provoqué une épidémie de 13 cas en réanimation médicale au CHU Nord, dont 8 

infections et 6 décès. Le cas index de cette épidémie était un patient originaire des Comores, 

hospitalisé au CHM puis transféré au CHU de La Réunion (la filière « classique »). Tout l’intérêt et la 

finalité de cette stratégie sera, au-delà de faire rempart à l’entrée de ces clones à La Réunion, de réussir 

à juguler ces émergences à la source quand ceci est possible. Enfin, notre rôle sera d’informer l’autorité 

compétente de la COI pour établir des stratégies de lutte contre l’antibiorésistances adaptées à chaque 

territoire. En effet, plusieurs travaux réalisés ou en cours dans la zone (Zanzibar et Madagascar) 

tendent à démontrer un modèle « One Health/low-income countries » notamment liés au péril oro-

fécal dont les principales armes seront les améliorations de l’habitat, des infrastructures d’évacuation 

et de traitement des eaux, de contrôle sanitaire de la contamination fécale des aliments et de l’eau 

potable ou la structuration des élevages.   
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CONCLUSION – PERSPECTIVES 
 

L’antibiorésistance est aujourd’hui un sujet de préoccupation majeur pour nos autorités de santé 

comme le témoigne la structuration régionale récemment demandée aux ARS par le ministère des 

solidarités et de la santé en 2020 (CRAtb et EMA) pour lutter contre ce phénomène. La Réunion et 

Mayotte sont 2 DOM de l’Océan Indien situés à environ 9000 km de la métropole et ayant connus une 

histoire et un développement différents. L’application de ces politiques de santé publique y est un 

challenge quotidien, et ceci est même un euphémisme lorsque l’on s’intéresse plus précisément à la 

situation sanitaire à Mayotte. Tenter de mieux comprendre les mécanismes de diffusion des bactéries 

multi- et hautement-résistantes dans ces territoires peut permettre de faire un premier bilan pouvant 

servir de socle (i) à des futures études scientifiques plus ciblées sur les problématiques principales 

identifiées, et (ii) à la mise en place de futures politiques de santé adaptées. 

Dans ce travail, nous avons répondu à l’objectif principal qui consistait à explorer la dynamique de 

diffusion des EBLSE dans les 3 compartiments humain, animal et environnemental à La Réunion en 

prenant pour modèle l’espèce E. coli. Nous avons ainsi déterminé, en explorant le core-genome, le 

résistome et partiellement le plasmidome de ces souches, que les animaux de rente n’étaient pas un 

réservoir de transmission prépondérant de E. coli BLSE pour l’Homme à La Réunion et que l’essentiel 

de ces transmissions était très probablement issu d’échanges inter-humains. Cette étude apporte de 

nouvelles connaissances sur ce phénomène à La Réunion et oriente sur les mesures qui pourraient 

permettre de limiter cette diffusion des BMR sur l’île. Nous avons également tenté de répondre aux 

objectifs secondaires en faisant un premier bilan exhaustif des EPC à La Réunion et en décrivant les 

modalités d’importation de ces BHRe sur le territoire réunionnais. Nous avons ainsi pu décrire 

certaines émergences comme une épidémie de E. cloacae IMI-1 à Mayotte qui s’est secondairement 

importée à La Réunion. La Réunion est ainsi un DOM non seulement fortement touché par la diffusion 

des EPC (4ème position en France en nombre de cas par rapport à la population réunionnaise) mais 

également soumis à une forte pression d’importation de ces BHRe (365). Les multiples liens établis 

entre La Réunion et Mayotte démontrent l’importance d’établir une politique régionale coordonnée 

de lutte contre l’antibiorésistance. Et même, plus largement, une politique inter-régionale par 

l’intermédiaire de la Commission de l’Océan Indien.  

Les perspectives de ce travail sont multiples et étroitement liées aux collaborations que nous 

réussirons à maintenir, établir et mettre en application dans la zone. Au niveau scientifique tout 

d’abord, où il faudra compléter cette collection de E. coli BLSE avec des souches originaires d’autres 

secteurs pour valider notre modèle et quantifier plus précisément la part de chaque compartiment 
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dans les transmissions des EBLSE chez l’Homme. Une autre perspective consistera à affiner notre 

méthode d’analyse du résistome en s’intéressant à d’autres supports de résistance comme les IS, les 

transposons ou les intégrons car le mobilome ne correspond pas stricto sensu au plasmidome. 

Certaines études récentes ont notamment mentionné le rôle de certaines IS dans des transferts 

horizontaux inter-niches écologiques, il est donc important de vérifier et quantifier cette hypothèse 

(289). Enfin, le dernier challenge consistera à déterminer la source d’exposition communautaire des 

E. cloacae IMI-1 en réalisant plusieurs campagnes de prélèvements sur place. Le deuxième versant des 

perspectives sera ainsi de réussir à tisser de réelles collaborations sur l’antibiorésistance entre les 2 

ARS de La Réunion et de Mayotte pour mener une action coordonnée et adaptée à chacun de ces 2 

territoires. Cela permettrait de mener des actions préventives, en amont sur le terrain, pour prévenir 

d’éventuelles nouvelles émergences ou transmissions. 

Ne nous trompons pas, si les BLSE sont aujourd’hui la problématique principale des infections dans le 

secteur communautaire et hospitalier à La Réunion, les EPC constituent le combat de demain. Dans la 

mesure où peu de molécules sont nouvellement commercialisées et que le gène blaNDM 

(intrinsèquement plus résistant) est prédominant à La Réunion, ces BHRe pourraient conduire à de 

réelles impasses thérapeutiques à court terme (366). Le Pr T.R. Walsh parle de la carbapénèmase NDM 

comme « la future CTX-M du XXIème siècle » en raison de la plasticité des plasmides portant le gène 

blaNDM et des très nombreuses IS porteuses d’autres gènes de résistance localisées sur ces plasmides. 

Des souches à la fois résistantes aux carbapénèmes et la colistine (résistance naturelle ou hétéro-

résistance) ont déjà été rencontrées au CHU de La Réunion. Si l’association aztréonam+avibactam 

constitue le dernier rempart thérapeutique en cas d’infection sévère, on ne sait pas combien de temps 

celui-ci perdurera. Il est ainsi urgent de mener une politique efficace de réduction de la consommation 

des antibiotiques dans tous les secteurs et la constitution d’un CRAtb à La Réunion ne peut être qu’un 

atout pour y parvenir. Enfin, freiner l’introduction des EPC dans les établissements de soins par une 

politique d’hygiène hospitalière réactive et coordonnée des EOH avec le laboratoire de Microbiologie 

et le SAMU (qui coordonne les EVASAN) comme c’est déjà le cas au CHU Nord est un outil indispensable 

pour s’adapter aux « profils à risques » de patients ayant voyagé et susceptibles d’être colonisés au 

niveau digestif par ces EPC. Ce n’est qu’au moyen d’une action massive, coordonnée et inter-

disciplinaire associant connaissances scientifiques et politiques de santé que nous parviendrons à 

éviter la tragédie annoncée.  
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« A moins que les nombreux acteurs concernés agissent d’urgence, de manière 

coordonnée, le monde s’achemine vers une ère post-antibiotique, où les infections 

courantes et des blessures mineures qui ont été soignées depuis des décennies 

pourraient à nouveau tuer »  

Dr Keiji Fukuda,  

Sous-directeur général de l’OMS, 2014. 

 

 

 

Ou plus simplement, en créole réunionnais… 

« Sof si le domoun i bouz à zot, tout ensemb, le monde i sava vers un l’ère post biotique, 

ou le band zinfection tou lé zour, et le ti bobo moins grave ke l’a fini et l’a soigné lé la 

lontan, i pe reni tuer encore » 

Traduction Julien Aure. 
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AUTRES TRAVAUX DE VALORISATION SCIENTIFIQUE 

 

Au cours de ce travail de thèse, j’ai également initié ou participé à d’autres travaux scientifiques 

s’intéressant à la circulation communautaire ou intra-hospitalière des EBLSE ou des EPC dans la zone. 

Ces travaux, issus de nos collaborations avec le CIRAD et l’UMR Chrono-Environnement, ont fait l’objet 

des valorisations suivantes :  

 

(1) Miltgen G, Garrigos T, Cholley P, Deleume M, Allou N, Allyn J, Wilkinson DA, Lugagne N, 

Belmonte O, Bertrand X, Hocquet D, Mavingui P. Nosocomial cluster of carbapenemase-producing 

Enterobacter cloacae in an intensive care unit dedicated COVID-19. Antimicrob Resist Infect Control. 

En cours de reviewing. 

 

(2) Gay N, Lugagne N, Miltgen G, Belmonte O, Cardinale E. Reunion Island, a sentinel island for 

multidrug-resistant bacteria surveillance in South-western Indian ocean: a retrospective survey using 

hospitalized patients screening, 2015-2017. BMC Public Health. 2020 Oct 1;20(1):1488. 

 

 

(3) Gay N, Leclaire A, Laval M, Miltgen G, Jégo M, Stéphane R, Jaubert J, Belmonte O, Cardinale E. 

Risk Factors of Extended-Spectrum β-Lactamase Producing Enterobacteriaceae Occurrence in Farms in 

Reunion, Madagascar and Mayotte Islands, 2016-2017. Vet Sci. 2018 Feb;23:5(1). 
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Abstract 

 

Concomitant prevention of SARS-CoV-2 and extensively drug-resistant bacteria transmission is 

a difficult challenge in intensive care units dedicated to COVID-19 patients. We report a nosocomial 

cluster of four patients carrying NDM-1 plasmid-encoded carbapenemase-producing Enterobacter 

cloacae. Two main factors may have contributed to cross-transmission: misuse of gloves and absence 

of change of personal protective equipment, in the context of COVID-19-associated shortage. This 

work highlights the importance of maintaining infection control measures to prevent CPE cross-

transmission despite the difficult context and that this type of outbreak can potentially involve several 

species of Enterobacteriales. 
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Introduction 

         The SARS-CoV-2 pandemic and antimicrobial resistance are two major public health problems 

that have so far rarely been intertwined (1-2). Unfortunately, in regions with high prevalence of 

carbapenemase-producing Enterobacteriales (CPE) such as the Southwest Indian Ocean area (SIOA), 

some tertiary hospitals may be simultaneously confronted with both phenomena (3). We describe here 

a nosocomial cluster of NDM-1 carbapenemase-producing Enterobacter cloacae (NDM-1 Ec) in an 

intensive care unit (ICU) of the University Hospital of Reunion Island (UHRI).  

Reunion Island is a French overseas territory located close to Madagascar with similar 

healthcare standards to those found in mainland France. Patients with COVID-19 hypoxemic 

pneumonia from the SIOA requiring ICU are evacuated to the UHRI, considered as the reference 

hospital in the region. During the SARS-CoV-2 epidemic, one of the three subunits of the ICU was 

dedicated to suspected or confirmed COVID-19 patients.  
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Methods 

CPE screening 

Within the framework of the establishment policy, patients hospitalized in the ICU were 

systematically screened for carriage of multidrug-resistant microorganisms, upon admission and 

weekly thereafter. Patients were kept on contact precautions until the first negative result was 

obtained. CPE screening was performed on rectal swabs by culture on selective chromogenic agar 

(ChromID CARBA Smart, BioMérieux, Marcy l’Etoile, France) according to the manufacturer’s 

recommendations.  

CPE identification and antimicrobial susceptibility testing 

Bacterial species was identified using MALDI-TOF mass spectrometry (Microflex, Bruker 

daltonics, Bremen, Germany). Carbapenemase production was confirmed using immuno-

chromatographic assay (NG Rapid Test CARBA-5, NG Biotech, Guipry, France) and multiplex PCR (Xpert 

Carba, Cepheid, Sunnywale, USA). Antibiotic susceptibility testing was performed by agar diffusion 

according to the 2020 EUCAST recommendations (www.eucast.org).  

Molecular genotyping and bioinformatics analysis 

Clonality between isolates was evaluated by pulsed-field gel electrophoresis and multi-locus 

sequence typing as previously described (3). Conjugation experiments were performed using the azide-

resistant laboratory strain Escherichia coli J53 as previously described (4). Plasmid DNA of the 

transconjugant was extracted using the QIAGEN Maxiprep kit according to the manufacturer’s 

recommendations. Sequencing of the extracted plasmid and of the genome of E. cloacae donor strain 

was performed on the MinION using an R9 (FLO-MIN106) flowcell. Antibiotic resistance genes were 

detected by querying the ResFinder database v. 4.0 (5). The plasmid sequence generated is available 

on the Genbank database under the accession number MW464182. The detailed bioinformatics 

protocol is supplied in the supplementary material. 
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Results 

Case 1, considered as the index case, was hospitalized in ICU on 2020 June 13. He was positive 

for Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae both producing NDM-1 on admission and for NDM-1 Ec 

for the first time on July 13, one month after its admission (Figure 1). During July and August 2020, 

three other patients hospitalized in adjacent rooms tested positive for NDM-1 Ec. Case 1, originating 

from Reunion Island,  died from bacteremia with NDM-1 Ec; the other three cases were colonized. 

Cases 2 and 3 had been transferred from Madagascar and were hospitalized for acute respiratory 

distress due to COVID-19. Case 4 came from Reunion Island and was hospitalized for 3 days for a 

digestive haemorrhage. The systematic screening on admission was negative for Cases 2, 3 and 4. A 

total of seven isolates were collected (Figure 1). Four isolates were not susceptible to all -lactams, 

fluoroquinolones, sulfamethoxazole-trimethoprim, amikacin, and three were additionally resistant to 

colistin (Minimal Inhibitory Concentration – MIC, 16 mg/L) and to tigecycline (MIC, 2 mg/L). They 

remained susceptible only to gentamicin (MIC, 1 mg/L), fosfomycin (MIC, 16 mg/L) and the 

combination of aztreonam and avibactam (cumulated MIC, 0.5 mg/L).  

The analysis of five isolates of NDM-1 Ec (two isolates – one susceptible and one resistant to 

colistin – were analyzed from Case 1) shared the same pulsotype and belonged to Sequence Type 90. 

Resistance to carbapenem could be transferred by conjugation to the E. coli J53. The resistance gene 

blaNDM-1 was carried by an IncC plasmid of 147,312 bp and associated with the bleomycin resistance 

gene ble in a truncated ISAba125 insertion sequence (Figure 2). This plasmid also harbored a duplicated 

region with ampC and sugE genes (3rd cepholosporin and quaternary ammonium resistances, 

respectively), interspersed between components of the tra operon (Figure 2). The resistance 

mechanism to colistin has not been explored.  
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Discussion 

    A cluster of CPEs shared by four patients is unusual in this ward, where paramedical staff are 

well trained to preventive measures of cross-transmission and where enhanced contact precautions 

often need to be applied for medical evacuation (6). In our opinion, two main factors could have 

favoured the transmission of NDM-1 Ec - most likely imported into the ICU by the Case 1 - to the other 

three patients: (i) the misuse of gloves in nursing acts, and (ii) the absence of change of over-gowns 

between patient rooms, considering that the whole subunit was as a COVID-positive sector. This way 

of using personal protective equipment (PPE) was implemented to limit the risk of contamination of 

nursing staff during undressing and to reduce demand in a context of a PPE shortage. Concomitant 

positive screening of Cases 2, 3, and 4 within a short time interval of seven days corroborates the 

probable health-care workers carrying transmission (Figure 1). Moreover, these three patients had a 

negative rectal screening at their admission into the ICU, confirming the nosocomial transmission.  

We immediately implemented infection control measures including (i) simultaneous screening 

of all patients in the subunit and (ii) strict application of enhanced contact precautions with glove and 

over-gown change between each room. In addition, a hygienist nurse was assigned to the ICU to advise 

and retrain the nursing staff in the preventive measures of cross-transmission. Since, no new cases of 

infection or colonization with this NDM-1 Ec clone have occurred to date, three months after the 

episode.  

Although the carbapenemase-encoding gene may be carried by the same species of 

Enterobacteriales (as described here), one should be aware that carbapenemase-resistance 

determinants are highly transferable via mobile genetic elements and can easily spread to other co-

occurring species of the gut flora, like K. pneumoniae or E. coli, as in Case 1 and described elsewhere 

(7). As recently stated in an update of the French national guidelines, it is therefore important to 

consider the type of enzyme produced by the enterobacteria (such as OXA-48-like or NDM) 

independently of the bacterial species to define whether patients are part of the same outbreak (6). 

Lastly, the adaptive resistance to colistin of the NDM-1 Ec isolate found in Case 1 was probably induced,  
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as this patient had been treated with colistin (Figure 1). 
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Conclusions 

   Here, we point out a new situation where the admission of COVID-19 patients can influence 

the long-established infection control behaviours. Such “collateral damage” has recently been 

described by authors who investigated the first nosocomial clusters in COVID-19 units (8-10). Our 

observation highlights the importance of maintaining measures to control CPE despite the additional 

pressure put on ICUs by the large number of incoming COVID-19 cases. Finally, clinicians and hygienists 

should be aware that an CPE’s outbreak can affect several species of Enterobacteriales due to the high 

transferability of the carbapenemase-encoding resistance genes. 
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Appendices 

Figure 1. 

Timeline of patients infected/colonized with NDM-1 producing Enterobacter cloacae (NDM-1 Ec) 

hospitalized in intensive care unit of the University Hospital of Reunion Island, Saint-Denis, France, 

June-August 2020 (n=4). Each NDM-1 Ec positive patient is represented by a line and each positive 

sample is symbolized by a red box. For the positive clinical samples, letters in the red boxes indicate 

the specimen source: B for blood origin, P for pulmonary origin and R for rectal origin. Numbers in the 

boxes are those of the room in ICU. The death of Case 2 was considered not attributable to NDM-1 Ec. 

 

Figure 2. 

Schematic map of the putative NDM-1 containing plasmid identified by conjugative transfer and 

MinION long-read sequencing. Genes associated with plasmid replication and maintenance as well as 

mobile elements related to the acquisition of antibiotic resistance are labelled. Other gene labels are 

left off for clarity. The plasmid carried 2 insertion sequences included resistances gene : (i) a truncated 

ISAba125 with blaNDM-1 and ble genes and (ii) a duplicated region with ampC and sugE genes, 

interspersed between components of the tra operon. 
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Abstract

Background: In 2015, antimicrobial resistance was identified as a public health priority for the South-Western

Indian Ocean (SWIO) (i.e. Comoros, Madagascar, Mauritius, Mayotte (France), Reunion Island (France), and

Seychelles). However, in 2020, colonization rates of antimicrobial-resistant bacteria (ARB) in human populations on

most islands in SWIO were still not known and neither hospital nor community colonization rates had been

estimated. The aim of this study was to estimate the prevalence of colonization of six ARB groups in hospitalized

patients residing in the SWIO territories. The six groups comprise extended-spectrum betalactamase producing

Enterobacteriaceae (ESBL-E), carbapenem-resistant Enterobacteriaceae (CRE), methicillin-resistant Staphylococcus

aureus (MRSA), vancomycin-resistant enterococci (VRE), and both ceftazidime and/or imipenem-resistant

Acinetobacter spp. (ACB), and ceftazidime and/or imipenem-resistant Pseudomonas spp. (PSA)).

Methods: Based on comprehensive hospital laboratory ARB screening data, we provide the first estimation of ARB

colonization rates in hospitalized patients residing in SWIO (2015–2017). Using ARB colonization rates in Reunion

Island (France) as the reference for estimating odds ratio, we identified at risk patients based on their territory of

residence.

Results: The survey pointed to significantly higher overall ARB colonization rates in patients from Comoros,

Madagascar, Mayotte, and Seychelles compared to Reunion Island as the reference. Extended-spectrum

betalactamase producing Enterobacteriaceae was found to be the most common ARB group colonizing patients

from SWIO territories. The highest MRSA colonization rates were observed in patients from Mayotte and Seychelles.

Colonization by carbapenem-resistant Enterobacteriaceae (CRE) was highest in patients from Mauritius.

Conclusion: These results identify high ARB colonization rates in hospitalized patients from SWIO territories that

require further investigation, particularly CRE in Mauritius and MRSA in Seychelles and Mayotte. This study is the first

step toward the implementation of a broader regional ARB surveillance system.
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Background

An increase in the prevalence of antimicrobial-resistant

bacteria (ARB) was observed in Reunion Island (France)

between 1997 and 2007 [1]. Epidemiological surveillance

in hospitals in In 2015 Reunion Island pointed to trends

in the incidence of extended-spectrum betalactamase

producing Enterobacteriaceae (ESBL-E) similar to Occi-

tanian Region in mainland France and a lower incidence

for methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA)

[2].

The South-Western Indian Ocean (SWIO) region con-

tains the islands of the Union of Comoros, Madagascar,

Mauritius, Mayotte (France), Reunion Island (France),

and Seychelles. Based on a review of the literature,

ESBL-E and carbapenem-resistant Enterobacteriaceae

(CRE) were identified as a main public and veterinary

health issue for SWIO [3]. Antimicrobial resistance has

been considered a public health priority in the region

since 2015. However, the absence of an ARB surveillance

network in most SWIO territories and rare publications

on the topic prevented researchers from identifying the

most affected islands and the implementation of targeted

action plans.

Felix-Guyon University hospital in Reunion Island is

well suited for medical evacuations and receives most

patients evacuated from other islands of SWIO. Since

2015, an ARB screening strategy has been in place for all

patients residing abroad who arrive via medical evacu-

ation, or who visited a foreign country in the three pre-

ceding months, and/or were hospitalized abroad in the

past year. All patients admitted to the intensive care pa-

tients in Felix-Guyon hospital are screened to avoid

introducing ARB in the unit.

Based on comprehensive hospital laboratory ARB

screening data, we estimated the prevalence of

colonization by ARB (i.e. ESBL-E, CRE, MRSA,

vancomycin-resistant enterococci, and both ceftazidime

and/or imipenem-resistant Acinetobacter spp. (ACB),

and ceftazidime and/or imipenem-resistant Pseudo-

monas spp. (PSA)) of hospitalized patients residing in

SWIO. This is the first estimation of the ARB

colonization rates in patients from SWIO territories

using standard indicators.

Methods

Data collection and inclusion criteria

We conducted a retrospective survey of all patients ad-

mitted to the Felix-Guyon University hospital, which is

the main hospital in Reunion Island, between 2015 and

2017. Only patients who resided in SWIO were included.

All the patients were screened for ARB detection (i.e.

anal for ESBL-E, CRE, VRE, ACB, PSA, and nasal swab-

bing for MRSA). For Reunion Island, only patients ad-

mitted to the intensive care unit (all patients were

screened) were used as the reference to estimate odds

ratio.

Definition of ARB

Bacterial species were routinely identified for all isolates

using MALDI-TOF mass spectrometry (Bruker Dal-

tonics, Bremen, Germany). Antimicrobial susceptibility

testing was performed using the disc diffusion method

according to guidelines published by the Committee on

Antimicrobial Susceptibility Testing of the French Soci-

ety of Microbiology in 2015 [4].

The ARB groups included in the survey were:

(i) Staphylococcus aureus resistant to oxacillin was

designated as methicillin-resistant Staphylococcus

aureus (MRSA) according to the French national

multidrug-resistant bacteria surveillance network

[5];

(ii) Enterobacteriaceae resistant to cefotaxime and/or

ceftazidime and/or cefepime were designated as

ESBL-E if a synergy between third-generation ceph-

alosporins and clavulanic acid was confirmed by the

disc diffusion method according to French recom-

mendations [4]. ESBL-E definition was according to

the French national multidrug-resistant bacteria

surveillance network [5];

(iii)Enterobacteriaceae resistant to imipenem and/or

ertapenem were confirmed for the presence of

relevant resistance genes by PCR (X-pert Carba-R,

GeneXpert, Cepheid, Sunnyvale, USA) and desig-

nated as carbapenem-resistant Enterobacteriaceae

(CRE).

(iv)Enterococcus faecium resistant to vancomycin and/

or teicoplanin and confirmed for the presence of

relevant resistance genes by PCR (X-pert vanA/

vanB, GeneXpert, Cepheid, Sunnyvale, USA) were

designated by vancomycin-resistant enterococci

(VRE);

(v) both Acinetobacter spp. (ACB) and (vi)

Pseudomonas spp. (PSA) included in our survey

were ceftazidime and/or imipenem resistant.

A patient was considered ARB positive if one or more

ARB group was isolated from that patient.

Statistical analyses

ARB colonization rates in patients were compared based

on their territory of residence using a logistic regression

analysis with ARB colonization as the dependent variable

and the patient’s territory of residence as the explanatory

variable. Odds ratio were calculated using patients resid-

ing in Reunion Island as the reference and the statistical

significance threshold was set at p-values < 0.05. Confi-

dence intervals of ARB prevalence were estimated using
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the Wilson method. All statistical analyses were per-

formed using R software version 3.4.2 [6], the package

tydiverse [7], binom [8], and the package finalfit [9].

The study was approved by the French national com-

mission on data protection and liberties (reference 2,

210,228 v0, January 10th 2019).

Results

From January 1st 2015 to December 31st 2017, a total of

4135 hospitalized patients from the SWIO territories

were surveyed. A total of 978 out of 4135 (23.7%) pa-

tients tested positive for ARB colonization.

The number of hospitalized patients varied between

the SWIO territories of residence ranging from 13 pa-

tients residing in Seychelles to 2184 patients residing in

Reunion Island. The highest ARB colonization rates

were observed for patients residing in Seychelles (61.5%)

and Madagascar (41.3%) (Fig. 1). A total of 923 out of

978 (94.4%) ARB positive patients were colonized by

ESBL-E. ARB colonization rates varied with the patient’s

territory of residence.

Overall, ARB colonization rates were significantly

higher in Comoros, Madagascar, Mayotte, and Seychelles

than in Reunion Island (used as reference); ESBL-E

colonization rates followed the same trend (Table 1).

MRSA colonization rates were significantly higher in

Seychelles and Mayotte hospitalized patients than in pa-

tients residing in Reunion Island. CRE colonization rates

were significantly higher in patients residing in

Mauritius than in patients residing in Reunion Island.

Discussion

This study pointed to higher ARB colonization rates in

hospitalized patients from Comoros, Madagascar,

Mayotte, and Seychelles compared to patients who res-

ide in Reunion Island. ESBL-E colonization was common

in all SWIO territories whereas specific epidemiological

trends were observed for MRSA and CRE. Higher MRSA

colonization rates were reported in patients from

Mayotte and Seychelles and a high CRE colonization

rate was identified in patients residing in Mauritius (p <

0.001). These results are the first step toward a regional

hospital-based ARB surveillance system as planned by

the Indian Ocean Commission in 2015 [10].

Our survey used the biggest sample of SWIO individ-

uals ever reported in the literature. The study design is

based on a convenience sample. Accordingly individuals

included in the analysis were not randomly selected, but

these data are relevant for the estimation of ARB

colonization rates in SWIO hospitals based on the

knowledge that i) the patient’s territory of residence is a

known risk factor for ARB infection and carriage [11–

14] and that ii) individuals included in the study were

probably looking for care in Reunion Island after being

treated in facilities in the territory in which they reside.

Thus, estimated ARB colonization rates should approxi-

mate the ARB epidemiological situation in local SWIO

hospitals. However, the socio-economic status of pa-

tients seeking care on Reunion Island (higher incomes

than the local population) may have favor access to

healthcare, medicine, and hygiene. Accordingly,

Fig. 1 ARB colonization rates according to the patient’s territory of residence in the South-Western Indian Ocean. * An ARB positive patient could

be a carrier of more than one ARB group; ESBL-E: extended-spectrum betalactamase producing Enterobacteriaceae; MRSA: methicillin-resistant

Staphylococcus aureus; CRE: carbapenem-resistant Enterobacteriaceae; ACB: ceftazidime and/or imipenem-resistant Acinetobacter spp.; VRE:

vancomycin-resistant enterococci.; PSA: ceftazidime and/or imipenem-resistant Pseudomonas spp.
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Table 1 Comparison of ARB colonization rates according to the patient’s territory of residence (2015–2017) using Reunion Island (France) as reference

Patients
(n)

ARB positive patients ESBL-E MRSA CRE

OR (95% CI) Prevalence (95% CI) OR (95% CI) Prevalence (95% CI) OR (95% CI) Prevalence (95% CI) OR (95% CI) Prevalence (95% CI)

Seychelles 13 7.0 [2.3–23.2] ** 61.5% [35.5–82.3%] 7.4 [2.4–24.5] ** 61.5% [35.5–82.3%] 32.9 [4.8–140.8] ** 15.4% [4.3–42.2%] _ _

Madagascar 322 3.1 [2.4–3.9] ** 41.3% [36.1–46.8%] 3.1 [2.4–3.9] ** 40.1% [34.9–45.5%] 2.3 [0.7–6.6] 1.2% [0.5–3.2%] 2.7 [0.8–8.2] 1.2% [0.5–3.2%]

Comoros 30 2.2 [1.0–4.6] * 33.3% [19.2–51.2%] 2.3 [1.0–4.8] * 33.3% [19.2–51.2%] _ _ _ _

Mayotte 1475 1.6 [1.3–1.8] ** 26.4% [24.3–28.8%] 1.5 [1.3–1.8] ** 24.7% [22.5–26.9%] 3.6 [1.9–7.4] ** 2.0% [1.4–2.8%] 2.1 [0.9–4.8] 0.9% [0.6–1.6%]

Mauritius 111 1.5 [1.0–2.4] 26.1% [18.9–35.0%] 1.1 [0.7–1.8] 19.8% [13.5–28.2%] _ _ 19.2 [7.5–48.6] ** 8.1% [4.3–14.7%]

Reunion 2184 1 (ref) 18.7% [17.1–20.4%] 1 (ref) 17.9% [16.3–19.5%] 1 (ref) 0.5% [0.3–1.0%] 1 (ref) 0.5% [0.2–0.8%]

ARB Antimicrobial-resistant bacteria, ESBL-E Extended-spectrum betalactamase producing Enterobacteriaceae, MRSA Methicillin-resistant Staphylococcus aureus, CRE Carbapenem-resistant Enterobacteriaceae, OR Odds

ratio, CI Confidence interval, ref. reference for odds ratio estimation; ** ≤ 0.001; * < 0.05; ACB, PSA, and VRE are not presented here as odds ratio were not significant
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estimated ARB colonization rates could underestimate

the real colonization rates in local health care settings as

poverty is a known risk factor for ARB colonization [15].

Furthermore, using screening data from patients in the

intensive care unit in Reunion Island (reference) may

also under-estimate the odds ratio. Indeed, the intensive

care unit has the highest prevalence of hospital-acquired

infections in hospital settings [16]. Finally, the small

number of hospitalized patients arriving from Seychelles

and Comoros could limit our interpretation.

ESBL-E occurrence in SWIO has already been

highlighted as a public health issue both in the commu-

nity and in hospitals [3] for which our analysis provided

quantitative confirmation. For instance, the estimated

ESBL-E colonization rate for Madagascar was high

(40.1%) which is in accordance with the colonization

rates of travelers reported in the literature, which ranged

from one in three (33.3%) [17] to four out of seven

(57.1%) [18] in 2012–2013, but higher than the 18.5%

ESBL-E colonization rate reported in the community in

2013–2014 [19]. A high CRE colonization rate in pa-

tients repatriated from Mauritius has already been re-

ported [20]; this may confirm CRE circulation in

hospitals in Mauritius and/or in the community. Large

fluxes of travelers from India may also contribute to

changes in ARB epidemiology in Mauritius [21] as

NDM-producing isolates are considered endemic in

India [22]. Finally, as ACB and PSA colonization rates

were low in SWIO patients, comparisons of the two

colonization rates between territories were not possible.

Further surveys are needed to confirm the low rates of

ACB and PSA colonization observed in this study.

Conclusion

Our study provides the first estimate of ARB

colonization rates in hospitalized patients in the SWIO.

Overall high ESBL-E colonization rates were identified

in patients from SWIO territories; MRSA and CRE

colonization rates were high in certain territories. These

results raise awareness on the circulation of specific

ARB groups in local SWIO hospitals. This is the first

step toward a targeted action plan for the prevention

and control of ARB in the region. The results of this

study will serve as a basis for the implementation of

broader regional surveillance systems.
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Abstract: In South Western Indian ocean (IO), Extended-Spectrum β-Lactamase producing

Enterobacteriaceae (ESBL-E) are a main public health issue. In livestock, ESBL-E burden was

unknown. The aim of this study was estimating the prevalence of ESBL-E on commercial farms in

Reunion, Mayotte and Madagascar and genes involved. Secondly, risk factors of ESBL-E occurrence

in broiler, beef cattle and pig farms were explored. In 2016–2017, commercial farms were sampled

using boot swabs and samples stored at 4 ◦C before microbiological analysis for phenotypical ESBL-E

and gene characterization. A dichotomous questionnaire was performed. Prevalences observed

in all production types and territories were high, except for beef cattle in Reunion, which differed

significantly. The most common ESBL gene was blaCTX-M-1. Generalized linear models explaining

ESBL-E occurrence varied between livestock production sectors and allowed identifying main

protective (e.g., water quality control and detergent use for cleaning) and risk factors (e.g., recent

antibiotic use, other farmers visiting the exploitation, pet presence). This study is the first to explore

tools for antibiotic resistance management in IO farms. It provides interesting hypothesis to explore

about antibiotic use in IO territories and ESBL-E transmission between pig, beef cattle and humans

in Madagascar.

Keywords: Indian ocean; livestock; extended-spectrum β-Lactamase producing Enterobacteriaceae;

risk factors; CTX-M; enzymes

1. Introduction

Extended-spectrum β-Lactamase producing Enterobacteriaceae (ESBL-E) is a public and veterinary

health burden worldwide and particularly in West Indian ocean countries [1]. These multi-resistant

bacteria have been identified as a priority in terms of epidemiological surveillance in humans and animals

from the Indian Ocean Commission (IOC) state members (i.e., Comoros, Madagascar, Mauritius, Reunion

and Seychelles) and Mayotte (French oversea territory) [1].

ESBL-E are resistant to almost all beta-lactam antibiotic drugs including third generation

cephalosporin (3GC), co-resistance is often observed with other classes of antibiotics such as

fluoroquionolones, aminoglycosides, sulfonamides and tetracyclins, leading to the use of last-resort

antibiotics (i.e., carbapenems) in ESBL-E infections in humans [2].
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Vet. Sci. 2018, 5, 22 2 of 14

The occurrence of ESBL-E has been identified in broiler and swine farms in Europe [3–5] and the

CTX-M β-lactamases is the most frequently detected enzyme in livestock, especially blaCTX-M-1 [4].

Selection pressure exerted by antibiotic drugs on microbiota favours carriage and persistence

of ESBL-E in humans (hospital and community) [6,7], livestock and pets [7–9]; thus, all could act as

potential reservoirs of ESBL-E.

The main known risk factor identified in ESBL-E occurrence in livestock was “use of 3GC or

fourth generation cephalosporin (4GC) (ceftiofur, cefoperazone and cefquinome) in the last 12 months”

in dairy and pig farms [10,11].

Other risk factors such as storage of slurry in a pit, operating an open herd policy and infrequent

cleaning of calf feeding equipment were also identified in dairy farms [4] and fish ponds presence in

poultry farms of Vietnam [12].

In IOC, no estimate of ESBL-E prevalence in livestock was available. Thus, the aim of this study

was first estimate the prevalence of ESBL-E on beef cattle, broiler and pig commercial farms in Reunion,

Mayotte and Madagascar Islands and identify ESBL enzymes occurrence in each production type and

territory. Secondly, potential risk factors of ESBL-E occurrence in poultry, beef cattle and pig farms

were explored.

2. Materials and Methods

2.1. Study Population

Reunion and Mayotte are French overseas territories located in South Western Indian ocean.

Reunion with an area of 2512 km2 is home for around 850,996 people [13]. In Reunion, 156 poultry

producers, 340 pig producers and 331 beef cattle producers are structured in official breeding

organization and could be considered as intensive or partially free ranging [14].

Mayotte with an area of 374 km2 is home for around 235,132 people [13]. One hundred fifty modern

poultry producers and 3600 beef cattle farms are recorded in this territory [15]. However, twenty

poultry producers and 320 beef cattle producers are structured in breeding official organizations [16].

Madagascar is the fifth largest island in the world, with a land mass of 587,000 km2 and

24.24 million inhabitants in 2016 [17]. Its economy is based essentially on agriculture and tourism;

producer census was not available at the Direction of Veterinary Services of the Ministry of Livestock

Production [18].

2.2. Sampling

From February to August 2016, broiler, pigs and beef cattle farms were sampled in Reunion.

Due to a foot-and-mouth outbreak in Mauritius Island, sampling had to be stopped in beef cattle

in Reunion for sanitary reasons. Sampling was reported to August 2017 for beef cattle. In Mayotte,

beef cattle and broiler were sampled from September to October 2016, no pig farms were present in

this territory due to mostly Muslim community representation; thus, no sample of pigs was collected.

In Madagascar, sampling was performed in November 2016. Beef cattle were sampled in Antsirabe,

broiler in Mahitsy and pig farms in Imerintsiatosika, known to be key production sites. It is to be noted

that broiler and beef cattle farms from Mayotte and Madagascar could also raise few hen and dairy

cattle in the farm without being the main commercial activity.

In each territory, the sample size of thirty breeding farms of each livestock production sector were

targeted. Samples were collected using boot swabs Sterisox®. Number of samples depended on the

house’s surface area, one Sterisox® covered 100 m2 of building. If possible all boxes were visited and

livestock gathering points (e.g., water pond, watering trough) were also sampled. Number of samples

per farm varied between one and five.

All samples were immediately maintained at 4 ◦C before analyses proceeded within 48 h after

reception (transport within the day for Reunion and within one week for Mayotte and Madagascar).
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No ethical approval was needed as non-invasive sampling methods were used to identify farm

ESBL-E sanitary status.

2.3. Laboratory Investigations

2.3.1. ESBL-E Phenotype

Sterisox® boot swabs were incubated 20 ± 4 h at room temperature with 100 mL of physiological

water and 900 µL of Brain-Heart Infusion broth (BioMérieux SA, Marcy l’Etoile, France). Ten µL of the

enriched suspension was directly streaked onto selective chromogenic agar plates (ChromID-ESBL,

Biomérieux, Marcy l’Etoile, France) and incubated overnight at 37 ◦C under aerobic condition.

Presumptive ESBL-producers were sub-cultured individually on Drigalski lactose agar and bacterial

species identification performed using MALDI-TOF mass spectrometry (Bruker Daltonics, Breme,

Germany). All Enterobacteriacae isolates identified, one or more by positive farms, were considered

ESBL-E if confirmed by the combination disc test according to the European Committee on

Antimicrobial Susceptibility Testing guidelines [19]. Thus, Muller Hinton agar with cefotaxime,

ceftazidime, cefixime and cefepime disks with and without clavulanic acid allowed testing. The result

was considered positive if the inhibition zone diameter was ≥5 mm larger with clavulanic acid than

without for at least on cephalosporin tested.

If ESBL-E were identified, antibiograms were performed on isolates with ertapenem

(ETP), nalidixic acid (NA), ofloxacin (OFL), gentamicin (GEN), Amikacin (AMK), trimethoprim/

sulfamethoxazole (SXT) and tetracycline (TCN) tested.

2.3.2. Characterization of ESBL Genes

ESBL-producing isolates were randomly selected per livestock production sector for each territory

(except Reunion with 35 E. coli isolates). Total DNA was extracted using the NucliSens®Easymag®

system (Biomérieux, Marcy l’Etoile, France) according to the manufacturer’s instructions. Extracted

eluates were stored at −80 ◦C. Molecular characterization was performed using Check-MDR CT103XL

array test (Check-Points Health B.V., Wageningen, The Netherlands) for identification of ESBL

genes (i.e., encoding BEL, CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-9, CTX-M-8/25, GES-ESBL, PER, SHV-ESBL,

TEM-ESBL, VEB) and discriminated ESBL and non-ESBL TEM and SHV variants. The assay consisted

in a two-step amplification process of the ESBL target sequences, followed by a colorimetric microarray

detection of the reaction products. Image analysis and interpretation were provided by Check-Points

“5-2-2015” software (Check-Points Health B.V., Wageningen, The Netherlands).

2.4. Questionnaire

A dichotomous questionnaire to assess potential risk factors on farms was developed.

Data regarding farm building, biosecurity measures, breeding practices including management of

knackery, water quality, quarantine and effluent, vector control, cleaning and disinfection techniques,

use of antibiotics and questions related to the breed like housing system and origins of animals were

collected (See questionnaire annex). Answers were cross-checked by direct observation and corrected

if necessary.

2.5. Risk Factors Analyses

A farm was considered positive if at least one boot swab was found positive for ESBL-E in

bacteriological analysis. A farm was considered negative if all boot swabs samples were negative

for ESBL-E.

Explanatory variables considered for analysis were categorical. If fewer than five observations

recorded in a category the variable was excluded. The variable to be explained was ESBL-E occurrence

in the livestock production sector in each territory. Bivariate analyses were performed using Fisher test

(p < 0.05).
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For generalized linear models (GLM), a preliminary step aimed at evaluating association between

explicative variables and ESBL-E farm status with bivariate analyses in each livestock production

sectors (including all three territories). Factors associated with ESBL-E positivity with a p-value < 0.20

were offered to a full model form multivariate analysis (GLM). The variable territory was not included

in models as it was significantly associated with other variables. Interactions between variables were

not including in the models. The preferred model was the one with the minimum Akaike information

criterion (AIC). Goodness of fit test were also performed. R software (R Development Core team, 2012)

was used to perform statistical analysis (https://www.r-project.org/).

3. Results

3.1. Prevalence Observed, Bacterial Diversity and Antibiogram Results

In Reunion, high prevalences were observed in poultry (70.0% ± 16.7%) and pig farms

(53.3% ± 18.2) (Table 1). Prevalence differed significantly between livestock production type in Reunion

(p-value < 0.001) with a low prevalence observed in beef cattle farms (3.7% ± 5.1%). In Mayotte

and Madagascar, no difference in prevalence was observed between livestock type in each territory

(p-value > 0.05).

Comparing prevalence among poultry production in the three territories, no difference was

observed (p-value = 0.94). In pig production, the prevalence differed significantly between Madagascar

and Reunion (p-value < 0.005). Finally, in beef cattle the prevalence between the three territories

differed significantly (p-value < 0.001).

Table 1. Prevalence of ESBL-E in livestock production farms of Reunion, Mayotte and Madagascar,

2016–2017.

Territory N (Positive Farm) ESBL-E Positive Farms p-Value (1) p-Value (2)

Reunion <0.001

Poultry 30 (21) 70.0% [53.3–86.7] − 0.94
Pigs 30 (16) 53.3% [35.1–71.5] − <0.005

Beef cattle 54 (2) 03.7% [00.0–08.8] − <0.001

Mayotte 0.70

Poultry 23 (17) 73.9% [55.6–92.2] − −

Beef cattle 19 (13) 68.4% [47.1–89.7] − −

Madagascar 0.16

Poultry 30 (21) 70.0% [53.6–86.7] − −

Pigs 30 (26) 86.7% [74.3–99.1] − −

Beef cattle 30 (20) 66.7% [49.5–83.9] − −

N: total livestock commercial farms sampled. (1) p-value of Fisher test regarding occurrence between livestock
production type in each territory. (2) p-value of Fisher test regarding occurrence in each livestock production type
between each territory.

In Reunion, four different species were found among Enterobacteriacae isolates with two species

(Escherichia coli and Enterobacter cloacae complex) in both poultry and beef cattle farms, three species in

pig (E. coli, Klebsiella pneumonia and Citrobacter freundii) (Table 2).

In Mayotte, Enterobacteriacae diversity was reduced to E. coli and E. cloacae complex in both

poultry and beef cattle production.

In Madagascar, an important diversity of species was found among Enterobacteriacae isolates

with six different species identified in all types of production. Species diversity varied according

to the production type with five species identified in pig production, three in beef cattle and

poultry production.

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

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

(Table 2).
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Table 2. Diversity of the ESBL-E species isolated in chromogenic agar from livestock production farms of Reunion, Mayotte and Madagascar, 2016–2017.

Bacterial Species
Reunion Mayotte Madagascar

Poultry Pig Cattle Poultry Cattle Poultry Pig Cattle

N (% ESBL-E) n ESBL-E (%) n ESBL-E (%) n ESBL-E (%) n ESBL-E (%) n ESBL-E (%) n ESBL-E (%) n ESBL-E (%) n ESBL-E (%)
Citrobacter freundii 6 (100.0%) - - 2 2 (100.0%) - - - - - - - - 4 4 (100.0%) - -

Escherichia coli 307 (95.1%) 145 136 (93.8%) 45 40 (88.9%) 2 2 (100.0) 19 19 (100.0%) 17 17 (100.0%) 28 28 (100.0%) 29 28 (96.6%) 22 22 (100.0%)
Escherichia hermannii 2 (100.0%) - - - - - - - - - - - - - 2 2 (100.0%)

Enterobacter cloacae complex 13 (92.3%) 1 1 (100.0%) - - 1 0 (00.0%) 1 1 (100.0%) 1 1 (100.0%) 1 1 (100.0%) 6 6 (100.0%) 2 2 (100.0%)
Klebsiella pneumoniae 11 (100.0%) - - 2 2 (100.0%) - - - - - - 2 2 (100.0%) 7 7 (100.0%) - -
Morganella morganii 2 (100.0%) - - - - - - - - - - - - 2 2 (100.0%) - -

Table 3. Antibiogram results of ESBL-E from livestock production farms of Reunion, Mayotte and Madagascar, 2016–2017.

ETP NA OFL GEN AMK SXT TCN

S I R S I R S I R S I R S I R S I R S I R ND

Reunion
Broiler
E. coli

(N = 136)
136

(100.0%)
0

(00.0%)
0

(00.0%)
102

(75.0%)
5

(03.7%)
29

(21.3%)
131

(96.3%)
2

(01.5%)
3

(02.2%)
128

(94.1%)
0

(00.0%)
8

(05.9%)
134

(100.0%)
0

(00.0%)
0

(00.0%)
34

(25.0%)
0

(00.0%)
102

75.0%)
33

(24.3%)
0

(00.0%)
65

(47.8%)
38

(27.9%)
E. cloacae
(N = 1)

1
(100.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

1
(100.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

1
(100.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

1
(100.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

1
(100.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

1
(100.0%)

1
(100.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

Pig
E. coli

(N = 40)
39

(97.5%)
1

(02.5%)
0

(00.0%)
29

(72.5%)
1

(02.5%)
10

(25.0%)
30

(75.0%)
0

(00.0%)
10

(25.0%)
35

(87.5%)
0

(00.0%)
5

(12.5%)
40

(100.0%)
0

(00.0%)
0

(00.0%)
5

(12.5%)
0

(00.0%)
35

(87.5%)
5

(12.5%)
1

(02.5%)
23

(57.5%)
11

(27.5%)
C. freundii

(N = 2)
2

(100.0%)
0

(00.0%)
0

(00.0%)
2

(100.0%)
0

(00.0%)
0

(00.0%)
2

(100.0%)
0

(00.0%)
0

(00.0%)
2

(100.0%)
0

(00.0%)
0

(00.0%)
2

(100.0%)
0

(00.0%)
0

(00.0%)
2

(100.0%)
0

(00.0%)
0

(00.0%)
2

(100.0%)
0

(00.0%)
0

(00.0%)
K. pneumoniae

(N = 2)
1

(50.0%)
1

(50.0%)
0

(00.0%)
1

(50.0%)
0

(00.0%)
1

(50.0%)
1

(50.0%)
0

(00.0%)
1

(50.0%)
2

(100.0%)
0

(00.0%)
0

(00.0%)
2

(100.0%)
0

(00.0%)
0

(00.0%)
1

(50.0%)
2

(100.0%)
1

(50.0%)
1

(50.0%)
0

(00.0%)
1

(50.0%)
Beef cattle

E. coli (N = 2)
2

(100.0%)
0

(00.0%)
0

(00.0%)
1

(50.0%)
0

(00.0%)
1

(50.0%)
1

(50.0%)
1

(50.0%)
0

(00.0%)
2

(100.0%)
0

(00.0%)
0

(00.0%)
2

(100.0%)
0

(00.0%)
0

(00.0%)
2

(100.0%)
0

(00.0%)
0

(00.0%)
0

(00.0%)
0

(00.0%)
2

(100.0%)

Mayotte
Broiler
E. coli

(N = 19)
19

(100.0%)
0

(00.0%)
0

(00.0%)
14

(73.7%)
4

(21.1%)
1

(05.3%)
19

(100.0%)
0

(00.0%)
0

(00.0%)
18

(94.7%)
0

(00.0%)
1

(05.3%)
19

(100.0%)
0

(00.0%)
0

(00.0%)
14

(73.7%)
0

(00.0%)
5

(26.3%)
3

(15.8%)
0

(00.0%)
16

(84.2%)
E. cloacae
(N = 1)

1
(100.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

1
(100.0%)

0
(00.0%)

1
(100.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

1
(100.0%)

1
(100.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

1
(100.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

1
(100.0%)

Beef cattle
E. coli

(N = 16) *
16

(100.0%)
0

(00.0%)
0

(00.0%)
7

(43.8%)
5

(31.3%)
4

(25.0%)
14

(87.5%)
2

(12.5%)
0

(00.0%)
12

(75.0%)
0

(00.0%)
4

(25.0%)
16

(100.0%)
0

(00.0%)
0

(00.0%)
15

(93.8%)
0

(00.0%)
1

(06.3%)
12

(75.0%)
0

(00.0%)
4

(25.0%)
E. cloacae
(N = 1)

1
(100.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

1
(100.0%)

1
(100.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

1
(100.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

1
(100.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

1
(100.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

1
(100.0%)

0
(00.0%)
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Table 3. Cont.

ETP NA OFL GEN AMK SXT TCN

S I R S I R S I R S I R S I R S I R S I R ND

Madagascar
Broiler
E. coli

(N = 28)
28

(100.0%)
0

(00.0%)
0

(00.0%)
13

(46.4%)
7

(25.0%)
8

(28.6%)
22

(78.6%)
3

(10.7%)
3

(10.7%)
27

(96.4%)
0

(00.0%)
1

(03.6%)
28

(100.0%)
0

(00.0%)
0

(00.0%)
27

(96.4%)
0

(00.0%)
1

(03.6%)
1

(03.6%)
1

(03.6%)
26

(92.9%)
E. cloacae
(N = 1)

1
(100.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

1
(100.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

1
(100.0%)

1
(100.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

1
(100.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

1
(100.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

1
(100.0%)

K. pneumoniae
(N = 2)

2
(100.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

1
(100.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

1
(100.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

1
(100.0%)

1
(100.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

2
(100.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

1
(100.0%)

Pig
E. coli

(N = 28)
28

(100.0%)
0

(00.0%)
0

(00.0%)
13

(46.4%)
8

(28.6%)
7

(25.0%)
20

(71.4%)
2

(07.1%)
6

(21.4%)
28

(100.0%)
0

(00.0%)
0

(00.0%)
28

(100.0%)
0

(00.0%)
0

(00.0%)
28

(100.0%)
0

(00.0%)
0

(00.0%)
7

(25.0%)
0

(00.0%)
21

(75.0%)
E. cloacae
(N = 6)

6
(100.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

2
(33.3%)

2
(33.3%)

2
(33.3%)

6
(100.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

4
(66.7%)

0
(00.0%)

2
(33.3%)

6
(100.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

4
(66.7%)

0
(00.0%)

2
(33.3%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

6
(100.0%)

C. freundii
(N = 4)

4
(100.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

4
(100.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

4
(100.0%)

1
(25.0%)

0
(00.0%)

3
(75.0%)

4
(100.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

1
(25.0%)

0
(00.0%)

3
(75.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

4
(100.0%)

M. morganii
(N = 6)

6
(100.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

6
(100.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

6
(100.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

6
(100.0%)

6
(100.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

6
(100.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

6
(100.0%)

K. pneumoniae
(N = 7)

7
(100.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

3
(42.9%)

4
(57.1%)

5
(71.4%)

0
(00.0%)

2
(28.6%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

7
(100.0%)

7
(100.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

7
(100.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

7
(100.0%)

Beef cattle
E. coli

(N = 22)
22

(100.0%)
0

(00.0%)
0

(00.0%)
15

(68.2%)
3

(13.6%)
4

(18.2%)
18

(81.8%)
3

(13.6%)
1

(04.5%)
21

(95.5%)
0

(00.0%)
1

(04.5%)
22

(100.0%)
0

(00.0%)
0

(00.0%)
21

(95.5%)
0

(00.0%)
1

(04.5%)
11

(50.0%)
0

(00.0%)
11

(50.0%)
E. cloacae
(N = 2)

2
(100.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

2
(100.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

2
(100.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

2
(100.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

2
(100.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

2
(100.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

2
(100.0%)

E. hermannii
(N = 2)

2
(100.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

2
(100.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

2
(100.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

2
(100.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

2
(100.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

2
(100.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

0
(00.0%)

2
(100.0%)

ETP: ertapenem; NA: nalidixic acid; OFL: Ofloxacin; GEN: gentamicin; AMK: amikacin; SXT: trimethoprim/sulfamethoxazole; TCN: tetracyclin * One ESBL producing E. coli was lost at
the laboratory. Antibiograms was performed on 16 of the 17 ESBL-E.
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No phenotypic resistance to ertapenem (ETP) was identified in ESBL-E isolates (Table 3).

Resistance to nalidixic acid (NA) was high in ESBL producing E. coli in beef cattle from Reunion

(50.0%) and in Madagascar both in poultry (28.6%) and pig (25.0%) farms. Resistance to ofloxacin

(OFX) was high in ESBL producing E. coli in pig production both in Madagascar (21.4%) and Reunion

(25.0%). Resistance to gentamicin (GEN) was elevated in ESBL producing K. pneumoniae in Madagascar.

No resistant profile to amikacin (AKN) was identified in all territories. In ESBL producing E. coli

trimethoprime/sulfamethoxazole (SXT) resistance was high in Reunion both in poultry and pig

production (75.0% and 87.5% respectively). ESBL producing E. coli most resistant profiles to tetracycline

(TE) were observed in Madagascar (i.e., 92.9% in broiler, 75.0% in pigs and 50.0% in beef cattle).

3.2. ESBL Identification

ESBL-producing isolates were randomly selected per livestock production sector for each territory,

except for Poultry in Reunion. The most common ESBL gene identified in all territories and production

type was blaCTX-M-1 which accounted for 53.7% (n = 49) of all E. coli isolates tested (N = 95), followed

by blaCTX-M-15 (29.5%, n = 28) (Table 4). The higher diversity in ESBL gene was found in poultry

production from all territories.

Table 4. ESBL genes identified in a subset of E. coli isolated from poultry, pig and beef cattle production

farms in Reunion, Mayotte and Madagascar, 2016–2017.

Territory/ E. coli
Tested

ESBL Genes Identified (%)

Production Type ND CTX-M-1 Group CTX-M-9 Group SHV TEM

Enzymes CTX-M-1 CTX-M-3 CTX-M-15 CTX-M-32

Reunion

Poultry 35 3 29 (90.6%) - - - -
1

(3.1%)
2

(6.3%)
Pigs 10 - 7 (70.0%) 1 (10.0%) 2 (20.0%) - - - -

Beef cattle 2 - 2 (100.0%) - - - - - -

Mayotte

Poultry 10 1 7 (77.8%) 1 (11.1%) 1 (11.1%) - - - -
Beef cattle 10 3 1 (14.3%) - 5 (71.4%) 1 (14.3%) - - -

Madagascar

Poultry 10 - 5 (50.0%) - 2 (20.0%) - - -
Pigs 9 * - - - 9 (100.0%) - - - -

Beef cattle 9 * - - - 9 (100.0%) - - - -

TOTAL
95

(100.0%)
7

(7.4%)
51 (53.7%) 2 (2.1%) 28 (29.5%) 1 (1.1%) 3 (3.2%)

1
(1.1%)

2
(2.1%)

* Reunion and Madagascar only, (a) Intercept = 0.01376, null deviance: 99.832, model d.f. = 4; (b) Intercept =
−2.7919, null deviance: 73.304, model d.f. = 3; (c) Intercept = 0.9959, null deviance: 132.027, model d.f. = 5.

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

Univariate Odds Ratios (ORs) for the occurrence of ESBL-E in each livestock production sectors

and territory are presented in (Table 5). Premises building constructed after 1999 were associated with

an increased probability of ESBL-E occurrence in broiler production in Reunion. In pig production,

changing shoes/boots before entering the building was associated with an increase of ESBL-E

occurrence whereas rodent control by a company and two disinfections between two consecutive

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

In Madagascar, absence of chick introduction in the farm (self-production) in broiler farms was

associated with decreased ESBL-E occurrence. Clearing space around the farm was associated with

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

Generalized linear models explaining ESBL-E occurrence (all territories included) varied between

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

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

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

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

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

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

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

Madagascar, 2016–2017.

Country Livestock Variable OR, IC95% p-Value

Reunion

Broiler Premises building constructed > 1999 12.72 [1.25–671.77] 0.01

Pigs

Change clothes before entering house/pen 6.52 [0.92–80.50] 0.05
Change shoes/boots before entering house/pen 13.62 [1.35–716.37] 0.01

Rodent control by a company 0.11 [0.01–0.75] 0.01
Lightning in the building 0.18 [0.01–2.13] 0.04

Two disinfections between two consecutive batches 0 [0–0.92] 0.04

Beef cattle cows − − −

Madagascar

Broiler Chicks produced in the farm 0 [0.00–0.91] 0.02

Pigs Use of antibiotic for prophylaxis 0.09 [0.00–1.36] 0.05

Beef cattle Clearing space around the building 0 [0.00–0.94] 0.03
Clean condition around the farm 0 [0–1.94] 0.003

Mayotte
Broiler Distance from another poultry farm (>500 m) 13.39 [0.79–883.37] 0.04

Beef cattle − − −

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

territories), 2016−2017.

Dependent Variables Independent Variables Adj. OR (CI95%) p-Value AIC

Broiler occurrence (a)

Distance elev oth species >500 m 3.18 (0.65–15.56) 0.15 93.68
Distance elev oth species <500 m 0.99 (0.26–4.39) 0.99

Foot bath at room entrance 5.89 (0.61–57.17) 0.13
Water quality control 0.12 (0.02–0.82) 0.03

Water storage tank 2.58 (0.85–7.79) 0.09

Pig occurrence * (b)

Farmers visits 14.15 (1.17–171.35) 0.04 65.09
Soak the floor 22.34 (1.51–330.98) 0.02

Detergent use for cleaning 0.12 (0.02–0.75) 0.02
Antibiotic use recently (<1 year) 8.82 (1.09–71.4) 0.04

Beef cattle occurrence (c)

Livestock size > 25 0.07 (0.02–0.28) <0.001 83.53
Antibiotic drug use recently (<1 year) 3.94 (1.04–14.98) 0.04

Disinfestation 0.19 (0.04–0.91) 0.04
Clearing space around the building 0.22 (0.04–1.29) 0.09

Water storage tank 0.38 (0.11–1.35) 0.14
Pet presence 6.87 (1.13–41.67) 0.04

* Reunion and Madagascar only, (a) Intercept = 0.01376, null deviance: 99.832, model d.f. = 4; (b) Intercept =
−2.7919, null deviance: 73.304, model d.f. = 3; (c) Intercept = 0.9959, null deviance: 132.027, model d.f. = 5.

4. Discussion

Our study pointed out high ESBL-E prevalence in Madagascar, Reunion and Mayotte livestock

commercial farms. Overall ESBL genes diversity in E. coli was reduced with blaCTX-M-1 mainly identified.

In Madagascar, all genes identified in pig and beef cattle were blaCTX-M-15, main enzyme observed in

humans [20,21]. It could confirm circulation of ESBL-E between human and livestock. Concrete factors

associated with an increased risk of ESBL-E occurrence in farms were identified such as pet presence,

farmer visits and recent antibiotic use. Finally, biosecurity and hygienic measures (e.g., disinfection,

water quality control, detergent use) were globally reducing ESBL-E occurrence in IOC farms.
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Our study clearly pointed a high ESBL-E prevalence in Madagascar, Reunion (except beef cattle)

and Mayotte. Prevalence estimate was not accurate as obtained with a limited sample size; Madagascar

ESBL-E prevalence calculated could neither estimate the overall prevalence in this large territory nor

be the reflect of livestock farms diversity. If ESBL characterization allowed, for the first time, to identify

a circulation of blaCTX-M-1 in all livestock types, the limited number of ESBL found in each livestock

and IO territory (N = 10) cannot rule out patterns. Less diversity was expected by livestock type (e.g.,

in poultry in each territory, pigs from Reunion and beef cattle from Mayotte) and could highlight needs

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

No phenotypic resistance to ertapenem in ESBL-E isolates was identified, which is in accordance

with the absence of carbapenemase producing Enterobacteriacae (CPE) detection in IO livestock in

2018 [1]. However, use of CPE selective media would be more suitable for CPE detection. Resistance

to fluoroquinolone could be low in Mayotte as no resistance to ofloxacin was observed but should be

confirmed as few isolates were tested. Hypothesis about risk factors identification in our study was

opportunistic and case control or cohort study designs to rule out ESBL-E control measures would be

needed. Furthermore, antibiotic drug use recently was identified as increasing ESBL-E occurrence in

IO farms but the farmers were not able to tell which antibiotic drug was used. Further studies should

be undertaken to evaluate antibiotic drugs consumption and practices in IO farms.

In broiler production, the estimated prevalence in IO territories was higher than 50.0% reported in

2012 in Germany [22] but similar to 70.0% reported in Japan in 2007 [23]. In India, in 2014, among 87.0%

of ESBL-E were detected in broiler and 42.0% in layer farms [24]. In pig farms, the prevalence in IO

was higher than 8.3% reported in pigs in Japan in 2007 [23]. For Madagascar, it was similar to the

88.2% of ESBL-E positive farms observed in 2012 in Germany [22]. ESBL-E occurrence of Mayotte and

Madagascar beef cattle farms were similar to data reported from other studies in Germany with 73.3% of

farms tested positive in 2011 to 2012 (Bavaria) [25] and 54.4% in 2012 in Mecklenburg-Vorpommern [22].

In Reunion, the prevalence of ESBL-E in beef cattle farms tends to be significantly lower than in other

territories. It could reflect the effectiveness of the French governmental antibiotic reduction plan

(Ecoantibio) in Reunion and better biosecurity. Mayotte is a French oversea territory, breeding practices

are clearly different from Reunion with mixed livestock farms and could explain observed differences.

Finally, the high ESBL-E prevalence observed in IO territories could point to important antibiotic

drug use and/or misuse, including cephalosporins. This is particularly true for pigs in Madagascar

where high antibiotic residues were reported in pork products at abattoirs [26].

Main ESBL-E co-resistance were observed in Madagascar (i.e., ofloxacin, tetracyclin, nalidixic acid

and gentamicin) and Reunion (i.e., ofloxacin, nalidixic acid and trimethoprime/sulfamethoxazole).

High ESBL-E co-resistance observed in Madagascar could point out a drug overuse, particularly for

widely available oral agents [1]. Nalidixic acid resistant isolates were resistant to ofloxacin in Reunion

and Madagascar pig productions as observed in majority of cases [27]. Fluoroquinolone resistance was

high in ESBL producing E. coli in pig production of both territories which could indicate past or present

use/misuse of this critically important antimicrobial drug. Pig production was identified as the most

important antibiotic consumer worldwide [28]. French national data indicated that fluoroquinolones

use was higher in cattle production than in pig and poultry production [29]; trends, not estimated in

IO French overseas territories, could differ from mainland France.

The most common ESBL gene identified in E. coli isolates tested was blaCTX-M-1 (54.4%) as observed

in food-producing animals in European countries [30]. CTX-M β-lactamase is largely located on

plasmids, which allows the horizontal transfer between Enterobacteriaceae [31] and explains the

current epidemic spread of this enzyme worldwide.

Overall ESBL gene diversity was reduced in our study with circulation of few genes by production

type (e.g., blaCTX-M-1 in pig and poultry from Reunion and blaCTX-M-15 in pigs and beef cattle in

Madagascar). It probably indicated a common past source of contamination with introduction of

ESBL-E carriers and diffusion due to close contact in livestock as reported with blaCTX-M-14 in cattle

from the United Kingdom [10]. Thus, overall introduction/exchanges of ESBL-E between reservoirs
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and environment seems limited as observed by Dorado-Garcia in the Netherlands (2005–2015) [32].

A more diverse ESBL genes pool was identified in IO poultry production with at least three different

genes detected in each territory. Most of ESBL genes were blaCTX-M-1 but SHV-ESBL and TEM-ESBL

genes were also identified as in Dutch broilers [33]. This diversity of ESBL genes in poultry could

be related to close contact with poultry house surrounding environment. Interestingly, blaCTX-M-15

was observed in pig production, beef cattle and poultry from Mayotte and Madagascar; It is the main

enzyme observed in humans in IO [1,20,21] and circulation of ESBL-E between human and livestock

could be suspected.

In broiler farms, “Premises building constructed after 1999” and “change of shoes/boots before

entering the building” were significantly increasing ESBL-E occurrence in Reunion. Both factors were

difficult to explain as related to improved biosecurity measures. Antibiotic drug use could be higher

in modern farms and “change of shoes/boots” was identified also as a risk factor ESBL-E occurrence

in Vietnam poultry production [12] confirming that further investigations are needed to identify

a potential confounding explanatory factor. In Madagascar, “chick production in the farm” significantly

reduced occurrence of ESBL-E. This is in accordance with a vertical ESBL-E transmission into the

production chain through external introduction such as imported day-old grandparent chickens as in

Dutch poultry farms [34]. In all IO territories, “water quality control” was a protective factor of ESBL-E

occurrence in commercial farms. It was in accordance with studies on Campylobacter spp. that showed

that electrolyzed water or chlorinated-water allowed reducing bacterial presence [35,36]. Rural surface

water may become a large reservoir of antibiotic residues and resistant bacteria [37], thus, in order

to minimize transmission of enteropathogens, drinking water should be of potable quality to ensure

freedom from enteric pathogens [37].

In pig farms, both “rodent control” and “two disinfections between two consecutive batches”

were significantly reducing ESBL-E occurrence in Reunion. Both measures are related to biosecurity

and hygiene helping to control disease and antibiotic resistance spread. In all IO territories, “recent

antibiotic use”, “soak the floor” and “farmer visits” were associated with an increase of ESBL-E

occurrence in pig production whereas “detergent use for cleaning” was associated with a decreased

occurrence. ESBL-E occurrence could be more determined by the presence or absence of cephalosporin

use at the farm as in Dutch pig production [38]. “Others farmer visits” has never been identified as

increasing ESBL-E occurrence and could be more related to the frequency of visits as observed with the

veterinarian in cattle farms in Israel [39]. Visitors could contribute to ESBL-E introduction and could

carry/share material that favours transmission pathways. Detergent use for cleaning was associated

with a decreased ESBL-E occurrence in IO pig production. Using effective detergent for cleaning

was identified to decrease the risk of batch infection by Enterobacteriaceae such as Salmonella sp. [40].

However, “soak floor” practice in IO pig farm production could be explained by wrong biosecurity

practices; for instance, let water for a too short period could not allow complete cleaning. For instance,

a period of one-hour soak time may could be insufficient to demonstrate a significant difference in

organic matter removal in pig pens [41]. Thus, cleaning and disinfection processes are a cornerstone in

ESBL-E eradication which was obtained in pig farms under specific disinfection procedures [42].

In beef cattle production, “clearing space around the building “and “clean condition around the

farm” reduced significantly ESBL-E occurrence in Madagascar. This explanatory variable could be

related to a confounding factor; garbage presence in the farm probably attracting potential ESBL-E

reservoirs such as dogs, cats or rodents. Accordingly, pet presence in the farm was identified

as increasing ESBL-E occurrence in IO beef cattle farms. This finding was in accordance with

Santman-Berends et al. 2017 [43] which found cat presence as an explanatory factor of ESBL-E

occurrence in organic herds in the Netherlands in 2011. It could be due to the fact that pets could

be both given antibiotic drugs by owners and/or play a role of reservoir/vector of ESBL-E from the

close environment. Furthermore, “recent antibiotic use” was associated with an increased ESBL-E

occurrence in beef cattle farms. However, 3rd or 4th generation cephalosporin use in IO beef cattle
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farm was not studied while use was estimated to increase by nearly 4 times ESBL producing E. coli in

dairy farms if used in the last 12 months [10].

Factors associated with a decrease of ESBL-E occurrence in IO beef cattle farms were “livestock

size” and “disinfection”. IO big farms, herd size (>25 cattle), could apply stricter biosecurity measures.

However, Adler et al. (2017) reported that an increased density was associated with more ESBL-E

carriage in Israeli cattle farms [39]. As discussed before, cleaning and disinfection seems to be

cornerstones in ESBL-E management and hygiene paucity was identified as a risk factors of ESBL-E

occurrence on dairy farms (e.g., storage of slurry in a pit, infrequent cleaning of feeding equipment) [10].

In IO ESBL-E occurrence in 2016–2017 was high probably pointing out antibiotic drug overuses

and/or misuses and particularly cephalosporins. The situation could be reversible if better practices

were implemented regarding antibiotic use. For instance, in the Netherlands in 2010–2011, 20% of

prevalence was observed if no cephalosporin was used (3CG and 4CG) within the preceding year in

pig farms and 79% if those antibiotics were used [11].

BlaCTX-M-15 gene, mainly identified in humans both in hospital and community, was observed

in IO livestock and particularly Madagascar Further investigations, including complete genome

sequencing, are needed to evaluate the hypothesis of ESBL-E transmission and diffusion between

reservoirs in this territory. Finally, interesting factors related to biosecurity and hygiene measures

in commercial farms were identified (e.g., controlled water, disinfection, rodent control) to control

ESBL-E occurrence.

5. Conclusions

Finally, this study in IOC commercial farms pointed out high ESBL-E prevalences in livestock,

except beef cattle in Reunion. It highlighted probable antibiotic overuse/misuse in farms contributing

in ESBL-E selection. It confirmed the need to evaluate consumption and use of antibiotic drugs

in IOC territories. Concrete protective and risk factors of ESBL-E occurrence (e.g., pet presence,

detergent use for cleaning) were identified, even if further investigations are needed to reinforce these

results. This study is the first to explore the situation of antibiotic drug resistance in farm animals and

explore potential tools for management of ESBL-E in IO farms. As a whole, it confirms the need for

improving in biosecurity and hygienic measures as efficient means to reduce antibiotic resistance in

livestock. Finally, it provides interesting hypotheses to explore about ESBL-E transmission between

food-producing animals and humans in Madagascar and developing countries.

Supplementary Materials: The following are available online at http://www.mdpi.com/2306-7381/5/1/22/s1,
Table S1: Questionnaire.
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Annexe 1 

  

Figure détaillant les plateformes génétiques typiques des enzymes CTX-M.  

A et B : les cassettes de gènes blaCTX-M entre parenthèses en amont par ISEcp1/ISEcp1-like et en aval par 

IS903/IS903-like (A) ou orf477/orf477-like (B) ; C : gènes blaCTX-M associés à l'intégron de classe 1-ISEcp1 ; D et E : 

gènes blaCTX-M associés au complexe intégron de classe 1-ISCR1.  

CS, segment conservé ; intI, gène de l'intégrase ; qacEΔ1, gène de résistance aux ammoniums quaternaires ; sul1, 

gène de résistance aux sulfamides ; 3′-CS2, la deuxième copie du segment conservé 3′. 
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Annexe 2 

  

 

Phylogramme non enraciné pour 700 bêta-lactamases de classe A.  

Plusieurs enzymes représentatives sont présentées. Les enzymes putatives sont indiquées par un numéro d'accès 

UniProt ou GenBank (GI ou WP), mais la plupart contiennent les motifs ou résidus conservés suivants, communs 

aux bêta-lactamases de classe A : S70XXK, S130DN, E166 et K234TG. ClustalO a été utilisé pour aligner les 

séquences et l'arbre a été construit par la méthode de jonction des voisins. La figure a été créée avec Seaview. 
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5. Contact avec un cas connu porteur d’EPC IMI-1 : □ Oui          □ Non   
Numéro du cas contact connu : _ _ _ 
 
6. Mesures mises en place lors de la découverte du cas EPC : □ Oui          □ Non   
Date de mise en œuvre : _ _ / _ _ / _ _ _ 
 
 

Parcours d’hospitalisation du patient dans le cadre de la découverte d’une EPC 
IMI-1 
 
7. Découverte d’une EPC IMI-1 au cours d’une hospitalisation au Centre Hospitalier de Mayotte 
Notifier l’ensemble des services si mouvements 
 
Service 1 : …………………………………….………………………………………..………………………..... 
Dates d’entrée et de sortie du service : _ _ / _ _ / _ _ _    -    _ _ / _ _ / _ _ _ 
N° chambre : _ _ _ 
Motif hospitalisation : …………………………………….………………………………………..……………...  
 
Service 2 : …………………………………….………………………………………..………………………..... 
Dates d’entrée et de sortie du service : _ _ / _ _ / _ _ _    -    _ _ / _ _ / _ _ _ 
N° chambre : _ _ _ 
Motif hospitalisation : …………………………………….………………………………………..……………... 
 
Service 3 : …………………………………….………………………………………..………………………..... 
Dates d’entrée et de sortie du service : _ _ / _ _ / _ _ _    -    _ _ / _ _ / _ _ _ 
N° chambre : _ _ _ 
Motif hospitalisation : …………………………………….………………………………………..……………... 
 

 

Antécédents médicaux du patient  
8. Antécédents médicaux (maladies chroniques, chirurgies) 
□ Oui          □ Non 
Préciser : ……………………………………………..………………………………………….………………… 
 
9. Traitement antibiotique dans les 6 mois précédant le prélèvement positif 
□ Oui          □ Non 
Préciser : ……………………………………………..………………………………………….………………… 
 
10. Hospitalisation au Centre Hospitalier de Mayotte ou dans les centres de référence du CHM 
dans l’année précédant le prélèvement positif 
□ Oui          □ Non 
Service : …………………………………….………………………………………..……………………………. 
Dates d’entrée et de sortie du service : _ _ / _ _ / _ _ _    -    _ _ / _ _ / _ _ _ 
Motif hospitalisation : …………………………………….………………………………………..……………... 
 
11. Recours aux soins de professionnels de santé libéraux (médecin, sage-femme, infirmier…) 
□ Oui          □ Non 
Préciser : ……………………………………………..………………………………………….………………… 

 
Lien avec un pays étranger  
12. Voyage, séjour, visite de la famille à l’étranger (ou retour au pays) : 
□ Oui          □ Non 
Pays/Ville : ……………………………………………..………………………………………….………………. 
Dates de séjour : _ _ / _ _ / _ _ _    -    _ _ / _ _ / _ _ _ 
Maladies au retour : □ Oui          □ Non 
 
13. Contact avec une/des personnes (mère, père, fratrie, amis, etc.…) ayant voyagé à l’étranger  
□ Oui          □ Non 
Pays/Ville : ……………………………………………..………………………………………….………………. 
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Dates de séjour : _ _ / _ _ / _ _ _    -    _ _ / _ _ / _ _ _ 
 
14. Antécédent d’hospitalisation dans un établissement de santé à l’étranger dans l’année 
précédant le prélèvement positif 
□ Oui          □ Non 
Service : …………………………………….………………………………………..………………………........ 
Dates d’entrée et de sortie du service : _ _ / _ _ / _ _ _    -    _ _ / _ _ / _ _ _ 
Motif hospitalisation : …………………………………….………………………………………..……………... 
 
 

Mode de vie 
 
15. Profession  
□ Sans profession / Femme ou Homme au foyer 
□ Employé au CHM ou dans un centre de soin 

 Préciser : ………………………………….………………………………………………………….. 
□ Eleveur 
□ Agriculteur 
□ Jardinier 
□ Pêcheur 
□ Commerçant 
□ Autre : ………………………………….………………………………………………………………………... 
 

Lieu d’exercice de cette profession (Village et Commune) : ......……………………………... 
 

Profession impliquant un contact rapproché et régulier avec des animaux :  
□ Oui          □ Non 
 Préciser : ………………………………….………………………………………………………….. 
 
Profession impliquant un contact rapproché et régulier avec l’eau :  
□ Oui          □ Non 
 Préciser : ………………………………….………………………………………………………….. 
 

16. Habitat 
□ Maison en tôle ou en terre 
□ Maison en dur 
 
17. Accès à l’eau pour les usages domestiques (boisson, lessive, baignade…) 
□ Eau du réseau au domicile  
□ Eau d’un bassin ou d’une rivière  

 Nom ou localisation du bassin ou de la rivière : ………………………………………………... 
 
18. Contact étroit avec des animaux au domicile 
□ Poules, volailles 
□ Chats 
□ Chiens 
□ Chèvres 
□ Zébus 
□ Rats 
□ Poissons 
□ Crustacés 
□ Autre : ………………………………….………………………………………………………………………... 
 
19. Activités / loisirs pratiqués régulièrement  
□ Oui          □ Non 
Type : ………………………………….………………………………………………………………………....... 
Lieu : ………………………………….………………………………………………………………………........ 
Date : ………………………………….………………………………………………………………………....... 
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20. Habitudes alimentaires 
Aliment Type Provenance Lieu d’achat 
    

Légumes 
□ Frais 

□ Surgelé 

□ Mayotte 

□ Etranger 
Préciser pays : ………………… 

□ Jumbo score 

□ Douka Be (Sodifram, Sodicash…) 
□ Marché Mamoudzou 

□ Marché autre :  
Préciser village 

………………………….. 
□ Production personnelle 

Fruits 
□ Frais 

□ Surgelé 

□ Mayotte 

□ Etranger 
Préciser pays : ………………… 

□ Jumbo score 

□ Douka Be (Sodifram, Sodicash…) 
□ Marché Mamoudzou 

□ Marché autre :  
Préciser village 

………………………….. 
□ Production personnelle 

Viandes 

volailles 

□ Frais 

□ Surgelé 

□ Mayotte 

□ Etranger 
Préciser pays : ………………… 

□ Jumbo score 

□ Douka Be (Sodifram, Sodicash…) 
□ Marché Mamoudzou 

□ Marché autre :  
Préciser village 

………………………….. 
□ Production personnelle 

Viandes 

bovines 

□ Frais 

□ Surgelé 

□ Mayotte 

□ Etranger 
Préciser pays : ………………… 

□ Jumbo score 

□ Douka Be (Sodifram, Sodicash…) 
□ Marché Mamoudzou 

□ Marché autre :  
Préciser village 

………………………….. 
□ Production personnelle 

Poissons 
□ Frais 

□ Surgelé 

□ Mayotte 

□ Etranger 
Préciser pays : ………………… 

□ Jumbo score 

□ Douka Be (Sodifram, Sodicash…) 
□ Marché Mamoudzou 

□ Marché autre :  
Préciser village 

………………………….. 
□ Production personnelle 

Crustacés 
□ Frais 

□ Surgelé 

□ Mayotte 

□ Etranger 
Préciser pays : ………………… 

□ Jumbo score 

□ Douka Be (Sodifram, Sodicash…) 
□ Marché Mamoudzou 

□ Marché autre :  
Préciser village 

………………………….. 
□ Production personnelle 

Autre aliment 
consommé 
régulièrement 

□ Frais 

□ Surgelé 

□ Mayotte 

□ Etranger 
Préciser pays : ………………… 

□ Jumbo score 

□ Douka Be (Sodifram, Sodicash…) 
□ Marché Mamoudzou 

□ Marché autre :  
Préciser village …………….. 
□ Production personnelle 
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Annexe 4 
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Les particularités biogéographiques et sanitaires des îles du Sud-Ouest l'Océan Indien 
représentent à la fois un défi pour la mise en place de politiques de Santé Publique et un 
contexte favorable à l'étude des émergences et diffusions comme celle des Bactéries Multi-
Résistantes (BMR) ou des Bactéries Hautement Résistantes (BHR). À La Réunion, les 
souches d’Entérobactéries productrices de Bêta-Lactamase à Spectre Étendu (EBLSE) ou de 
Carbapénèmase (EPC) sont dépistées et surveillées dans le milieu hospitalier. Cependant, au 
début de ce travail, aucune donnée n’existait sur la diffusion de ces entérobactéries dans le 
milieu communautaire, ainsi que les interactions possibles entre les sphères 
environnementale, animale et humaine. De plus, les échanges commerciaux et les 
mouvements de populations importants entre La Réunion et les autres îles de l’Océan Indien 
(et notamment Mayotte), où ce phénomène d’antibiorésistance semble encore plus développé, 
expose l’île à des importations de ces bactéries.  
Pour mieux appréhender l’émergence et la dynamique de diffusion des bactéries multi- ou 
hautement-résistantes, nous avons réalisé une étude One Health Homme-animal-
environnement pour évaluer les échanges des souches de Escherichia coli productrices de 
BLSE entre ces différents compartiments. 
Nous avons ainsi déterminé que les animaux de rente n’étaient pas un réservoir de 
transmission prépondérant de E. coli BLSE pour l’Homme à La Réunion, et que l’essentiel de 
ces transmissions était très probablement issu d’échanges inter-humains. Nous avons 
également réalisé un bilan des EPC en décrivant les modalités d’importation de ces BHR sur 
le territoire réunionnais. Nous avons enfin décrit certaines émergences comme une épidémie 
de E. cloacae IMI-1 à Mayotte qui s’est secondairement étendue à La Réunion. Nos résultats 
démontrent que le territoire réunionnais est un DOM où la prévalence des EPC est 
importante, notamment en raison d’une forte pression d’importation. Pour limiter ce 
phénomène, il est ainsi nécessaire d’établir une politique régionale coordonnée de lutte contre 
l’antibiorésistance dans cette zone géographique du Sud-Ouest de l’Océan Indien. 
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