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Introduction

INTRODUCTION

Les travaux de recherche présentés dans ce document ont été réalisés au sein de
deux unités de recherche: I'Unité Antibiotiqgues, Biocides, résidus et Résistance du
Laboratoire ANSES de Fougéres et 'TUMR 1331 TOXALIM INRA, ENVT, EIP, UPS, dans les
locaux situés sur le campus de I'Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse.

Le Service de Soutien Scientifique et I'unité Antibiorésistance Biocide Résistance et
Résidus de Fougéres, animés respectivement par les Docteurs Michel Laurentie et
Christophe Soumet, ont pour objectif de mettre au point de nouvelles stratégies de
traitements vétérinaires en vue d’optimiser I'utilisation des antibiotiques chez les animaux
pour limiter I'émergence de résistances.

L'équipe « Pharmacocinétique, Pharmacodynamie et Modélisation » de 'UMR 1331,
animée par le Professeur Alain Bousquet-Mélou étudie la problématique de
I'antibiorésistance induite par les traitements vétérinaires chez les animaux de production a
deux niveaux :

- L’émergence de résistance au sein de la flore pathogéne cible de I'antibiothérapie
chez 'animal, en vue de préserver l'efficacité des antibiotiques,

- L’émergence de résistance au sein du microbiote commensal du tube digestif de
'animal traité, avec comme conséquences potentielles le transfert a I'Homme, via la chaine
alimentaire et/ou I'environnement, soit par des bactéries zoonotiques résistantes soit par des
bactéries résistantes non pathogenes mais susceptibles de transférer leurs mécanismes de
résistance a des bactéries pathogenes pour I'Homme.

Ces recherches ont pour enjeux la préservation de la santé publique et de la sécurité
sanitaire des aliments.

La Figure 1 illustre les impacts liés a l'utilisation des antibiotiques chez I'animal, a la
fois en termes de santé publique et de santé animale. Mon travail de thése s’inscrit dans les
thématiques communes des deux équipes. La premiére partie de mon travail de recherche a
consisté a explorer in vitro, grace a une approche pharmacodynamique, la sélectivité des
antibiotiques vis-a-vis des microbiotes pathogénes et commensaux. La deuxiéme partie de
mon travail de thése a porté sur le développement, a partir d'une approche PK/PD, d'un
nouveau type traitement antibiotique, qualifié de précoce, consistant a traiter des animaux
avec de faibles doses d'antibiotique durant les phases prépatentes de l'infection. Ces
travaux ont été réalisés grace a la mise au point d'un modele murin d’infection pulmonaire a
Pasteurella multocida. La troisieme partie de mon travail de thése a consisté a évaluer
'impact du traitement précoce a la fois sur la guérison d’animaux infectés et sur I'’émergence

de bactéries résistantes au sein de leur flore digestive. Ces travaux ont été réalisés sur un
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modeéle d’infection pulmonaire & Klebsiella pneumoniae de rats axéniques auxquels a été
inoculée une flore digestive de porc. Enfin, la derniére partie de mon travail de these a
consisté a évaluer chez le porc, I'impact d’'une posologie associée au traitement précoce sur
la flore commensale digestive et de comparer les résultats a ceux obtenus avec une psologie
classique.

Au cours de ces trente derniéres années, la consommation croissante d’antibiotiques
en médecine vétérinaire, et notamment celle de classes qualifiées de « critique » pour la
santé humaine comme les céphalosporines ou les fluoroquinolones, est associée a une
émergence de bactéries résistantes a la fois au sein des flores pathogénes et commensales
des animaux traités (Garcia-Alvarez, Dawson et al.). La minimisation de I'antibiorésistance
pour ces deux flores constitue un double enjeu a la fois de santé animale et de santé
publigue. En effet, les bactéries commensales du tube digestif pouvent jouer un rdle de
réservoir de bactéries résistantes transmissibles a 'lHomme via la chaine alimentaire ou via

I'environnement (van den Bogaard 2001).

. , . . Transferts
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Figure 1:Relations entre I'administration d’antibiotique chez I'animal et les enjeux de santé
publique et de santé animale.

Lors de I'administration d’'un antibiotique, le développement de la résistance au niveau des flores
cibles (foyers infectieux) et non cibles (flore commensale digestive) peut avoir un impact a la fois
sur la santé animale et sur la santé publique. La fraction de I'antibiotique atteignant les segments
distaux du tube digestif exerce une pression sélective importante sur le microbiote intestinal. Cela
peut conduire a I'émergence de résistance parmi les bactéries zoonotiques (Salmonelle, E. coli, ...)
et/ou la constitution d'un réservoir de genes de résistance chez des bactéries non pathogenes pour
’homme mais pouvant servir de vecteur de diffusion de ces génes de résistance dans
I'environnement ou la chaine alimentaire.

24



Introduction

A T'heure actuelle, [lantibiothérapie en élevage est pratiguée selon trois
modalités (Phillips, Casewell et al. 2004): l'usage curatif, consistant a traiter les animaux
présentant des signes cliniques d’infection, 'usage métaphylactique (encore appel control
aux USA), consistant a traiter tous les animaux d'un groupe a partir du moment ou une
certaine proportion d’entre eux (généralement 10%) présente des signes cliniques d’infection
et 'usage prophylactique qui consiste a traiter tous les animaux d’'un groupe soumis a un
facteur de risque d’infection bactérienne (sevrage du porcelet, allotement de jeunes bovins,
tarissement de la vache laitiére ...), mais avant toute occurrence de l'infection. L'intérét de la
métaphylaxie repose sur I'hypothése gu’au moment du traitement, tous les animaux du
groupe sont déja infectés ou le seront dans un délai trés bref, et qu'il est plus favorable de
les traiter au cours de la phase d’incubation avant que les symptdmes de la maladie ne se
soient manifestés. En effet, cette phase d'incubation se distingue de la phase clinique par le
statut physiopathologiqgue des animaux et par la densité de la population bactérienne
pathogéne a éradiquer. Le statut physiologique des animaux a un impact direct sur les
capacités de défense de l'organisme, sur la prise alimentaire (anorexie associée au
syndrome fébrile) qui peut ainsi empécher la prise d'un traitement par voie orale et sur
I'exposition de I'animal, la pharmacocinétique des antibiotiques pouvant étre altérée par des
modifications physio-pathologiques comme la fievre.

La taille de I'inoculum bactérien présent au niveau du site infectieux a l'initiation de
'antibiothérapie est également différente selon les modalités de traitement. Pour la
métaphylaxie, la précocité de I'administration par rapport a I'apparition des signes cliniques
permet a I'antibiotique d’agir contre une faible population bactérienne alors que dans le
cadre du traitement curatif, l'antibiotigue doit agir contre une population bactérienne
pathogéne bien plus importante.

De plus, des études in vitro (Ferran, Dupouy et al. 2007; Udekwu, Parrish et al. 2009)
et in vivo (Eagle, Magnuson et al. 1947; Eagle 1949; Ferran, Kesteman et al. 2009;
Kesteman, Ferran et al. 2009; Ferran, Toutain et al. 2011) ont montré que de nombreuses
familles d’antibiotiques sont plus puissantes et efficaces contre de petits inocula bactériens
(retrouvés chez les animaux lors de la phase d’incubation) que contre des grands inocula
bactériens (retrouvés chez les animaux lors de la phase clinique).

Dans ce contexte, notre hypothése de travail est qu'une utilisation de type
métaphylactique tout en proposant une réévaluation des schémas posologiques, notamment
en termes de diminution des doses administrées aux animaux, serait beaucoup plus
favorable en termes d'usage prudent des antibiotigues. En effet, I'optimisation des
posologies pour un traitement précoce des animaux permettrait d'utiliser des doses
d’antibiotiques plus faibles qu’actuellement, et par conséquent de diminuer a la fois la

consommation des antibiotiques et I'impact sur le microbiote intestinal, principal réservoir
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potentiel de déterminants de résistance aux bactéries pathogenes humaines (Phillips,
Casewell et al. 2004).

Dans une premiére partie de notre travail de these (chapitre 2) nous avons donc
exploré, a partir d'une approche pharmacodynamique, la sélectivité des antibiotiques envers
la flore pathogéne d'un coté, et la flore commensale de l'autre. Un indice décrivant cette
sélectivité a été construit, et nous proposons également, au vu des premiers résultats
obtenus sur un effet inoculum, une stratégie permettant d’améliorer cet indice.

Nous avons ensuite déterminé sur un modéle murin d’infection pulmonaire I'impact en
termes de guérison clinigue et microbiologique d'un traitement réalisé durant la phase
d’'incubation de l'infection, avec des doses d’antibiotiques plus faibles que celles utilisées
classiguement. Nous avons comparé cette modalité de traitement au traitement curatif de
I'infection a un stade clinique. Les résultats de ces travaux sont présentés dans la deuxiéme
partie du travail expérimental de thése (chapitre 3).

La troisieme partie du travail de thése a consisté a évaluer conjointement I'impact du
traitement de type précoce, a la fois sur la guérison des animaux mais également en termes
d’émergence de bactéries résistantes au sein de la flore commensale digestive. Ces travaux
ont été réalisés grace a l'utilisation d’'un modéle d'infection pulmonaire de rat axénique
colonisé avec une flore commensale digestive de porc (chapitre 4).

La derniére partie de mon travail de recherche a consisté a évaluer I'impact du
traitement de type précoce sur I'émergence de bactéries résistantes au sein de la flore
digestive de porcs destinés a la filiere de production. Nous avons comparé les résultats

obtenus a ceux des porcs ayant recu des posologies classiques d'antibiotiques (chapitre 5).
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Chapitre 1 — Etude bibliographique : Utilisation des antibiotiques en élevage porcin

CHAPITRE 1 - ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1. Utilisation des antibiotiques en élevage porcin

Les familles d’antibiotiques utilisées en médecine humaine et vétérinaire sont les
mémes. Cependant, quelques sous-familles qualifiées de « critiques », sont réservées a
'usage en médecine humaine pour le traitement d’'infections spécifiques (ex : tuberculose,
bactéries a Gram négatif et positif multi-résistantes (Pseudomonas, SARM)).

En médecine vétérinaire, les traitements antibiotiques ont quatre objectifs :

- la maitrise des infections bactériennes,

- la restauration ou le maintien du bien-étre animal,

- le maintien de la production animale,

- la prévention de la transmission des agents pathogénes aux autres animaux voire a

’'Homme (zoonoses).

1.1.1. Modalités d’utilisation des antibiotiques chez les animaux
de rente

Quatre types d'utilisation des antibiotiqgues sont possibles en médecine vétérinaire
pour les animaux de rente, chacun de ces usages devant répondre a un objectif précis.
(Schwarz and Chaslus-Dancla 2001; Schwarz, Kehrenberg et al. 2001).

1.1.1.1. L’usage curatif

L'usage curatif ou thérapeutique, consiste a traiter individuellement les animaux
présentant des signes cliniques d’infection. A Tinitiation du traitement, il est généralement
admis que la charge bactérienne présente au niveau du site infectieux est importante (Konig,
Simmen et al. 1998; Phillips, Casewell et al. 2004). La voie d’administration privilégiée de
I'antibiotique est la voie parentérale. L'objectif majeur est d’obtenir la guérison des animaux

cliniguement malades et d’éviter la mortalité.
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1.1.1.2. L’'usage métaphylactique

La métaphylaxie, parfois appelée prévention en milieu infecté, consiste a traiter tous
les animaux d'un groupe lorsqu’une certaine proportion d’'entre eux (généralement 10%) a
manifesté des signes cliniques d’infection bactérienne. La métaphylaxie n’'est utilisée que
dans les grands élevages d’animaux (porcs, volailles ou veaux). Cette méthode d'usage des
antibiotiques se justifie a la fois par des raisons pratiques et scientifiques. En effet, en
élevage intensif, il est trés difficile de réaliser des traitements au cas par cas étant donné le
nombre d’animaux présents et c’est également pour cela que l'antibiotique est administré
aux animaux par voie orale (en mélange dans la nourriture ou dans I'eau de boisson).

De plus, la métaphylaxie se justifie en considérant qu’'a partir du moment ol un
certain nombre d’animaux d'un élevage ont déclaré des signes cliniqgues d’infection, il ne
s’agit que d'une question de temps avant qu’un effectif croissant d’animaux ne tombe
malade par contagion. Il est supposé qu'une antibiothérapie précoce sur la totalité des
animaux du groupe peut permettre de réduire le nombre d’animaux malades et/ou la

mortalité au sein de I'élevage.

Nos travaux de these porteront sur I'étude de I'efficacité d’'une stratégie de traitement
en lien avec la métaphylaxie, fondée sur la considération que lors de métaphylaxie
l'inoculum bactérien qui infecte les animaux n'ayant pas encore déclaré de signes cliniques

est de taille faible.

1.1.1.3. L’usage prophylactique

La prophylaxie est utilisée lors de périodes critigues de la vie des animaux dans
I'élevage, c'est-a-dire lors de présence d'un facteur de risque trés souvent associé au
développement d'infections. Il s’agit notamment de périodes associées a un stress comme
lors de transports, de regroupement d’animaux provenant d’élevages divers ou du sevrage,
mais aussi lors d'interventions chirurgicales. Par exemple, dans la filiére porcine, une
antibiothérapie prophylactique est réalisée lors de la période de sevrage des porcelets. Le
mode d’administration des antibiotiques varie selon le contexte du traitement, et ceux-cCi
peuvent étre administrés par voie parentérale dans le cadre d'un traitement individuel
(antibioprophylaxie lors d’'un acte chirurgical) ou par voie orale dans le cadre d'un traitement
collectif (antibioprophylaxie lors de périodes critiques dans I'élevage).

La principale différence entre la métaphylaxie et la prophylaxie réside dans le

moment de I'intervention par rapport au commencement de la maladie, que I'on peut décrire
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comme le moment de déclenchement de la multiplication bactérienne au niveau du site
infectieux : l'intervention prophylactique se situe avant (pro) le déclenchement de toute
multiplication bactérienne.

Cependant, méme si les animaux traités ne présentent aucun signe clinique
d’infection, la connaissance a priori des infections bactériennes se développant dans ces
situations critiques permet de choisir une classe d'antibiotique adaptée a la prévention des

infections dues aux bactéries les plus fréquemment rencontrées.

1.1.1.4. L'usage en tant que facteur de croissance

Les antibiotiques sont utilisés dans l'aliment au titre d’additifs en vue d’améliorer la
croissance et les performances des animaux, sans que les mécanismes a l'origine de
I'amélioration de ces performances aient été clairement élucidés (Dibner and Richards
2005). Cet usage a fait I'objet de nombreuses critiques et il est totalement interdit au sein de
I'union Européenne depuis 2006 (Soulsby 2007). La FDA a publié en avril 2012 une série de
trois articles contenant des lignes directrices visant a abolir cette pratique dans les plus brefs
délais aux Etats-Unis (FDA 2012).

1.1.2. Consommation d’antibiotiques en élevage porcin

D’apres le rapport ANSES 2013 sur le suivi des ventes de médicaments vétérinaires
contenant des antibiotiques en France en 2012 (Chevance, Moulin et al. 2011), environ 37%
de la masse d’'antibiotiques utilisés en France par la médecine vétérinaire est consommée
par I'élevage porcin. Cela fait de la filiere porcine le premier consommateur d’antibiotiques
nettement devant les filieres volailles (23%), bovines (21%) et ovines (8%). Parmi les
familles d’antibiotiques les plus utilisés au sein de la filiere, les polypeptides arrivent en
premiére position, devant les tétracyclines, les macrolides et les pénicillines. Le tonnage
d’antibiotiques vendu en 2012 a destination des porcs est le plus faible estimé depuis 1999.
Les antibiotiques de dernieres générations qualifiés de « critiques » pour la santé humaine,
comme les céphalosporines de 3°™ et 4°™ génération et les fluoroquinolones ne
représentent que 1.35% et 0.22% respectivement et leur consommation n'a cessé d’évoluer
au cours des dix derniéres années. Trés réecemment, la consommation de céphalosporines
de 3°™ et 4°™ génération a diminué de 62,1 % entre 2010 et 2012 suite a la limitation de

I'utilisation du ceftiofur et de la cefquinome par la filiére porcine.
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1.2. Les béta-lactamines

1.2.1. Présentation générale des béta-lactamines

Les béta-lactamines sont des composés naturels a activité antibiotique produits a
I'origine par certaines espéces bactériennes et fongiques. La capacité de production des
béta-lactamines par les espéces fongiques a été acquise par transfert interrégne de la
machinerie génétigue impliquée dans la voie de synthése de ces composés (Brakhage, Al-
Abdallah et al. 2005). Les antibiotiques de la famille des béta-lactamines sont des molécules
ayant la particularité de toutes posséder un noyau béta-lactame dans leur structure (Figure
2). Il s’agit d’'une large famille d’antibiotiques composée de plusieurs sous-classes parmi
lesquelles les dérivés de la pénicilline, les céphalosporines, les carbapénemes, les
monobactames et les inhibiteurs de béta-lactamase, qui ne sont pas des antibiotiques au
sens strict du terme mais plutét des composés permettant d’inhiber certains mécanismes de
résistance (voir section 1.2.2. Les différentes familles de béta-lactamine). Chaque sous-
classe se définit par des molécules possédant des structures chimiques et des propriétés

biologiques tres proches.

Figure 2 : Structure chimique des différentes sous-classes de béta-lactamines.

Le noyau béta-lactame (rouge) est commun a toutes les molécules de cette famille et confére
I'activité antibiotique. Les différences structurales au sein des différentes sous-classes sont
notamment responsables des différences de puissance et de spectre d’activité entre les molécules.
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1.2.1.1. Mode d’action des béta-lactamines

L’action antibiotique des béta-lactamines est portée par leur noyau béta-lactame. En
effet, ce noyau posséde une tres forte affinité pour le site catalytique des PLP (Protéines de
Liaison a la Pénicilline), enzymes essentielles de la synthése et du remodelage du
peptidoglycane bactérien (Tipper 1985). Les PLP sont des transpeptidases qui interviennent
dans la stabilisation du peptidoglycane en formant les liaisons inter-peptidoglycanes. Le
peptidoglycane est le constituant principal de la paroi de toutes les espéces bactériennes, et
une inhibition de sa synthése entraine la mort de la bactérie par choc osmotique (Figure 3).
De ce fait, les béta-lactamines possédent une activité bactéricide (Kohanski, Dwyer et al.
2007). De par leur mode d'action, les béta-lactamines sont des antibiotiques temps-
dépendant et les schémas posologiques utilisés lors de I'administration de ces molécules
sont congus afin de maximiser le temps d’exposition des bactéries pathogenes a

I'antibiotique (Martinez, Toutain et al. 2006).
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Figure 3 : Mode d'action des béta-lactamines.

1.2.1.2. Développement de nouvelles béta-lactamines en réponse a

I’émergence de résistance

Les bactéries ont acquis la capacité de produire des béta-lactamases (enzymes
hydrolysant les béta-lactamines) depuis des millions d'années. Ces enzymes, trés

apparentées aux PLP, sont produites dans I'environnement, par certaines colonies

34



Chapitre 1 — Etude bibliographique : Les béta-lactamines

bactériennes pour réguler le métabolisme de la paroi bactérienne, mais surtout pour se
protéger contre la production de béta-lactamines par d’autres colonies bactériennes et
certaines espéces de champignon présentes dans I'environnement. Cependant, c’est
I'utilisation des béta-lactamines en médecine humaine et vétérinaire qui a favorisé
I'’émergence et la dispersion de bactéries sécrétrices de béta-lactamase en exercant une
pression de seélection au sein des flores pathogénes, commensales et de I'environnement
(Livermore 1998). La propagation progressive de la résistance bactérienne aux béta-
lactamines a poussé l'industrie pharmaceutique a développer des molécules plus résistantes
aux béta-lactamases et des composés inhibant leur action (Rolinson 1998). Cependant,
I'utilisation de ces nouvelles molécules a entrainé I'émergence de nouvelles formes de
résistance (Tableau 1). Devant les capacités d’adaptation des cellules procaryotes (temps de
génération, adaptation aux conditions extrémes, fréquence de mutation importante ...) et le
temps nécessaire a la mise au point de nouveaux antibiotiques, la stratégie consistant a tout
miser sur le seul développement de nouvelles molécules dans la lutte contre les infections
bactériennes apparait comme une guerre perdue d’'avance tant I'acquisition de mécanismes
de résistances par les bactéries est rapide par rapport au développement de ces molécules
(Metlay, Powers et al. 2006). Le développement de stratégies visant a réduire I'émergence et
la dissémination des mécanismes de résistance au sein des populations pathogénes mais
également commensales et environnementales apparait donc comme une nécessité afin de
pouvoir conserver l'utilité thérapeutique des béta-lactamines existantes aussi longtemps que

possible.
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Tableau 1 : Développement des différents types de béta-lactamines en réponse a
I'émergence de résistance (d’aprés (Essack 2001)).

Type de béta- lactamines

Mécanismes de résistance

benzylpénicillines

isoxazolyl-pénicillines

amino-pénicillines

uréido-pénicillines

céphalosporines de premiére génération

céphalosporines de deuxiéme génération

céphalosporines de troisieme génération

céphalosporines de quatrieme génération

monobactames

carbapénémes

pénicillases staphylococciques

modification des PLP

TEM-1 et SHV-1 chez les entérobactéries

PSE-1 chez Pseudomonas aeruginosa

TEM-1 et SHV-1 chez les entérobactéries

PSE-1 chez Pseudomonas aeruginosa

TEM-1

hyperproduction de béta-lactamases de classe C
hyperproduction de béta-lactamases de classe A par Klebsiella

oxytoca
hyperproduction de béta-lactamases TEM et SHV par les

entérobactéries

hyperproduction de béta-lactamases de classe C

BLSE (Béta-Lactamase a Spectre Etendu)

hyperproduction de béta-lactamases de classe C
hyperproduction de béta-lactamases de classe A par Klebsiella
oxytoca

modification des PLP + BLSE

hyperproduction spécifiqgue de SHV-5

hyperproduction de béta-lactamases de classe C

BLSE

hyperproduction de béta-lactamases de classe C
hyperproduction de béta-lactamases de classe A par Klebsiella

oxytoca
métallo-béta-lactamases

1.2.2. Les différentes familles de béta-lactamines

Les antibiotiques de la famille des béta-lactamines sont classés en quatre sous-

classes : pénicillines, céphalosporines, carbapénémes et monobactames auxquelles il faut
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ajouter les inhibiteurs de béta-lactamases, qui ne sont pas des antibiotiques sensus stricto
mais des molécules permettant I'inhibition de certains mécanismes de résistance aux béta-
lactamines utilisés par les bactéries (Bryskier 1999). Le Tableau 2 présente chacune de ces

sous-classes.

Tableau 2 : Antibiotiques représentatifs des différentes sous-
classes de béta-lactamines.

Sous-classes de béta-lactamines Antibiotiques représentatifs

Pénicillines

benzyl-pénicillines pénicilline G

isoxazolyl-pénicillines cloxacilline, oxacilline
amino-péncillines ampicilline, amoxicilline, pivampicilline
uréido-pénicillines pipéracilline, azlocilline
carboxy-pénicillines carbénicilline, ticarcilline
amidino-pénicillines mécillinam, pivmécillinam

Céphalosporines

premiére génération céfalexine, céfalotine, céfazoline
deuxiéme génération céfoxitine, céfuroxime, céfotétan

troisieme génération céfotaxime, ceftriaxone, ceftiofur, céfixime
guatrieme génération céfépime, cefpirome, cefquinome
Monobactames aztreonam

Carbapénemes imipénem, méropénem, ertapénem
Inhibiteurs de béta-lactamases acide clavulanique, sublactam, tazobactam

1.2.2.1. Les pénicillines

La benzyl-pénicilline (pénicilline G), initialement isolée en 1928 par Alexander
Fleming a partir de la moisissure Penicillium notatum, fut le premier antibiotique utilisé en
médecine humaine. Cette molécule posséde un spectre antibactérien couvrant les cocci a
Gram positif et négatif et les bacilles & Gram positif. L’émergence progressive de souches de
Staphylococcus aureus résistantes, notamment par la production de pénicillases, a poussé

au développement de composés beaucoup plus stable a I’hydrolyse par cette enzyme.
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Les isoxazolyl-pénicillines (pénicillines du groupe M) ont été développées en réponse
a cette émergence. Ces molécules, beaucoup plus stables a I'’hydrolyse enzymatique que la
pénicilline G, possédent cependant une activité antibactérienne amoindrie.

Les amino-pénicillines (pénicillines du groupe A) possédent un spectre antibactérien
élargi par rapport a la pénicilline G (activité contre les bacilles a Gram négatif notamment).
L'amoxicilline, qui est la béta-lactamine la plus utilisée en médecine humaine, appartient a ce
groupe. Cet antibiotique a été développé dans le but d’obtenir une forme d’ampicilline
administrable par voie orale. Ces deux antibiotiques ne different d'ailleurs que par la
présence d'un groupement hydroxyle en position 4 sur le groupement phényle de
I'amoxicilline qui lui confére une biodisponibilité par voie orale bien supérieure a celle de
I'ampicilline (Ferres 1983).

Les uréido-pénicillines et les carboxy-pénicillines possédent également un spectre
élargi a certains bacilles a Gram négatif, notamment a la bactérie nosocomiale,
Pseudomonas aeruginosa et contre certaines souches productrices de céphalosporinases.
Ces composés sont réservés a la médecine humaine.

Les amidino-pénicillines en revanche, sont des béta-lactamines possédant un spectre

antibactérien limité aux bacilles a Gram négatif.

1.2.2.2. Les céphalosporines

Les premiéres céphalosporines ont été découvertes en 1948 par Giuseppe Brotzu, a
partir de cultures de la moisissure Cephalosporium acremonium (Bo 2000). Cette sous-
classe de béta-lactamine se caractérise par un large spectre antibactérien notamment contre
les bacilles a Gram négatif. Les céphalosporines sont classées en quatre générations en
fonction de leur spectre antibactérien mais surtout en fonction de leur capacité de résistance
vis-a-vis des différents types de céphalosporinases (béta-lactamases ayant une tres forte
affinité pour les céphalosporines) (Marshall and Blair 1999).

Les céphalosporines de premiére génération possedent un spectre antibactérien qui
couvre les cocci a Gram positif ainsi que quelques especes bactériennes a Gram négatif. Ce
sont les céphalosporines les plus sensibles a I'’hydrolyse par les céphalosporinases.

Les céphalosporines de deuxiéeme génération possédent un spectre antibactérien
plus étendu contre les bactéries a Gram négatif. Elles sont résistantes a I'hydrolyse de
nombreuses béta-lactamases d'origine plasmidique n’étant pas des Béta-Lactamases a
Spectre Etendu (BLSE) mais sont sensibles a I'hydrolyse par les cépaholosporinases
d’origine chromosomique (AmpC).
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Les céphalosporines de troisieme génération possédent un spectre antibactérien plus
élargi contre les bactéries & Gram négatif mais au détriment d’'un spectre plus étroit que les
précédentes générations contre les cocci a Gram positif. Cependant, elles sont beaucoup
plus résistantes a I'hydrolyse par les céphalosporinases chromosomiques (AmpC) que les
précédentes générations. La découverte des BLSE en 1983 marque le début d’une nouvelle
ere dans I'histoire de la résistance aux béta-lactamines (Knothe, Shah et al. 1983). Les
BLSE possedent une activité accrue contre les béta-lactamines et sont notamment capables
d’hydrolyser les céphalosporines de troisieme génération et les monobactames (Bush 2001).

Les céphalosporines de quatrieme génération possédent un spectre antibactérien
comparable a celui des céphalosporines de premiére génération en ce qui concerne les
bactéries a Gram positif et a celui des céphalosporines de troisieme génération en ce qui
concerne les bactéries & Gram négatif. De plus, ce type de céphalosporine est beaucoup
plus résistant aux souches bactériennes hyperproductrices de béta-lactamases que les
céphalosporines de troisieme génération. La cefquinome commercialisée en médecine

vétérinaire appartient a cette génération de céphalosporine.

1.2.2.3. Les monobactames

Cette sous-classe de béta-lactamine n’est composée que d'un seul agent
commercialisé et réservé a la médecine humaine : I'aztréonam. Son spectre antibactérien se
limite aux bacilles & Gram négatif et sa voie d’administration est parentérale du fait de sa trés

faible biodisponibilité par voie orale (inférieure a 1%).

1.2.2.4. Les carbapénémes

Cette sous-classe de béta-lactamine posséde, de par sa tres forte affinité pour les
PLP, le spectre antibactérien le plus large existant chez les béta-lactamines. Celui-ci couvre
la majorité des bactéries pathogénes a Gram positif et a Gram négatif. De plus, ces
molécules possédent une excellente résistance aux béta-lactamases et seules les métallo-
béta-lactamases sont capables de les hydrolyser. Ces antibiotiques sont souvent utilisés en

dernier recours et sont, de ce fait, réservés a la médecine humaine.
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1.2.2.5. Les inhibiteurs de béta-lactamases

Les inhibiteurs de béta-lactamases ne sont pas des antibiotiques car leur action
n’entraine ni la bactériostase ni la mort de la bactérie. Ceci est d0 a leur trés faible affinité
pour les PLP. Il s’agit cependant de molécules appartenant a la famille des béta-lactamines
de par leur structure chimique (présence d’'un noyau béta-lactame). Ces composés agissent
sur les béta-lactamases en se fixant de maniere irréversible sur le site catalytique de ces
enzymes, pour lesquelles ils possédent une trés forte affinité, empéchant définitivement
I'action de ces derniéres. L'administration d'inhibiteurs de béta-lactamases en complément
d'une béta-lactamine permet ainsi d’empécher la dégradation de l'antibiotique par des
souches bactériennes productrices de béta-lactamases, ce qui préserve son action.
Cependant, bien qu'ils soient actifs contre de nombreuses béta-lactamases, les inhibiteurs

de béta-lactamases n’inhibent pas les céphalosporinases et les métallo-béta-lactamases.

1.2.3. Utilisation des béta-lactamines en élevage porcin

1.2.3.1. Les béta-lactamines autorisées pour I’espece porcine en France

En France, cinq béta-lactamines sont autorisées dans I'espéce porcine : la pénicilline
G, l'ampicilline, I'amoxicilline, le ceftiofur (céphalosporine de 3°™ génération) et la
cefquinome (céphalosporine de 4°™ génération). Tous ces antibiotiques peuvent étre
administrés par voie parentérale mais seules I'ampicilline et I'amoxicilline sont administrables
par voie orale. lls peuvent étre administrés seuls ou en association avec d’autres familles
d’'antibiotiques (polypeptides, sulfamides ou aminoglycosides) (2012). Bien qu'utilisée dans
plusieurs pays européens (Belmar-Liberato, Gonzalez-Canga et al. 2011) et en France sur
d’autres espéces (bovin, chien et chat), I'association amoxicilline-acide clavulanique n'a pas

d’autorisation de mise sur le marché (AMM) pour I'espéce porcine.

1.2.3.2. Indications des béta-lactamines pour I’espece porcine

Les indications des béta-lactamines pour I'espéce porcine difféerent selon I'age des
animaux :

-Truies : utilisation de I'amoxicilline par voie orale ou du ceftiofur et de la cefquinome
par voie parentérale pour le traitement des cystites bactériennes. La cefquinome et la
pénicilline G peuvent étre également utilisées en traitement curatif du syndrome mammite

métrite agalactie (MMA).
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-Porcelets en maternité : utilisation de la péniciline G, de I'amoxicilline, de la
cefquinome et du ceftiofur en traitement préventif des arthrites. L’amoxicilline, I'ampicilline ou
des associations ampicilline-colistine, amoxicilline-colistine et ampicilline-sulfadiméthoxine
sont utilisées par voie orale en traitement curatif des diarrhées a colibacilles en périodes de
pré et post-sevrage.

-Porcelets au sevrage : utilisation de I'amoxicilline, de la cefquinome et du ceftiofur
dans le traitement curatif des infections respiratoires (Actinobacillus pleuropneumoniae,
Pasteurella multocida, Haemophilus parasuis) et des infections a Streptococcus suis.

-Porcs en engraissement : utilisation de I'amoxicilline et de I'association pénicilline-
dihydrostreptomycine dans le traitement des infections respiratoires. En cas d'épisodes
infectieux respiratoires dans un élevage, I'amoxicilline peut étre utilisée en traitement
métaphylactique par voie orale. Du fait de son faible temps d’attente, la cefquinome est
'antibiotigue de choix dans le traitement des infections respiratoires (notamment a

Actinobacillus pleuropneumoniae) lorsque les porcs sont en période de fin d’engraissement.

1.2.4. Parametres pharmacologiques permettant de prédire
I'efficacité des béta-lactamines

Les indices pharmacologiques permettant la prédiction de I'efficacité d’'un traitement
antibiotique possédent deux composantes : une composante pharmacocinétique (PK) et une
composante pharmacodynamique (PD). Les paramétres pharmacodynamiques (puissance,
efficacité, spectre antibactérien) sont propres a linteraction entre un antibiotique et une
bactérie donnée et peuvent étre déterminés par des études in vitro. En revanche, les
parameétres pharmacocinétiques, qui refletent I'action de l'organisme sur la substance,
varient en fonction de I'espéce animale a laquelle elle est administrée, du fait des différences
biologiques (génétiques, physiologiques, etc..) inhérentes a chaque espece Ces parametres

doivent donc étre déterminés sur chacune des espéces cibles.

1.2.4.1. Détermination des parameétres pharmacodynamiques des

antibiotiques

La détermination des parametres pharmacodynamiques des antibiotiques est réalisée
grace a deux méthodes in vitro, la détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice

(CMI) et les courbes de bactéricidie.
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1.2.4.1.1. Détermination de la CMI

La technique de détermination de la CMI est la technique la plus simple afin de
déterminer le spectre d’activité d’un antibiotique ainsi que le niveau de sensibilité des
différentes souches bactériennes a ce dernier. La CMI est déterminée selon une méthode
standardisée par le Clinical and Laboratory Standarts Institue (CLSI) (2009). Un inoculum de
5*10° UFC/mL est exposé & une gamme de concentrations d’antibiotique obtenue par
dilution sériée au demi. La croissance des bactéries est observée a I'ceil nu apres une
incubation a 35°C de 15 a 18 heures. La CMI est la concentration la plus faible pour laquelle

aucune croissance n’est visible a I'eeil nu (Figure 4).

Dilution au demi

NN NN

16 8 |I| 2 1 Concentrationsen
antibiotique (ug/mL)

Figure 4 : Méthode de détermination de la CMI.
Les zones grisées correspondent a une croissance bactérienne visible a I'ceil nu.

Cette technique simple et standardisée permet d'obtenir rapidement des résultats
comparables entre tous les laboratoires. Cependant, la faible charge bactérienne utilisée lors
de ce test ne refléte pas les charges bactériennes présentes au niveau des sites infectieux
(10°-10% UFC) (Gerber, Craig et al. 1983; Bingen, Lambert-Zechovsky et al. 1990) et ne

permet d'évaluer I'effet de I'antibiotique qu’aprés un temps d’incubation fixé.

1.24.1.2. Les courbes de bactéricidie

Les courbes de bactéricidie sont obtenues par dénombrement de la population
bactérienne exposée a différentes concentrations d'antibiotiques. Elles permettent de
déterminer l'activité de l'antibiotique au cours du temps sur des inocula bactériens de
différentes tailles. Il en existe deux types: les courbes de bactéricidie en présence de
concentrations constantes en antibiotique et les courbes de bactéricidie en présence de
concentrations variables. Ces derniéres utilisent des systémes dits « in vitro dynamiques »,
qui miment I'élimination de I'antibiotique par I'organisme et qui sont ainsi plus proches des

conditions in vivo. L'utilisation des courbes de bactéricidie permet de déterminer si un
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antibiotique est bactéricide (i.e. s'il provoque la lyse bactérienne) ou bactériostatique (i.e. s'il

empéche la croissance bactérienne) et également si celui-ci posséde la méme efficacité sur

des petits (ex : 10° UFC/mL) et des gros (ex : 10° UFC/mL) inocula bactériens. De plus, cette

technique permet de classer l'antibiotique testé selon deux modes d’'action: un mode

concentration-dépendant et un mode temps-dépendant (Figure 5).
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Figure 5: Courbes de bactéricidie représentatives des antibiotigues concentration-
dépendants et temps-dépendants.

Le graphique de gauche représente les courbes de bactéricidie obtenues pour un antibiotique
concentration-dépendant, 'activité bactéricide augmente avec la concentration en antibiotique. Le
graphique de droite représente les courbes de bactéricidie obtenues pour un antibiotique temps-
dépendant, I'activité bactéricide augmente avec le temps d’incubation avec I'antibiotique.

A partir des courbes de bactéricidie, il est possible de modéliser I'action des
antibiotiques sur la population bactérienne, grace a des équations décrivant I'effet de
I'antibiotique en fonction de sa concentration (Mattie 2000; Regoes, Wiuff et al. 2004).
Pour de nombreux antibiotiques, l'utilisation d’'un modeéle de type Enax (équation 1)
permet de bien décrire cette relation concentration-effet et ainsi d’'obtenir des
parametres pharmacodynamiques reflétant I'efficacité (Enax) €t la puissance (ECso) des

antibiotiques testés (Figure 6) :

EmaxxCY .
= TEC};O (Equatlon 1)
ou E est l'effet de l'antibiotique observé pour la concentration C, En.x est l'effet
maximal de I'antibiotique, ECs, est la concentration en antibiotique produisant 50% de

I'effet maximal et y est le coefficient de sigmoidicité de la courbe.
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Figure 6 : Effet de I'antibiotique en fonction de sa concentration dans une relation de type
Emax.
L'effet de I'antibiotique augmente avec sa concentration jusqu’a atteindre I'effet maximal pour les
fortes concentrations.

L'obtention des parameétres de puissance et d’efficacité ainsi que la classification des

antibiotiques en fonction de leur mode d’action permet d’adapter les schémas posologiques

pour obtenir une efficacité optimale des antibiothérapies.

1.2.4.2. Paramétres pharmacocinétiques des béta-lactamines chez I'animal

Cette section présente les paramétres pharmacocinétiques des deux béta-lactamines

utilisées au cours de ces travaux de thése : I'amoxicilline et la cefquinome, chez les

différentes espéces utilisées lors des expérimentations
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1.2.4.2.1. Parameétres pharmacocinétiques de I'amoxicilline chez la
souris

Le tableau 3 présente les paramétres pharmacocinétiques déterminés sur différentes
souches de souris au cours de trois différentes études. Quelgue soit la voie d’administration,

la demi-vie d’élimination (Ty;) de I'amoxicilline est trés courte (inférieure a une heure) chez

la souris.
Tableau 3 : Paramétres pharmacocinétiques de I'amoxicilline chez la souris.
Référence Soriano et coll., 1996 Azoulay-Dupuis et coll., 1996 Gisby et coll.,, 1991
(Soriano, Ponte et al. 1996) (Azoulay-Dupuis, Moine et al. (Gishy, Wightman et al.
1996) 1991)
Souche femelle OF1 Swiss MF1
Poids () 20-22 - 18-22
Voie d’administration sous-cutanée sous-cutanée oral
Dose (mg/kg) 10 10 20
AUCo- (ug*h/mL) ? 4.6 11 -
Crmax (Hg/mL) ® 9.2 - -
Tiz2 (h) © 0.24 0.40 0.36
Crmoy (Mg/mL) ° - - 7.9

& AUC (0. : aire sous la courbe des concentrations de 0 a I'infini
Cmax : concentration maximale plasmatique

“Ty2: temps de demi-vie d’élimination
Cmoy : CcONcentration plasmatique moyenne

1.2.4.2.2. Paramétres pharmacocinétiques de la cefquinome chez la
souris et le porc

Le Tableau 4 présente les paramétres pharmacocinétiques de la cefquinome obtenus
chez la souris et le porc au cours de deux études différentes. Le temps de demi-vie
d’élimination de la cefquinome est trés court chez la souris pour une administration en sous
cutanée (inférieur a une heure) et plutdt court chez le porc lors d’'une administration en
intraveineuse (1.3h). En revanche, lors d’une administration par voie intramusculaire la demi-
vie d’élimination est quasiment quadruplée (4.3h) du fait d'un délai d’absorption beaucoup
plus long de la substance. Cependant, le temps nécessaire pour obtenir les concentrations
plasmatiques maximales (Tmax) est tres court que ce soit chez la souris par voie sous

cutanée (0.38h) ou chez le porc par voie intramusculaire (0.28h).

45



Chapitre 1 — Etude bibliographique : Les béta-lactamines

Tableau 4 : Parameétres pharmacocinétiques de la cefquinome chez la souris et le porc.

Référence Limbert et coll., 1991 Limbert et coll., 1991 Li et coll., 2008
(Limbert, Isert et al. 1991) (Limbert, Isert et al. 1991) (Li, Wu et al. 2008)
Espece souris porc porc
Voie d’administration sous-cutanée intraveineuse intramusculaire
Dose (mg/kg) 10 10 2
AUC [0« (Mg*h/mL)? 78+1.9 66.7 £ 27.2 7.58 £ 1.59
Cmax (ug/mL) ° 75£29 - 4.01+0.57
Tmax (h) © 0.38 £0.16 - 0.28 +0.07
Taz (h) a 0.58 £ 0.09 1.32+0.18 4,36 + 2.35
F (%) © - - 95.13 £ 9.93

& AUC (o. : aire sous la courbe des concentrations de 0 a I'infini
® Crmax : CONCENtration maximale plasmatique

© Tmax : temps nécessaire pour atteindre Crax

Tt temps de demi-vie d’élimination

° F : biodisponibilité absolue

1.2.4.3. Criteres d’efficacité d’un traitement antibiotique aux béta-lactamines

L'efficacité d’'un traitement antibiotique ne se mesure pas uniguement par la guérison
clinigue mais également par I'élimination des bactéries au niveau du site infectieux. En effet,
si I'éradication bactérienne n’est pas obtenue a la fin du traitement, une rechute chez le sujet
traité est possible avec un risque de dissémination de souches résistantes vers d'autres
sujets (Dagan, Klugman et al. 2001).

La relation quantitative entre d’'un coté les parametres pharmacocinétiques décrivant
I'exposition a I'antibiotique - tels que I'aire sous la courbe des concentrations plasmatiques
(AUC), le pic de concentrations (Cmax) ou la durée d’exposition au dessus d’'un certain
niveau de concentrations, et de l'autre les parametres pharmacodynamiques tels que la
concentration minimale inhibitrice (CMI), permet de construire des indices PK/PD.
L'utilisation de ces indices pour décrire, prédire et comprendre les relations entre un
traitement et son efficacité sur le plan clinique et bactériologique a été développée dans les
années 1980-90 par W A Craig (Eagle, Magnuson et al. 1947; Eagle 1949).

Trois principaux indices PK/PD sont utilisés pour déterminer [l'efficacité des
antibiotiques : le maintien d'une concentration supérieure a la CMI durant un certain
pourcentage de l'intervalle d’administration (T-cu), le rapport de la concentration plasmatique
maximale sur la CMI (C,a/CMI) et le rapport de I'aire sous la courbe des concentrations
plasmatique sur la CMI (AUC/CMI) (Figure 7) (Rybak 2006). Le choix de ces indices dépend
du mode d’action des antibiotiques, a savoir s’ils sont temps dépendants ou concentration-
dépendants. Pour les antibiotiques concentration-dépendants comme les aminoglycosides et
les fluoroquinolones, les indices PK/PD qui sont les mieux corrélés avec l'efficacité sont les
rapports AUC/CMI et C/CMI (Blaser, Stone et al. 1987; Forrest, Nix et al. 1993). En
revanche, pour les antibiotiques temps-dépendants comme les béta-lactamines, le Tscw se

révele étre I'indice le plus prédictif de I'efficacité (Craig 2003). Le Tscw des béta-lactamines

46



Chapitre 1 — Etude bibliographigue : Les béta-lactamines

doit étre d’au moins 50% (bactéries Gram positif) et préférablement de 80% (bactéries Gram
négatif) de l'intervalle entre deux administrations pour obtenir un effet optimal en terme de

guérison microbiologique (Craig 1998; Toutain, del Castillo et al. 2002).

Figure 7 : Présentation des principaux parametres PK/PD utilisés en antibiothérapie.
La courbe des concentrations plasmatiques d'antibiotique représentée en fonction du temps permet
de visualiser I'Aire sous la courbe (AUC), le pic maximal de concentration plasmatique (Cmax) ainsi
gue le temps passé par les concentrations au dessus de la CMI (Tscwmi).

1.2.5. Influence de la taille de I'inoculum bactérien sur |'efficacité
des béta-lactamines

Pour déclencher certaines infections bactériennes, une dizaine a une centaine de
bactéries peuvent étre suffisantes (Eagle, Magnuson et al. 1947). Au cours de linfection, la
charge bactérienne se développe au niveau du site infectieux jusqu’a atteindre des densités
de l'ordre de 10° & 10" UFC (Gerber, Craig et al. 1983). Cette augmentation peut se
produire soit de maniére exponentielle soit plus progressivement, en fonction de I'espéce
bactérienne. Cependant, lorsqu’un seuil critique est atteint, I'individu contaminé déclenche
des signes cliniques liés a linfection qui peuvent résulter a la fois de la détection du
pathogene et de la mise en place de mécanismes de défense par le systeme immunitaire
et/ou de Iésions tissulaires induites par des toxines produites par les bactéries pathogenes.

De nombreuses études in vitro et in vivo ont démontré que les béta-lactamines
étaient plus puissantes et efficaces contre de petits inocula bactériens que contre des gros
inocula bactériens (Eagle 1949; Firsov, Ruble et al. 1997; Mizunaga, Kamiyama et al. 2005;
Udekwu, Parrish et al. 2009). Par exemple, le Dr Harry Eagle a montré en 1947, sur un

modeéle de syphilis chez le lapin, gu'une dose de péniciline G de 32000 unités/kg était
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nécessaire pour guérir 100% des lapins infectés par 2*10° Treponema pallidum alors qu’une
dose de 4000 unités/kg était nécessaire pour guérir 100% des lapins infectés par 2*10°
Treponema pallidum et qu’'une dose de 1000 unités/kg était nécessaire pour guérir 100%
des lapins infectés par 2*10' Treponema pallidum (Eagle, Magnuson et al. 1947). Ce
phénoméne appelé «effet inoculum» est retrouvé chez de nombreuses familles
d’'antibiotiques (Udekwu, Parrish et al. 2009; Ferran, Toutain et al. 2011).
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1.3. Mécanismes de résistance aux béta-lactamines

Les bactéries ont acquis divers mécanismes de résistance aux béta-lactamines bien
avant l'utilisation des antibiotiques en médecine humaine et vétérinaire. En effet, depuis des
millions d’'années, les bactéries et les champignons luttent dans I'environnement pour
coloniser certaines niches écologiques. Si les champignons ont acquis, au cours de
I'évolution, la capacité a produire des béta-lactamines pour éliminer leurs concurrents, les
bactéries ont acquis en réponse la capacité de produire des béta-lactamases afin de détruire
ces molécules (Keller, Turner et al. 2005). Cependant, I'utilisation intensive d’antibiotiques de
la famille des béta-lactamines en médecine durant ces 60 derniéres années a conduit a une
explosion de I'émergence de bactéries résistantes et particulierement chez les bactéries
pathogénes pour I'Homme et les animaux (Livermore 1998).

Comme nous l'avons vu précédemment, la méthode de référence pour déterminer
I'efficacité d’'un antibiotique sur une souche bactérienne est la détermination de la CMI. Cette
derniére permet de définir si une souche bactérienne est résistante ou non a I'antibiotique
testé. La notion de résistance peut étre définie selon différents criteres en fonction des
domaines de spécialité (microbiologie, épidémiologie, pharmacologie, clinique) (Davison,
Low et al. 2000). Afin de réaliser les meilleurs choix thérapeutiques possibles, des valeurs
critigues de CMI ont été définies par des comités d’experts regroupant des spécialistes des
différents domaines précités. Elles permettent de définir la catégorie a laquelle appartient
une souche bactérienne donnée (sensible, intermédiaire, résistante) et de choisir le cas
échéant, I'antibiotique le plus adapté. La détermination de ces valeurs seuils prend en
compte la distribution des CMI pour un antibiotique donné des différentes souches testées
de Il'espéce bactérienne considérée, les propriétés pharmacocinétiques et
pharmacodynamiques de I'antibiotique et les résultats des études cliniques (Turnidge and
Paterson 2007). Bien que la détermination de la valeur de la CMI soit la méthode de
référence, la détermination du niveau de résistance d’'une souche bactérienne est possible
par l'utilisation d’'un antibiogramme. En effet, des valeurs critiques de diametres en mm
(contrairement a la MIC en pug/mL) ont également été déterminées dans l'interprétation des
résultats de cette technique d’analyse.

Au cours de ces quarante derniéres années, les avancées effectuées dans les
domaines de la microbiologie, de la biochimie et de la biologie moléculaire ont permis
d’identifier la nature des différents mécanismes de résistance possédés par les souches
bactériennes résistantes aux béta-lactamines, ce qui a permis a la fois une meilleure
compréhension de ces mécanismes, le développement de nouveaux types de béta-
lactamines et d'outils diagnostics (test de recherche de béta-lactamases). L'utilisation de

techniques de biologie moléculaire comme la PCR et ses dérivés (puces a ADN) sont
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également utilisées dans le domaine de I'épidémiologie afin de pouvoir suivre I'émergence et
la dissémination des différents déterminants génétiques codants pour des mécanismes de
résistances aux béta-lactamines (Ojha and Kostrzynska 2008).

A I'heure actuelle, quatre type de mécanismes de résistance aux béta-lactamines ont
été identifiés: la production de béta-lactamases qui demeure de loin le plus répandu, la
diminution de la perméabilité membranaire, I'excrétion de I'antibiotique hors de la bactérie
par des protéines d'efflux et la modification de la cible, la perte d'affinité des protéines de

liaison a la pénicilline (PLP) (Poole 2004).

1.3.1. Production de béta-lactamases
1.3.1.1. Les éléments génétiques mobiles porteurs de la résistance :

intégrons, plasmides, transposons et bactériophages

Ces élements facillement transmissibles d’'une bactérie a I'autre, que ce soit par des
phénomenes d’échanges entre des bactéries d’espéces différentes (transfert horizontal) ou &
leur descendance (transfert vertical) consituent les principaux vecteurs des mécanismes de
résistances aux antibiotiques pour le genre bactérien. Ces supports sont d’autant plus
efficaces que pour certains d’entre eux (plasmides en l'occurrence), il n'est pas rare que
plusieurs mécanismes de résistance pour différentes familles d’antibiotiques soient codés
sur un seul de ces éléments. Ainsi la sélection d'une souche bactérienne grace a
I'expression d’'un mécanisme de résistance entraine irremédiablement la sélection des autres
phénotypes de résistance. De plus, I'échange de ces éléments porteurs de phénotype de
multi-résistance entre les bactéries et notamment celles pathogéne spour 'Homme, est un
phénoméne de plus en plus préoccupant pour la santé publique car cette co-sélection
diminue de facon considérable I'arsenal thérapeutique efficace contre ces bactéries (Canton
and Ruiz-Garbajosa 2011).

1.3.1.1.1. Les intégrons

Les intégrons sont organisés sous forme de cassettes de génes comportant un
systeme de capture de la séquence génique et un systeme d'expression génique. Ces
cassettes sont des éléments génétiques mobiles capables d'étre intégrés ou excisés par un
mécanisme de recombinaison d’ADN spécifigue médié par une intégrase. Par conséquent,
les intégrons sont constitués d'une région 5' comprenant un géne codant pour une intégrase,
un site d'attachement a ’ADN et un promoteur. Cependant, les intégrons sont incapables

d'autoréplication et doivent obligatoirement étre localisé soit sur un réplicon (plasmide ou
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chromosome bactérien), soit sur un élément transposable (transposon). Les intégrons sont
répartis en plusieurs classes définies en fonction de la structure du géne codant pour
l'intégrase. A ce jour, trois d'entre elles (classes 1, 2 et 3) ont été identifiés comme étant

impliquées dans la dissémination de la résistance aux antibiotiques.

1.3.1.1.2. Les plamides

Les plasmides sont des éléments génétiques mobiles constitués d'une hélice d’ADN
a double brin, circulaire et cytoplasmique. lls sont doués de réplication autonome et
présentent un panel de taille trés variable (de 3 & 400kb). lls sont les supports de nombreux
types de génes remplissant diverses fonctions physiologiques (dont la résistance aux
antibiotiques), permettant une meilleure adaptation des bactéries a leur environnement. La
transmission d’'un plasmide d'une bactérie a l'autre s'effectue soit par transfert vertical (lors
de la division clonale), soit par transfert horizontal (conjugaison, transduction ou
transformation). Bien que les plasmides ne revétent absolument pas un caractére
indispensable au métabolisme normal de la cellule bactérienne, les avantages qu'ils
conférent font de ces éléments les principaux vecteurs d'adaptation des bactéries a un
nouvel environnement. Ce sont d'ailleurs les principaux médiateurs de la résistance

bactérienne aux béta-lactamines.

1.3.1.1.3. Les transposons

Les transposons sont des séquences d'ADN capables de modifier leur localisation au
sein du génome sans jamais y étre présents a I'état libre. lls sont incapables
d’autoréplication mais présentent dans leur séquence codante les déterminants de la
transposition ainsi que d'autres assurant de nombreuses fonctions physiologiques (génes de
résistance aux antibiotiques). Le mécanisme d’insertion/délétion du transposon dans le
génome s’appelle la transposition. L'ensemble des transposons constitue un patrimoine
génétique permettant aux bactéries de s’adapter a leur environnement en fonction de la

pression du milieu.

1.3.1.1.4. Les bactériophages

Un bactériophage (ou phage) est un virus n'infectant que les bactéries. Pour la
plupart d’entre eux, il existe une spécificité d’hdte trés étroite (se limitant parfois a une seule

souche d’'espéce bactérienne). Le support génomique des bactériophages peut étre soit de

51



Chapitre 1 — Etude bibliographique : Mécanismes de résistance aux béta-lactamines

I’ADN ou de I'ARN, simple ou double brin. Cependant, plus de 95 % des phages identifiés a
ce jour sont des phages a ADN double-brin. Au niveau structurel, ils sont également
constitués d'une enveloppe protéique externe (la capside) ayant pour fonction de protéger le
matériel génétique et d’'une véritable seringue moléculaire ayant pour fonction, I'arrimage du
phage a la surface bactérienne et l'injection du matériel génétique au niveau du cytoplasme
bactérien. En fonction de sa nature (ADN ou ARN), le matériel génétique est composé de
divers éléments permettant, en couplage avec la machinerie cellulaire de la bactérie, la
réplication des acides nucléiques phagiques. De plus, ce matériel génétique peut contenir
divers déterminants génétiques pouvant conférer a la bactérie des avantages sélectifs
(génes de résistance aux antibiotiques notamment). Les bactériophages persistent dans le
monde bactérien sous deux états distincts : sous forme virulente/ lytique (se répliquant dans
la cellule bactérienne infectée et provoquant sa lyse) ou sous forme lysogene (inséré dans le
génome bactérien sous la forme d'un prophage et devenant ainsi partie intégrante du
génome de I'hbte). Le mécanisme d'acquisition de matériel génétique d’'une bactérie par

I'infection de bactériophages est appelé transduction.

1.3.1.2. Présentation générale des béta-lactamases

Les béta-lactamases sont des enzymes, produites par les bactéries, et ayant la
capacité d’hydrolyser le noyau béta-lactame des béta-lactamines. Cette hydrolyse inactive
ainsi I'antibiotique avant que celui-ci n’atteigne les PLP. Evolutivement, les béta-lactamases
dérivent des PLP (Kelly, Dideberg et al. 1986; Massova and Mobashery 1998). En effet, ces
deux types d’enzymes possédent de nombreuses analogies structurelles et séquentielles et
sont capables de fixer les béta-lactamines. La différence majeure entre ces deux types
d’enzymes réside dans le fait que seules les béta-lactamases sont capables d’hydrolyser et
ainsi d’inactiver les béta-lactamines.

Suivant le type d'enveloppe bactérienne, les béta-lactamases sont soit exportées
dans le milieu extracellulaire (bactéries a Gram positif telles que Staphylococcus aureus),
soit dans I'espace périplasmique (bactéries & Gram négatif telles que Escherichia coli)
(Figure 8 et Figure 9). A I'neure actuelle, plus de 500 béta-lactamases différentes ont été
répertoriées (Babic, Hujer et al. 2006). La destruction des béta-lactamines par les béta-
lactamases est le mécanisme de résistance majeur des bactéries a Gram négatif. Bien
gu'étant probablement a l'origine des génes chromosomiques de par leur ascendance, les
génes codant pour les béta-lactamases sont majoritairement portés par des éléments
génétiques mobiles, notamment des plasmides mais également des transposons, des
intégrons et par le matériel génétique de certains phages (Colomer-Lluch, Jofre et al. 2011;
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Mokracka, Gruszczynska et al. 2012; Garcia-Cobos, Arroyo et al. 2013). Cependant, il existe
encore des génes chromosomiques codant pour ces enzymes. Les éléments génétiques
mobiles codant pour des béta-lactamases sont généralement transmis par transfert vertical
mais peuvent également [|'étre par transfert horizontal y compris entre espéces
phylogénétiguement éloignées (Livermore 1995). Chez certaines espéces bactériennes, la
résistance a certaines béta-lactamines par production de béta-lactamase est dite naturelle.
Cela signifie gu’une trés forte proportion des souches d’'une espéce bactérienne, présentent
un phénotype de résistance a un antibiotique donné et ceci en I'absence de toute pression
de sélection. Par exemple, Aeromonas hydrophila est naturellement résistante a la pénicilline
G par production d'une pénicillinase (Zemelman, Gonzalez et al. 1984). Par opposition a la
résistance naturelle, la résistance acquise se manifeste sous l'effet d'une pression de
sélection. L'exemple de la propagation de TEM-1, la premiére béta-lactamase plasmidique
identifiée chez une bactérie a Gram négatif est un trés bon exemple. Cette enzyme a été
isolée pour la premiére fois dans une culture de sang d'un patient nommé Temoneira en
Gréce (Datta and Kontomichalou 1965). La dissémination du géne tem-1 vers d’autres
espéces bactériennes a été trés rapide étant donné que ce géne est porté par des plasmides
et des transposons et en quelques années, des bactéries porteuses de ce géne ont été
retrouvées dans tous les pays du monde, notamment chez diverses especes a Gram négatif
(Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus influenzae et Neisseria
gonorrhoeae) (Bradford 2001).
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Figure 8 : Mode d'action des béta-lactamases chez les bactéries a gram négatif.
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Figure 9 : Mode d'action des béta-lactamases chez les bactéries a gram positif.

PLP

1.3.1.3. Classification des béta-lactamases

Deux types de classification ont été proposées pour les béta-lactamases : une
classification fonctionnelle (Bush, Jacoby et al. 1995) et une classification moléculaire
(Ambler 1980). La classification fonctionnelle repose sur plusieurs critéres en relation avec
I'activité des différentes béta-lactamases (substrat, profil d’'inhibition) et divisent ces enzymes
en quatre groupes (1 a 4) contenant chacun des sous-groupes. La classification moléculaire
s’appuie elle sur les parentés phylogénétiques des différentes béta-lactamases et divise
également ces enzymes en quatre groupes (A a D). Les béta-lactamases des classes A, C
et D font partie des enzymes a sérine active, c'est-a-dire possédant au niveau de leur site
actif une sérine intervenant dans le mécanisme d’acétylation au cours de I'hydrolyse des
béta-lactamines. En revanche, la classe B inclut les métallo-béta-lactamases dont l'activité
catalytique nécessite la présence d'ions métalliques. La classification comparée des béta-
lactamases selon leur parenté moléculaire et fonctionnelle est présentée dans le Tableau 5.

La nomenclature des béta-lactamases est détaillée dans la liste des abréviations (page 11).

54



Chapitre 1 — Etude bibliographique : Mécanismes de résistance aux béta-lactamines

Tableau 5 : Classification moléculaire et fonctionnelle des béta-lactamases.

Classification Classification Substrats Inhibition par : Exemples
fonctionnelle moléculaire
(Bush, Jacoby et al. (Ambler 1980)
1995)
Acide EDTA
clavulanique
1 C céphalosporines - - AmpC, CMY-2
2a A pénicillines + - PC1
pénicillines, i TEM-1, TEM-2,
2b A céphalosporines * SHV-1
A pénicillines,
obe céphalosporines de 3°™° + - BLSE
et 4°™° génération, (TEMs,SHVs,
monobactames CTX-Ms)
2br A pénicillines +/- - IRT TEMs
2c A pénicillines, + - PSE-1
carbénicilline
2d D N . +/- - OXAs
pénicillines, cloxacilline
2e A céphalosporines + - FEC-1
of A pénicillines,
céphalosporines,
carbapénémes + - KPC-1, SME-1
3 B la plupart des béta- - + L1, CcrA,NMD-1
lactamines
4a

®La classe 4 regroupe les béta-lactamases ne pouvant étre classées dans les autres groupes.
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1.3.1.3.1. La classe A

Il s’agit de la classe comprenant les enzymes les plus diverses. Historiguement, elle
était principalement représentée par les pénicillinases possédant une activité contre les
pénicillines mais également, a un moindre degré sur les céphalosporines de premiére
génération (ex : PC1 isolée chez Staphylococcus aureus). La majorité de ces enzymes est
sensible aux inhibiteurs de béta-lactamases. Les principaux représentants de ce groupe sont
les béta-lactamases du type PC1, TEM, SHV et plus récemment la famille des CTX-M. Les
Béta-Lactamases a Spectre Etendu (BLSE) qui se caractérisent par une résistance a
'ensemble des béta-lactamines exceptées les céphamycines (sous-classe des céphémes) et
les carbapénémes sont réparties dans les différentes familles de cette classe.

a) Béta-lactamases de type TEM

TEM-1 est I'enzyme la plus fréquemment rencontrée chez E. coli, mais elle est
également présente chez d’autres espéces telles que Klebsiella pneumoniae, Enterobacter
spp., Haemophilus influenzae et Neisseria gonorrhoeae. Environ 90% des souches d’E. coli
résistantes a I'ampicilline le sont grace a la production de TEM-1 (Livermore 1995). TEM-1
est capable d’hydrolyser I'ampicilline, l'oxacilline, la céfalotine, et posséde une activité
catalytique non-négligeable vis-a-vis des céphalosporines dites a spectre étendu. L’enzyme
TEM-2 ne differe de TEM-1 que par un seul acide aminé dans sa séquence peptidique. Les
genes codants pour ces enzymes sont situés sur des plasmides et des transposons (Tnl,
Tn2 ou Tn3) ce qui facilite beaucoup la dissémination interspécifique (transferts horizontaux)
de cette enzyme (Partridge and Hall 2005). La premiére Béta-Lactamase a Spectre Etendu
(BLSE) de type TEM (TEM-3) a été isolée en 1989 (Sougakoff, Goussard et al. 1988).
Depuis les trente derniéres années, plus de cent béta-lactamases dérivées de TEM-1 ont
émergé par substitution d’'un ou plusieurs acides aminés (Paterson and Bonomo 2005).
Certains de ces dérivés sont des IRT (Inhibitor-Resistant TEM béta-lactamase) qui ont été
mis en évidence a partir d'isolats cliniques résistants a I'action de l'acide clavulanique
(Canton, Morosini et al. 2008). La majorité des dérivés de type TEM sont des BLSE isolées
le plus souvent chez E. coli et Klebsiella pneumoniae mais également mises en évidence

chez d’autres bactéries a Gram négatif (Bradford 2001).

56



Chapitre 1 — Etude bibliographique : Mécanismes de résistance aux béta-lactamines

b) Béta-lactamases de type SHV

Les génes codant pour ce type de béta-lactamase sont souvent isolés chez les
bactéries du genre Klebsiella. Ces enzymes sont des pénicillinases et SHV-1 est la plus
frequemment rencontrée, notamment chez Klebsiella pneumoniae dont la majorité des
souches possedent le gene codant pour cette enzyme sur leur chromosome. Cependant,
chez certaines espéces bactériennes comme E. coli, ce géne peut étre porté par des
éléments génétiques mobiles (plasmides). A I'heure actuelle, une centaine de béta-

lactamases dérivées de SHV-1 ont été mises en évidence (Bradford 2001).

c) Béta-lactamases de type CTX-M

Au cours des dix dernieres années, une nouvelle famille de BLSE hydrolysant
préférentiellement le céfotaxime a émergé notamment au sein des entérobactéries : les béta-
lactamases de type CTX-M. Ces enzymes, majoritairement portées par des éléments
génétiques mobiles comme les plasmides (Kang, Kwon et al. 2013), les transposons (Kang,
Kwon et al. 2013)et les bactériophages (Colomer-Lluch, Jofre et al. 2011), se sont
rapidement propagées au niveau mondial et sont devenues les BLSE majoritaires des

entérobactéries de certaines zones géographigues (Soulsby 2007).

1.3.1.3.2. La classe B : métallo-béta-lactamases

La particularité des métallo-béta-lactamases est qu’elles sont capables d’hydrolyser
les carbapénemes, béta-lactamines qui échappent a [lactivité catalytique des béta-
lactamases a sérine active (classe A, C et D). De plus, la plupart des métallo-béta-
lactamases hydrolysent la quasi-totalité des pénicillines et des céphalosporines et sont
insensibles aux inhibiteurs de béta-lactamases (Bebrone 2007). L’ensemble de ces critéres
fait que les bactéries pathogénes ayant la capacité de sécréter des métallo-béta-lactamases
sont problématiques lorsqu’elles sont rencontrées en clinigue car peu de solutions
thérapeutiques. En 2009, une nouvelle métallo-béta-lactamase a été identifiée chez
Klebsiella pneumoniae a partir d'un isolat d’'un patient suédois ayant effectué un voyage en
Inde. Cette enzyme nommée NDM-1 (New Delhi Metallo-beta-lactamase-1) est codée par un
géne (blanpm-1) @appartenant & un intégron codant également pour une céphalosporinase de
classe C (CMY-4) et une nouvelle érythromycine estérase : ARR-2. Cet intégron confére a la

bactérie porteuse un profil de résistance a tous les antibiotiques exceptés aux quinolones et
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aux polypeptides. L'enzyme NDM-1 est capable d’hydrolyser toutes les béta-lactamines
hormis l'aztreonam (Yong, Toleman et al. 2009). Depuis 2010, plusieurs enzymes dérivées
de NDM-1 (NDM-2, NDM-4 et NDM-5 notamment) ont été mises en évidence dans divers
pays a travers le monde (Inde, Chine, Etats-Unis, Cameroun, Allemagne, Libye,
Danemark...) principalement chez trois especes bactériennes a Gram négatif (E.coli,
Klebsiella pneumoniae et Acinetobacter baumannii) (Charan, Mulla et al. ; Dortet, Poirel et al.
; Hammerum, Larsen et al. ; Leski, Vora et al. ; Wang, Liu et al.). La dissémination tres
rapide de cette nouvelle métallo-béta-lactamase dans de nombreux pays du monde est un

phénoméne trés inquiétant pour la santé publique.

1.3.1.3.3. La classe C: les céphalosporinases

La classe C comprend les céphalosporinases de type AmpC : une béta-lactamase
ayant été mises en évidence chez Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii, Serratia
marcescens et Pseudomonas aeruginosa et conférant un profil de résistance aux oxyimino-
céphalosporines (céfotaxime, ceftriaxone,...), aux 7-méthoxy-céphalosporines (céfoxitine et
cefotetan) et aux monobactames (Sanders 1987). Bien qu’ayant été caractérisés a I'origine
comme des enzymes codées par des génes chromosomiques a expression inductible, un
grand nombre de génes codant ce type d'enzymes a été identifié sur des éléments
génétiques mobiles de type plasmide (CMY-2, MIR-1, FOX-2, ACC-1) (Philippon, Arlet et al.
2002). Ces enzymes présentent une faible affinité pour les inhibiteurs de béta-lactamases et

ne sont donc pas inhibées par ces composeés (Shanthi and Sekar).
1.3.1.3.4. La classe D : les oxacillinases

La classe D regroupe les béta-lactamases hydrolysant préférentiellement I'oxacilline
et la cloxacilline et conférant une résistance a I'ampicilline et & la céfalotine (OXA-1, OXA-
2,...) (Gupta 2007). Ces enzymes présentent une faible affinité pour I'acide clavulanique et
ne sont donc pas inhibées par celui-ci. Ces béta-lactamases sont majoritairement
synthétisées par Pseudomonas aeruginosa mais d’autres especes bactériennes a Gram
négatif les produisent également (notamment E.coli). De nombreuses enzymes dérivées
d’'OXA-10 appartiennent a la classe des BLSE (OXA-18, OXA-28,...). Ces enzymes ont
acquis la capacité d’hydrolyser les céphalosporines (céfotaxime, ceftriaxone) ou les

monobactames (aztreonam) (Paterson and Bonomo 2005).
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1.3.2. Diminution de la perméabilité de la membrane externe

Chez les bactéries a Gram négatif, les béta-lactamines doivent traverser, en plus du
peptidoglycane qui est relativement perméable aux béta-lactamines, la membrane externe
bactérienne afin de pouvoir cibler les PLP situées au niveau périplasmique. Pour traverser
cette membrane, les béta-lactamines ont deux possibilités : passer a travers des canaux
membranaires spécifiques (porines) ou diffuser a travers la bicouche phospho-lipidique. En
fonction de leur degré d’hydrophobicité, les béta-lactamines ont plus ou moins de facilité a
diffuser a travers la membrane. Ainsi, certaines céphalosporines hydrophobes comme la
céfazoline, le ceftezole ou la céphaloridine diffusent facilement a travers la membrane
externe des bactéries a Gram négatif alors que des composés hydrophiles comme la
pénicilline G ou la céfalotine diffusent trés mal au travers de celle-ci (Sawai, Matsuba et al.
1979). En ce qui concerne le passage a travers les canaux protéiques de la membrane
externe comme les porines, de nombreuses études ont montré que plusieurs classes
d’antibiotiqgues comme les béta-lactamines, les fluoroguinolones ou les phénicolés utilisaient
préférentiellement ce systeme de transport passif pour atteindre leur cible au sein de la
bactérie (Domenech-Sanchez, Martinez-Martinez et al. 2003) (Figure 8). Les bactéries a
Gram négatif utilisent les porines pour s’approvisionner en nutriments et pour rejeter dans le
milieu extracellulaire les déchets métaboliques. La diminution de I'expression de certaines
porines, utilisées par les béta-lactamines, au niveau de la membrane externe bactérienne,
entraine une diminution de I'accumulation de celles-ci au niveau du périplasme. Ceci peut
entrainer des confusions en termes de diagnostic sur le phénotypage de la bactérie
pathogene. En effet, une diminution de I'expression des porines OmpC et OmpF couplée a la
sécrétion de la pénicillinase TEM-1 conféere a E.coli le phénotype BLSE alors que celle-ci
n’'en sécréete aucune (Beceiro, Maharjan et al.). Longtemps considéré comme un mécanisme
de résistance « secondaire », la diminution de la perméabilité de la membrane externe chez
les bactéries pathogénes a Gram négatif (Pseudomonas aeruginosa, E.coli, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii) est aujourd’hui de plus en plus considérée comme
un mécanisme majeur, notamment dans l'acquisition de la résistance aux carbapénémes
(Dahmen, Mansour et al. ; Fernandez Cuenca, Sanchez Mdel et al. ; Santella, Pollini et al. ;
Chia, Siu et al. 2009), béta-lactamines réservées a l'usage hospitalier et utilisées en derniére
intention dans le cadre de traitement d'infections dues a des bactéries pathogénes multi-

résistantes.
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1.3.3. Pompes a efflux

Les pompes a efflux sont des protéines membranaires permettant I'expulsion des
antibiotiques hors de la bactérie par transport actif, ceci méme contre le gradient de
concentration de la substance. Ce mécanisme confere ainsi un phénotype de résistance en
empéchant I'action des antibiotiques au niveau de leur cible. En fonction de leur structure et
de leur mécanisme d’action, les pompes a efflux sont classées en cing superfamilles, quatre
d’entre elles (Resistance-Nodulation-Division (RND), Multidrug And Toxic Efflux (MATE),
Small Multidrug Resistance (SMR) et Major Facilitator Superfamily (MFS) sont des
transporteurs actifs secondaires, i.e. utilisant la force proton motrice ou tout autre forme de
force « cation motrice » (notamment sodium) afin d’expulser les antibiotiques hors de la
bactérie. La cinquiéme superfamille est la famille des ATP-Binding Cassette (ABC),
transporteurs dits primaires car utilisant directement I'énergie résultant de I'hydrolyse de
I'ATP afin d’expulser les antibiotiqgues (Poole 2005) (Figure 10). Les pompes a efflux de la
super-famille RND sont spécifiques aux bactéries a Gram négatif. De par la capacité de ces
pompes a efflux & pouvoir prendre en charge différents types de molécules toxiques pour les
bactéries, celles-ci sont qualifiées de « Multi Drug Resistant » (MDR).

Les pompes a efflux ayant été mises en évidence comme étant impliguées dans
'acquisition d’'un phénotype de résistance aux béta-lactamines sont de maniére générale les
RND transporteurs chez les bactéries a Gram négatif avec notamment MexAB-OprM et
MexXY-OprM (résistance a la céfépime) (Campo Esquisabel, Rodriguez et al. ; Poole 2004)
chez Pseudomonas aeruginosa et AcrAB-TolC chez Haemophilus influenza et les
transporteurs ABC chez les bactéries a Gram positif avec notamment LmrA (résistance a
I'ampicilline) chez Lactococcus lactis (Kaczmarek, Gootz et al. 2004). La pompe AcrAB-TolC
participe également au phénotype de résistance de certaines souches dE.coli et
Pseudomonas aeruginosa aux antibiotiques de la famille des glycylcyclines, des macrolides,
des fluoroquinolones et des oxazolidinones, MexAB-OprM est impliquée dans la résistance
de certaines souches de Pseudomonas aeruginosa aux fluoroquinolones, aux glycylcyclines
et aux aminoglycosides et LmrA confére un phénotype de résistance a certaines souches de

Lactococcus lactis contre les aminoglycosides et les fluoroquinolones (Poole 2005).
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Chez certaines espéces pathogénes comme E.coli ou Salmonella sp., I'expression
des pompes a efflux peut étre induite par différents facteurs de stress environnementaux tels
gue des changements de pH, de pression osmotique ou une limitation nutritionnelle (Nishino,
Nikaido et al. 2009). Ces conditions hostiles pour les bactéries sont notamment retrouvées
au niveau du site infectieux. Il a été montré chez E.coli, que I'expression des genes codants
pour la pompe AcrAB était plus importante en cas d’un stress nutritionnel au glucose ou d'un
stress osmotique (Ma, Alberti et al. 1996; Rand, Danby et al. 2002).

Antibiotique
A

3
% Membrane
Antibiotique Antibiotique Antibiotique Antibiotique 2 externe
/A
Membrane
plasmique
Na* H* H* H*
ABC MATE MFES SMR RND
transporteur transporteur transporteur transporteur transporteur
Gram+,Gram- Gram+,Gram- Gram+,Gram- Gram+,Gram- Gram-

Figure 10 : Les différentes familles de pompes a efflux présentes chez les bactéries.

1.3.4. Modification des PLP

Au sein de leur génome, les bactéries possédent plusieurs génes codants pour
différentes isoformes de PLP. Plusieurs de ces isoformes peuvent étre exprimées en méme
temps au sein de la bactérie. Des mutations peuvent affecter I'un de ces genes et conduire
a une diminution de l'affinité des béta-lactamines pour lisoforme de PLP qu’il code.
Lorsqu’une bactérie ayant subi une telle mutation est confrontée a des béta-lactamines,
'isoforme possédant une faible affinité pour ces antibiotiques va assurer les fonctions
biologiques des PLP inhibés par ces derniers. Les bactéries acquiérent ainsi un phénotype
de résistance vis-a-vis de certaines béta-lactamines. Ce mécanisme de résistance est
prépondérant chez les bactéries a Gram positif telles que Staphylococcus aureus

(notamment pour les SARM), Streptococcus pneumoniae et les entérocoques (Zapun,
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Contreras-Martel et al. 2008). Cependant ce mécanisme de résistance a €également été mis
en évidence chez certaines espéces a Gram négatif comme Neisseria gonorrhoeae
(résistance a la pénicilline), Haemophilus influenzae (résistance a I'ampicilline) et E.coli sur
des souches non productrices de béta-lactamases (Spratt 1978; Dougherty 1986;
Kaczmarek, Gootz et al. 2004). Récemment, il a été mis en évidence que certains phages
pouvaient étre porteurs de génes codants pour des PLP modifiées et ainsi participer a la
dissémination de ce mécanisme de résistance par transduction (Colomer-Lluch, Jofre et al.
2011).
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1.4. Exposition de la flore commensale digestive aux
antibiotiques

1.4.1. Laflore commensale digestive : un écosysteme complexe
et de grande taille

Présente dans le tube digestif de la majorité des espéces métazoaires, la flore
commensale digestive est essentielle a la vie des animaux en ayant un rdle crucial dans la
digestion et I'assimilation des aliments, en assurant une fonction de barriere vis-a vis des
bactéries pathogénes circulant en permanence dans le tube digestif ainsi que dans I'initiation
du systeme immunitaire (Atarashi, Umesaki et al. ; Guamer 2007). Chez les différentes
espéces du régne animal, la flore commensale digestive présente divers niveaux de
complexité. En effet, la sangsue médicinale Hirudo medicinalis posséde une flore digestive
constituée de deux espéces bactériennes Aeromonas veronii et Rikenella microfusus (Graf,
Kikuchi et al. 2006), le moustique Anopheles gambiae, vecteur du paludisme, possede 16
espéces bactériennes au sein de sa flore digestive (Lindh, Terenius et al. 2005) alors que
chez les mammiféres et notamment 'Homme on estime que 1000 a 1500 espéces
bactériennes colonisent le tube digestif (Qin, Li et al. 2010). Il semble cependant y avoir une
corrélation entre complexité de la flore et variété du régime alimentaire.

Chez les mammiféeres, bien que la majorité des micro-organismes présents
appartiennent au phylum bactérien (99% chez 'Homme), aux archées (0.8% chez 'Homme),
aux eucaryotes unicellulaires (mycetes et protozoaires) et aux virus sont également
naturellement présents au sein de la flore commensale digestive (Qin, Li et al. 2010). Il a
notamment été mis en évidence chez I'Homme et la souris qu’une diminution de la présence
de la levure Saccharomyces cerevisiae au sein de la flore commensale était corrélé avec un
syndrome inflammatoire et notamment avec la maladie de Crohn (lliev, Funari et al. ;
Joossens, Reinisch et al. 2002). A I'heure actuelle, plus de 10 espéces de mycétes ont été
mis en évidence dans la flore commensale de souris (Scupham, Presley et al. 2006). Chez
I’'Homme trois espéces archéennes du genre Methanobrevibacter ont été mis en évidence au
sein de la flore digestive (Dridi, Raoult et al.).

En plus d'une grande diversité, la flore commensale digestive se distingue également
par sa taille. En effet, chez 'Homme, on estime a 10 le nombre total de bactéries colonisant
le tube digestif dont la majorité (entre 10 et 10'? bactéries) sont localisées au niveau du
colon (Ley, Peterson et al. 2006). Il est estimé que le nombre total de bactéries présentes au
niveau des différentes flores (la principale étant la flore digestive) est 10 fois supérieur au
nombre de cellules eucaryotes formant un étre humain.

La flore commensale digestive cohabite avec des effecteurs du systéme immunitaire

de son héte comme les immunoglobulines de type A (IgA). Cette classe d’anticorps est celle
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majoritairement sécrétée par les plasmocytes (environ 75% du nombre total
d'immunoglobuline) et son role est de tapisser les diverses muqueuses de I'organisme afin
de les protéger des agressions des micro-organismes pathogenes. Chez les mammiféres, il
est estimé qu’en plus de leur réle de protection contre les pathogénes (toxines bactériennes,
virus), les IgA colonisant la muqueuse intestinale auraient un role central dans I'acquisition
de la flore commensale digestive au moment du sevrage (Geuking, McCoy et al.). Chez
’Homme, la quantité journaliere d’IgA sécrétée dans les feces est estimée a environ 3
grammes (Geuking, McCoy et al.), ce qui témoigne de l'importance de ces protéines dans le
maintien de I'intégrité de la relation de symbiose entre la flore commensale et I'h6te. La flore
du tube digestif établit des relations multiples avec I'hdte, créant un équilibre dynamique dont
la stabilité est maintenue par des interactions partiellement connues. De part sa complexité
structurale, et son réle physiologique majeur pour I'organisme entier, le microbiote intestinal
peut étre considéré comme un organe a part entiere (Baquero and Nombela 2012).

En plus de la flore résidente, il peut exister une flore transitoire, qui ne s'implante pas
dans le tube digestif, sauf dans des circonstances pathologiques ou lors d'une
antibiothérapie. En effet, la flore digestive agit comme une barriére en s’opposant a
implantation et a la multiplication des micro-organismes d'origine exogéne (Vollaard and
Clasener 1994). Cet effet de barriére prévient aussi la colonisation du tube digestif par des
micro-organismes déja présent tels que les levures ou Clostridium difficile, potentiellement
pathogénes pour I'héte. Cette résistance a la colonisation est principalement assurée par la
flore anaérobie, par des facteurs anatomiques et physiologiques (péristaltisme, sécrétion de
salive, acidité gastrique...) et par le systeme immunitaire (sécrétion d'IgA au niveau des

muqueuses ...).

1.4.2. Composition de la flore commensale digestive du porc

Chez le porc, comme chez la plupart des mammiferes, il existe un gradient croissant
de la charge bactérienne dans le sens aboral du tube digestif. En effet, I'estomac, le
duodénum et l'intestin gréle proximal contiennent peu de bactéries (10°-10" UFC/mL), la
majorité étant des lactobacilles et des streptocoques (Kararli 1995). A partir de l'intestin gréle
distal et jusquau colon, la densité microbienne s'intensifie jusqu'a atteindre 10°-10
UFC/mL. Le colon abrite une majorité de bactéries anaérobies strictes, composées de
nombreux genres bactériens dont les majoritaires sont: Streptococcus, Lactobacillus,
Eubacterium, Fusobacterium et Bacteroides. L’ensemble de ces bactéries compose la flore
dominante. La flore sous-dominante regroupe des especes bactériennes anaérobies strictes

mais aussi des espéces aérobie-anaérobie facultatives : les entérobactéries et les
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entérocoques. Chez le porc, les souches d’E. coli représentent environ 2% des bactéries

fécales (Moore, Moore et al. 1987).

1.4.3. Emergence de bactéries dans la flore digestive chez
I’animal et conséquences en termes de santé publique

Au cours d’'une antibiothérapie, une fraction de la dose d’antibiotique présente dans
la circulation sanguine peut étre excrétée sous forme inchangée (active) par voie biliaire ou
sécrétée par la muqueuse intestinale et ainsi entrer en contact avec la flore microbienne et
(Figure 1). De plus, dans le cadre d’'une antibiothérapie par voie orale, la fraction de la dose
non absorbée au niveau intestinal peut également agir sur le microbiote. Les quantités
d’antibiotiques alors en contact avec I'écosysteme microbien peuvent altérer son équilibre.
Les effets observés peuvent étre (Edlund and Nord 2000):

- 'élimination des bactéries sensibles a I'antibiotique,
- la sélection et la prolifération de bactéries résistantes au sein de la flore endogeéne.

L'antibiothérapie modifie donc la stabilité de I'écosystéme microbien intestinal et
altére la composition de la flore barriere. Plusieurs facteurs interviennent sur l'intensité des
modifications de I'écosystéme intestinal au cours d’'un traitement antibiotique, notamment la
concentration active qui atteint la lumiére intestinale, la puissance et l'efficacité de
I'antibiotique sur les bactéries composant la flore résidante, la fixation de I'antibiotique a des
composants du bol alimentaire (protéines, cellulose) et son inactivation éventuelle dans le
contenu intestinal (Sullivan, Edlund et al. 2001).

Plusieurs études chez I'espece porcine ont montré que I'administration d’antibiotique
augmentait la prévalence de la résistance au sein des bactéries de la flore commensale
(Gellin, Langlois et al. 1989; Mathew, Saxton et al. 1999; Delsol, Anjum et al. 2003; Akwar,
Poppe et al. 2008; Nguyen, Chachaty et al. 2012).

1.4.3.1. Emergence de micro-organismes pathogénes pour I’héte au sein de
sa flore digestive

La disparition de l'effet de barriere peut entrainer I'émergence de bactéries
pathogenes. Par exemple, chez I'homme, les colites pseudomembraneuses liées au
développement de souches de Clostridium difficile productrices de toxines et de levures
saprophytes telles que Candida albicans sont l'illustration de I'effet des antibiotiques sur la
flore intestinale (Sullivan, Edlund et al. 2001). La prise d’antibiotique est également un
facteur de risque développer une infection a salmonelles (Sullivan, Edlund et al. 2001).
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En médecine vétérinaire, l'administration d’ampicilline aux rongeurs et aux
lagomorphes entraine une perturbation de leur écosystéme digestif pouvant conduire a des
colites (émergence de Clostridium difficile chez les rongeurs et de Clostridium spirofome

chez les lagomorphes) (Prescott 2006).

1.4.3.2. Emergence de bactéries zoonotiques résistantes au sein de la flore
digestive des animaux et conséquences en termes de santé

publique

Chez l'animal, le traitement antibiotique peut permettre I'émergence ou la sélection
de bactéries zoonotiques résistantes dans le tube digestif des animaux. Ces bactéries
peuvent étre transmises a I'Homme par I'alimentation, et étre responsable de toxi-infections
dites « alimentaires » (Kennedy 2008; Wang, McEntire et al. 2012), mais aussi par contact
direct avec les animaux. Les bactéries du genre Campylobacter et Salmonella sont les
principales bactéries zoonotiques responsables de toxi-infections alimentaires, la viande de
porc étant une des sources de contamination pour 'Homme. L'acquisition de mécanismes de
résistance par les bactéries zoonotiques peut avoir plusieurs conséquences (Molbak 2005).
En effet, les diarrhées bactériennes zoonotiques de gravité faible ou modérée ne sont
habituellement pas traitées par antibiothérapie. Cependant, les patients &agés,
bactériémiques ou les malades a risque de complication recgoivent un traitement.
L'acquisition d’un phénotype de résistance par les bactéries responsables de l'infection peut
conduire a un échec thérapeutique. De plus, les bactéries zoonotiques résistantes seraient a
I'origine d'infections plus invasives et d’'une augmentation de la mortalité des patients. Enfin,
des bactéries zoonotiques résistantes contaminant un individu soumis préalablement a une
antibiothérapie auraient un avantage sélectif pour coloniser le tube digestif de cet individu.
En termes de santé publique, un premier enjeu de l'utilisation prudente et raisonnée des
antibiotiques en médecine vétérinaire est donc d’empécher ou de limiter leur impact sur
'émergence et la sélection de bactéries zoonotiques résistantes présentes au niveau du
tube digestif des animaux (EFSA 2008).

1.4.3.3. Emergence de bactéries commensales résistantes au sein de la flore

digestive des animaux et conséquences en termes de santé publique

Les antibiothérapies peuvent également causer I'émergence ou la sélection de

bactéries résistantes au sein du microbiote intestinal qui ne sont pathogénes ni pour
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’Homme ni pour les animaux. Dans ce contexte, le danger réside dans la dissémination de
génes de résistance aux antibiotiques au sein de la flore commensale car les génes de
résistance portés par une bactérie peuvent étre transférés directement a sa descendance
(transfert vertical) mais également a d'autres genres bactériens présents au sein de son
biotope par des phénoménes de conjugaisons bactériennes (transfert horizontal) (Vedantam
and Hecht 2003). Le tube digestif des animaux traités peut alors devenir un réservoir de
genes de résistance aux antibiotiques. Les bactéries commensales porteuses de genes de
résistance aux antibiotiques peuvent étre transmises a I’'homme par les mémes voies que les
bactéries zoonotiques et peuvent également coloniser I'environnement lorsqu’elles sont
excrétées dans les feces. Ces bactéries commensales d’origine animale peuvent coloniser,
de facon transitoire ou permanente, le tube digestif de 'Homme et transférer leurs génes de
résistance aux bactéries commensales humaines. L'écosystéme intestinal humain se
trouverait donc enrichi de déterminants génétiques de résistance d'origine animale,
potentiellement transmissibles horizontalement a des bactéries pathogénes (Salyers, Gupta
et al. 2004) De méme, les bactéries de la flore commensale d’'origine animale ayant acquis
des mécanismes de résistance et se retrouvant dans [I'environnement peuvent
potentiellement échanger leur mécanismes de résistance avec des bactéries pathogénes
humaines rencontrées dans leur nouveau biotope. Il n'existe donc pas d’étanchéité en
termes de flux de génes de résistance entre les populations bactériennes d’origine humaine
et animale. De plus, ces populations bactériennes peuvent étre génétiquement trés proches.
En effet, plusieurs études ont montré que des personnes travaillant au contact des animaux
partageaient plusieurs souches bactériennes au sein de leurs flores digestives et nasales
(Ateba and Bezuidenhout 2008; Rwego, Gillespie et al. 2008; Thorsteinsdottir, Haraldsson et
al. 2010; Unno, Han et al. 2010; Sparo, Urbizu et al. 2012; Frana, Beahm et al. 2013). Un
deuxiéme enjeu en termes de santé publique de l'utilisation des antibiotiques en médecine
vétérinaire est donc de limiter voire d’empécher I'excrétion par les animaux de bactéries
résistantes dans I'environnement car ces bactéries peuvent potentiellement transmettre leurs
génes de résistance a des bactéries de la flore commensale humaine mais également aux

bactéries pathogénes de 'Homme.

1.4.3.4. Quantification du niveau de résistance au sein de la flore
commensale des animaux de rente
La quantification de la résistance au sein de la flore commensale des animaux de rente
permet de documenter l'impact de I'administration d’antibiotigues sur la sélection et
'amplification des résistances dans la flore digestive. A I'heure actuelle, il n’existe aucune

méthode de référence validée permettant de déterminer le niveau de résistance des flores
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digestives (Davison, Low et al. 2000). Il existe cependant plusieurs méthodes de
quantification. La mesure de la résistance a un antibiotique au sein de la flore commensale
peut étre réalisée grace a la caractérisation des profils de résistance de bactéries
indicatrices telles que E. coli et Enterococcus faecium, classiquement utilisées car facilement
cultivables mais également de par leur importance en pathologie vétérinaire et humaine. La
détermination du pourcentage de souches d’E.coli résistantes est couramment utilisée chez
le porc pour mesurer le niveau de résistance de la flore commensale (Sorum and Sunde
2001). Une autre méthode consiste a calculer le rapport entre le dénombrement de bactéries
poussant sur milieu supplémenté en antibiotique (& une concentration qui inhibe les
bactéries sensibles), et le dénombrement total de bactéries cultivables. Cet indicateur a
notamment été appliqué chez le porc en utilisant les entérobactéries (généralement E.coli)
comme souches indicatrices (Belloc, Lam et al. 2005; Dewulf, Catry et al. 2007). Une étude
épidémiologique utilisant des souches fécales d’E.coli isolées de porcs provenant de dix
fermes avec un profil différent de pratiques en antibiothérapie, a montré des pourcentages
de bactéries résistantes plus importants dans les fermes ou I'utilisation des antibiotiques était
considérée comme élevée (Sunde, Fossum et al. 1998). Une étude ultérieure de la méme
équipe a mis en évidence que le tube digestif de ces porcs pouvait étre considéré comme un
réservoir de génes de résistance, étant donné que les séquences d’ADN codant pour les
différents mécanismes de résistance étaient localisées sur des éléments génétiques mobiles
facilement transmissibles a d’'autres bactéries par transfert horizontal (Sunde and Sorum
1999).

Avec I'émergence de la biologie moléculaire, la quantification de genes de résistance
au sein de la flore commensale digestive totale est devenue possible notamment par la
technique de PCR quantitative en temps réel. Par exemple, chez le chien, la quantification
des génes blatem dans les feces par PCR quantitative en temps réel a permis d'évaluer
l'impact d’'une nouvelle stratégie de traitement destinée a limiter les effets de I'ampicilline sur
I'écosysteme digestif (Harmoinen, Mentula et al. 2004). Une étude chez le porc menée au
sein de notre laboratoire et ayant pour but I'évaluation de différents schémas posologiques
d’'ampicilline sur I'émergence de résistance au sein des entérobactéries fécales, a montré
gue la quantification des génes de résistance blatgy €tait un indicateur de résistance bien
plus sensible que la quantification de résistance par dénombrement des bactéries sur milieux
sélectifs. En effet, la quantification de blargy a permis de montrer qu'un traitement a
I'ampicilline administré par voie intramusculaire faisait émerger moins de résistance au sein
des entérobactéries de la flore commensale du porc qu’'un méme traitement administré par
voie orale alors que la quantification microbiologique ne permettait pas cette discrimination
(Bibbal, Dupouy et al. 2007). Le développement de nouvelles techniques de biologie

moléculaire a également permis d’améliorer I'obtention des données dans les études
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épidémiologiques et dans la comparaison de souches bactériennes. Ces méthodes ont
rendu possible le suivi de la diffusion d'un clone résistant au sein d’'une population
bactérienne donnée et également de mettre en évidence des transferts horizontaux de

genes (Aarts, Boumedine et al. 2001).

1.4.3.5. Les autres facteurs influencant le niveau de résistance des bactéries
de laflore digestive

Malgré I'absence totale d'utilisation d’antibiotiques chez certaines personnes au cours

de leur vie, des entérobactéries résistantes ont été retrouvées dans le tube digestif de
certains hommes ainsi que dans I'environnement (Salyers and Amabile-Cuevas 1997;
Boerlin, Wissing et al. 2001). Des études semblables réalisées sur des féces d’animaux
sauvages, qui a priori n'ont jamais été traités avec des antibiotiques, ont montré la présence
de génes codant pour des BLSE de type CTX-M, TEM et SHV (Costa, Poeta et al. 2006). De
plus, il a été mis en évidence, chez le porc, que l'arrét de l'utilisation d’antibiotiques
n’entrainait pas la disparition des souches résistantes du tube digestif (Langlois, Dawson et
al. 1988; Bunner, Norby et al. 2007). Ces exemples montrent que dans I'environnement, des
facteurs autres que les antibiotiques contribuent a la distribution et au maintien des génes
codants pour les mécanismes de résistance au sein la flore digestive des animaux
(Summers 2002; Andersson 2003; Andersson and Hughes 2011).
L'antibiothérapie n’est donc pas le seul facteur contribuant a '’émergence et au maintien de
bactéries résistantes au niveau du microbiote intestinal. Chez I'espece porcine, plusieurs
études ont étudié l'impact de différents facteurs sur le niveau de résistance de la flore
digestive. Des études ont ainsi montré que des stress thermiques froids ou chauds,
conduisaient a une excrétion plus importante de bactéries résistantes dans la flore fécale
(Moro, Beran et al. 1998; Moro, Beran et al. 2000). Une étude a également montré que le
stress provoqué par un transport de longue durée ainsi qu'une longue période d'attente
avant l'abattage conduisait a une augmentation du nombre de bactéries résistantes
excrétées dans les feces (Molitoris, Fagerberg et al. 1987).

Les conditions d’hébergement, d’hygiéne et I'dge des animaux pourraient aussi
influencer le développement et le maintien de bactéries résistantes au sein la flore
commensale digestive du porc (Langlois, Dawson et al. 1988; Dewulf, Catry et al. 2007). Ces
études montrent donc que I'antibiothérapie n’est donc pas le seul facteur influencant le
maintien des mécanismes de résistance au sein des bactéries et qu'il est nécessaire de
prendre en compte des facteurs tels que le stress subit par les animaux ou les conditions

d’hébergement dans la résolution du probléme. Cependant, l'utilisation des antibiotiques
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demeure tout de méme le facteur prépondérant dans I'émergence et le maintien de bactéries

résistantes au sein des flores commensales humaines et animales.

1.4.4. Impact de I'utilisation des béta-lactamines sur la flore
commensale

1.4.4.1. Caractérisation de genes codants pour larésistance aux béta-

lactamines au sein de la flore commensale des animaux

Comme nous I'avons vu dans le paragraphe 1.1.2. (Consommation d’antibiotiques en
élevage porcin), les filieres des animaux de rente sont les plus grandes consommatrices
d’antibiotiques en médecine vétérinaire (plus de 90%). De ce fait, de nombreuses études ont
montré la présence de bactéries résistantes au sein de la flore commensale digestive chez
ces animaux. De part 'absence d’étanchéité entre les différentes populations bactériennes
présentes dans I'environnement, les bactéries de la flore commensale des animaux
posseédent les mémes génes de résistance aux béta-lactamines que toutes les autres
populations bactériennes. Ainsi, de nombreuses études ont permis de mettre en évidence au
sein de la flore commensale digestive des animaux de nombreux génes de résistance aux
béta-lactamines isolés chez des pathogenes humains et animaux mais également provenant
d’autres niches écologiques. Certaines études ont permis de mettre en évidence chez des
E.coli fécales d’origine animale, la présence de genes de résistance codant pour des béta-
lactamases de type CTX-M (CTX-M-1/14/17/24/27/55/105) (Gellin, Langlois et al. 1989;
Liebana, Batchelor et al. 2006; Ma, Liu et al. 2012; Tian, Wang et al. 2012), TEM (TEM-
35/52 et IRT-4) (Liebana, Batchelor et al. 2006; Bielak, Bergenholtz et al. 2011; Endimiani,
Rossano et al. 2012), CMY (CMY-2/4) (Zhao, White et al. 2001; Donaldson, Straley et al.
2006; Endimiani, Rossano et al. 2012; Gregova, Kmetova et al. 2012), SHV (SHV-
2/5/12/57/97)(Ma, Liu et al. 2012; Tian, Wang et al. 2012), DHA (DHA-1) (Ma, Liu et al.
2012), KPC (Tian, Wang et al. 2012).

1.4.4.2. Impact d’une antibiothérapie aux béta-lactamines sur la flore

commensale de porc

Une étude a montré que I'administration d’ampicilline par voie orale a des porcs, fait
diminuer le nombre de colibacilles au sein de la flore commensale des animaux au bout de
huit heures avant de retrouver son niveau initial au bout de vingt-quatre heures. Cependant,

vingt-quatre heures apres I'administration, la majorité de la population est devenue résistante
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a l'ampicilline. L’étude a également montré que I'ampicilline était inactivée au niveau du
caecum, certainement par des bactéries porteuses de plasmides codant pour une béta-
lactamase hydrolysant I'ampicilline (Escoula, Coste et al. 1982). Cette hypothése a été
confirmée par les mémes auteurs au cours d'une étude chez I'agneau (Coste, Gouet et al.
1984). Une étude récente de notre équipe chez le porc a montré gqu'un traitement a
'ampicilline faisait fortement émerger le nombre de bactéries résistantes a I'ampicilline au
sein de la flore d’E.coli fécale. En effet, avant le traitement antibiotique, le taux d’E.coli
fécales résistantes a I'ampicilline était de 6% alors que quatre et sept jours apres traitement,
le taux de résistance était de 90% (Bibbal, Dupouy et al. 2009).

Concernant I'utilisation des céphalosporines, une étude récente réalisée chez le porc
a montré qu’'un traitement avec des céphalosporines de 3°™ et 4°™ générations (ceftiofur et
cefquinome) faisait émerger et persister pendant plus de 25 jours de fortes proportions
d’entérobactéries fécales présentant un phénotype de BLSE. En revanche, un traitement a
I'amoxicilline sélectionnait beaucoup moins d’entérobactéries fécales porteuses de BLSE
(Cavaco, Abatih et al. 2008).

1.4.4.3. Impact d’une antibiothérapie aux béta-lactamines sur la flore

commensale humaine

L'absence d’étanchéité entre les différentes populations bactériennes présentes dans
'environnement, le fait que la flore digestive humaine soit potentiellement un réservoir de
genes de résistance et le risque potentiel de transmission de ces genes de résistance a des
bactéries pathogénes pour 'Homme ou les animaux, justifient I'intérét de documenter
I'impact des béta-lactamines sur le microbiote intestinal humain. Une synthése de toutes les
études réalisées sur I'impact de l'administration des béta-lactamines sur la microflore du
tube digestif de I'hnomme a été effectuée en 2001 (Sullivan, Edlund et al. 2001).

Celle-ci montre que l'administration d’ampicilline ou d’amoxicilline chez I'homme
entraine une importante croissance d’entérobactéries fécales résistantes. Une étude
longitudinale réalisée en Allemagne sur des patients ayant subi des antibiothérapies a
'amoxicilline et a I'ampiciline a confirmé ces résultats (Raum, Lietzau et al. 2008).
Cependant, les effets sur la flore digestive aérobie a Gram positif (cocci) et sur les bactéries
anaérobies sont modérés. Aucune étude n’a mis en évidence I'émergence de résistance au
sein des populations d’entérocoques et chez les Bacteroides commensales du tube digestif.
En revanche, chez certains patients, une colonisation par des bactéries ou des levures
potentiellement pathogénes comme Clostridium difficle ou Candida a pu étre mise en

évidence (rupture de I'effet barriere).
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En ce qui concerne I'administration de céphalosporines par voie orale ou parentérale,
une diminution importante du nombre d’entérobactéries, une augmentation du nombre des
bactéries aérobies & Gram positif (cocci) ainsi qu'un effet modéré sur les bactéries
anaérobies sont observés. L'émergence de résistance est absente au sein des
entérocoques, des entérobactéries et des Bacteroides. Cependant, comme dans le cadre de
I'utilisation des amino-pénicillines, le tube digestif des sujets traités est plus fréquemment
colonisé par Clostridium difficile. Lors de 'administration de céphalosporines, il a été mis en
évidence qu’une forte production de céphalospaorinases au sein de la flore digestive était en
corrélation avec une diminution des concentrations en céphalosporines retrouvées dans les
féces des patients (Leonard, Andremont et al. 1989; Edlund, Stark et al. 1994). Une étude a
posé l'hypothése que les béta-lactamases produites par les bactéries de la flore
commensale digestive dégradaient les céphalosporines sécrétées dans le tube digestif.
Ainsi, I'administration de céphalosporines chez les sujets dont la flore produisait des béta-
lactamases hydrolysant les céphalosporines n'avait quasiment pas d'incidence sur la
composition de la flore (Chachaty, Bourneix et al. 1993).

Les résultats des différentes études effectuées chez I'Homme montrent donc
implication de différents phénoménes complexes dont I'étude sur sujet humain parait
impossible. Pour remédier a ce probléeme, des chercheurs ont mis au point différents

modeles animaux, plus ou moins complexes, permettant d’étudier ces phénomenes.
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1.5. Les modéles d’étude de la flore commensale digestive

1.5.1. Parameétres d’intérét dans les études de I'impact des
antibiotiques sur le microbiote intestinal

Comme nous l'avons vu précédemment, le paramétre le plus utilisé dans ce type
d’études est le dénombrement et le suivi dans le temps des populations bactériennes totales
et résistantes aux antibiotiques afin de déterminer le taux de résistance au sein de la flore
digestive (Donaldson, Straley et al. 2006; Cavaco, Abatih et al. 2008; Bibbal, Dupouy et al.
2009; Gregova, Kmetova et al. 2012). L'évolution de cet indicateur est étudiée sur des
souches bactériennes indicatrices de la flore avant, pendant et aprés l'arrét du traitement
antibiotique. La recherche et le suivi de certains génes de résistance au sein de la flore est
également beaucoup utilisée (Liebana, Batchelor et al. 2006; Endimiani, Rossano et al.
2012). Un suivi des CMI des différentes populations peut également étre effectué afin de
déterminer I'émergence des résistances au sein de la flore (Kimura, Yamagishi et al. 2010).

Le suivi du nombre total de bactéries des différentes populations bactériennes
formant le microbiote intestinal peut également étre réalisé par séquencage de masse afin
de déterminer I'impact écologique d’un traitement antibiotique sur la flore digestive en termes
de dynamique des différentes populations bactériennes qui la composent (Perrin-Guyomard,
Poul et al. 2006).

Un autre paramétre utilisé est le suivi de I'implantation d’'un pathogéne bactérien au
sein de la flore digestive consécutivement a un traitement antibiotique. En effet, nous avons
vu qu'une perturbation de I'équilibre de la flore du tube digestif peut entrainer la croissance
d’'une population pathogéne endogéne maintenue a un niveau trés faible, ou la colonisation
du tube digestif par un pathogéne exogene ingéré. Ces perturbations peuvent étre mesurées
par des études de « challenge » qui consistent a administrer par voie orale aux animaux,
traités, une bactérie exogéne et a rechercher ensuite si elle s'implante dans le tube digestif
des animaux ou si elle est éliminée (Hentges, Stein et al. 1985). Ces tests peuvent
également étre réalisés in vitro (Payne, Gibson et al. 2003).

1.5.2. Les modeles in vitro

Lors de la réalisation d’études in vitro, différents modeéles peuvent étre utilisés : des
modeles statiques et des systemes de culture en fermenteur semi-continus ou continus.

Les modeles statiques consistent a incuber dans du milieu de culture une suspension
de feces soumise a une atmosphere anaérobie afin de conserver toutes les espéces

bactériennes. Ces modéles, trés simples, ne permettent cependant que des études de tres

73



Chapitre 1 — Etude bibliographique : Les modeéles d’études de la flore intestinale

courtes durées (une heure ou deux) étant donné les changements tres rapides subis par le
milieu de culture (pH, potentiel réducteur/oxydant ...), la complexité de la flore incubée et le
non-renouvellement du milieu.

En revanche, les systémes de culture semi-continus et continus assurent le
renouvellement du milieu de culture et permettent ainsi des études beaucoup plus longues.
Le systeme de culture semi-continu est constitué d'un compartiment en anaérobiose stricte
renfermant un milieu de culture (permettant soit la culture de flore totale ou la culture
d’espéeces particulieres). Le pH et la température du milieu sont contrélés en permanence et
ce dernier est renouvelé de maniere réguliere mais intermittente. Ce systéeme a été mis au
point pour I'étude de la flore du colon humain (Miller and Wolin 1981). Les systémes de
culture continus ne différent des systémes semi-continus qu'au niveau du taux de
renouvellement du milieu de culture, qui dans le cas d’'un systéme continu, est renouvelé en
permanence afin de reproduire le flux intestinal. Ce flux continu permet de maintenir une
population bactérienne a peu prés stable, sous I'hypothése que le maintien de la population
bactérienne dépend uniguement de la différence entre le taux de croissance et le taux
d’élimination du systéme. Ce systéme a d'abord été développé dans les années 60 afin
d’étudier les populations bactériennes ruminales (Slyter, Nelson et al. 1964). Ce systéme a
ensuite été transposé pour étudier la microflore digestive du rat (Veilleux and Rowland
1981), puis la flore colonique humaine (Edwards, Duerden et al. 1985).

Cependant, comme tout modele, I'utilisation de ces techniques présente des limites.
La principale limite est I'absence d’intégration dans un systeme physiologique. Le milieu de
culture utilisé ne reproduit pas la diversité des nutriments présents au sein du tube digestif,
notamment en termes de sécrétions des entérocytes (mucines) (Rumney and Rowland
1992). De plus, les bactéries incubées dans le milieu de culture sont en suspension, donc
non-associées a la muqueuse (par fixation sur le glycocalyx des entérocytes) ou aux
sécrétions intestinales, ce qui peut avoir un impact sur leur statut physiologique. Ceci peut
entrainer une plus forte exposition et une plus forte sensibilité des bactéries a I'antibiotique,
d’autant plus que I'antibiotique ne peut pas se fixer a la matiére fécale dans le modéle in vitro
(Hazenberg, Pennock-Schroder et al. 1986; Edlund, Lindqgvist et al. 1988). Enfin, ces
modeéles ne prennent pas en compte des facteurs tels que le systéme immunitaire intestinal
(sécrétion d'lgA, de peptides antimicrobiens (défensines)...), l'absorption de certains
métabolites bactériens et la teneur en eau.

Malgré toutes ces limites, les modéles de culture a flux continu représentent une
alternative intéressante pour prédire une partie des relations entre la microbiote intestinal et
le tube digestif (Freter, Stauffer et al. 1983). Leurs principaux avantages pour I'étude de
limpact d’'un traitement antibiotique sur la flore digestive sont le suivi en temps réel de la

composition de la flore, de la quantité d’antibiotique présente dans le milieu ainsi que de la
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sensibilité des différentes populations bactériennes a cet antibiotique. De plus, ils permettent
de réaliser des études utilisant des substances toxiques ou radioactives, ce qui est
généralement beaucoup plus compliqué lors d’études in vivo. Le dernier avantage est la
maitrise d’un certain nombre de paramétres comme le pH, la disponibilité et la concentration
des nutriments et la vitesse du flux qui n'est pas possible avec I'utilisation de modeles in

vivo.

1.5.3. Les modeles animaux a flore contr6lée ou gnotobiotique

En 1912, les travaux de Cohendy furent les premiers a montrer que la vie sans micro-
organismes était possible. Pour cela, il confina en milieu stérile absolu (hébergement+nourriture)
des cochons d’inde et des souris nés par césarienne sous condition stérile (Cohendy 1912). Ces
animaux sont qualifiés d’axéniques (du grec xénos = étranger et "a" privatif) car confrontés a
aucune flore. Cependant ce n'est qu’a partir de 1928 que la mise au point de lignées d’animaux
axéniques a commencé, permettant I'étude de la flore commensale sur ce type de modéle
animal.

Les lignées d’animaux axéniques sont généralement des rongeurs. Aprés naissance
par césarienne, ils sont maintenus dans des isolateurs en conditions stériles totales (Figure
11). L'obtention de porcelets et de poussins axéniques est également possible.

Le tube digestif des animaux axéniques peut étre colonisé par une (monoxénigue),
deux (dixénique) ou plusieurs espéces bactériennes, les animaux étant alors qualifiés de
gnotobiotiques (du grec gnotos =connu et bio=la vie). Les animaux gnotobiotiques
possédent une flore caractérisée et contrblée permettant une meilleure maitrise des
parametres étudiés.

L’implantation chez les animaux axéniques de flores digestives complétes provenant
d’'autres espéeces animales ou de 'Homme est également possible. Lorsque I'implantation
d’une flore digestive humaine est réalisée, les animaux sont qualifiés d’'HFA pour « Human
Flora Associated » (Perrin-Guyomard, Poul et al. 2006), mais il est également possible
d’'implanter une flore digestive d'origine porcine, les animaux sont alors appelés PFA (Pig

Flora Associated) (Hirayama 1999), ou encore une flore de poulet (Hirayama 1999).
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Figure 11 : Isolateurs souples pour I'élevage d’animaux axéniques.

L’intérieur de l'isolateur est ventilé sous pression positive avec un filtre a air HEPA (High Efficiency
Particulate Air Filter) (A), les animaux sont manipulés a l'intérieur de l'isolateur a I'aide de gants (B).
Une double porte latérale (C) formant un sas permet de faire entrer des éléments stériles (eau,
nourriture, instrument, ...) dans l'isolateur. D'aprés (Smith, McCoy et al. 2007).

Les animaux axéniques présentent des variations anatomiques, physiologiques et
biochimiques par rapport aux animaux conventionnels porteurs d’'une flore « naturelle ». Les
principales différences observées sont des modifications physiologiques profondes au
niveau intestinal (peu ou pas de villosités, organisation tissulaire différente...), une
diminution de la masse et du flux sanguin de l'intestin, une altération du systéme immunitaire
(diminution de la sécrétion d’IgA et de la numération en lymphocyte T CD4 et CD8 a/f3
notamment), une modification de I'expression des genes régulant le fonctionnement de la
muqueuse intestinale (absorption et sécrétion hotamment) ainsi que des génes de régulation
du métabolisme (Smith, McCoy et al. 2007). Toutes ces modifications pourraient entrainer
des variations des parametres pharmacocinétigues des substances administrées aux
animaux axéniques.

En ce qui concerne les limites des modéles gnotobiotiques, le fait que ces animaux
n’hébergent que peu de souches bactériennes au sein de leur flore digestive, peut avoir un
impact sur la flore implantée, notamment en termes de fithess de ces souches (diminution du
temps de génération) (Rang, Licht et al. 1999).

Bien que ces modéles présentent certaines limites, les animaux gnotobiotiques
restent d’'excellents modéles d'étude. En effet, ils permettent d'étudier une flore digestive
plus ou moins complexe, animale ou humaine sans les contraintes de variabilités
provoquées par I'environnement et I'alimentation (contaminations microbiologiques, diversité
de l'apport en nutriments, présence de résidus d’antibiotiques). Plusieurs études ont montré
que la flore implantée dans le tube digestif des animaux restait comparable a la flore

administrée et que les conditions écologiques intestinales des animaux modéles restaient
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proches de celles des espéces cibles (Hazenberg, Bakker et al. 1981; Mallett, Bearne et al.
1987; Corpet 1993).

1.5.4. Les études chez les especes cibles et les modéles
animaux a flore totale

L’étude de l'impact des antibiotiques sur la flore commensale intestinale peut étre
réalisée sur la flore d’animaux conventionnels sains (Sunde and Sorum 1999; Hoyen, Pultz
et al. 2003; Belloc, Lam et al. 2005; Cavaco, Abatih et al. 2008) ou infectés (Goessens,
Mouton et al. 2007; Kesteman, Perrin-Guyomard et al. 2010).

Par rapport aux études cliniques chez I'Homme, les études sur les animaux
conventionnels peuvent étre réalisées dans un environnement contrélé, permettant de limiter
les variations inter et intra-individuelles de la flore digestive. De plus, elles permettent
I'utilisation d’'animaux possédant un statut physiopathologique défini (lignée d’animaux
diabétiques par exemple).

Cependant, lors de I'utilisation de tout modéle animal (comme les rongeurs), il est
important de noter que la flore digestive de ces derniers est différente de celle de 'lHomme
ou de l'espéce cible de l'antibiotique. Les résultats obtenus doivent donc interpréter avec

précaution.

1.5.5. Les études cliniques chez ’'Homme

Comme dans le cadre des études sur espéces cibles et modéles animaux a flore
totale, ces études permettent d’obtenir des résultats dits de « terrain » dans I'évaluation de
limpact des antibiotiques sur la flore commensale intestinale humaine. Elles peuvent étre
effectuées sur des volontaires sains (Finegold, Ingram-Drake et al. 1987; Nord, Rasmanis et
al. 2006) ou sur des patients malades (Carratala, Fernandez-Sevilla et al. 1996; Gupta,
Hooton et al. 2005). L'avantage principal de ces études est d’obtenir des résultats sur la
population cible, notamment pour les études réalisées sur des patients malades.

Cependant ces études présentent également des inconvénients, le principal étant la
présence d'une grande variabilité interindividuelle de la flore digestive au sein de la
population mais également intra- et inter-jour chez un méme individu rendant certains
résultats difficilement interprétables. La nécessité de réaliser ce type expérimentation sur
une cohorte assez importante et sur un intervalle de temps assez long, afin de pouvoir

interpréter les résultats, rend ces études trés rares car trop lourdes a mettre en place. Le
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deuxiéme inconvénient de ces études est la difficulté du contréle de I'environnement, lié
notamment au risque de contamination des individus par l'alimentation (contamination
microbiologique ou en présence de résidus antibiotiques) ou entre individus (contamination
croisée) (Rumney and Rowland 1992).
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1.6. Objectifs de la these et méthodologie générale

Parmi les données présentées dans la synthése bibliographique, les trois éléments
suivants peuvent étre rapprochés, car ils ont contribués a la construction des objectifs de ce
travail de thése.

1) Les enjeux de santé humaine portés par I'antibiothérapie des animaux de rente
sont trés majoritairement liés a la pression de sélection exercée par les antibiotiques sur la
flore digestive des animaux traités.

2) La taille de linoculum bactérien responsable d'une infection est un facteur
déterminant de I'activité d’'un certain nombre d’antibiotiques. L’observation de ce phénomeéne
n'a pas eu jusqu’a présent de traduction en termes de schémas posologiques.

3) L'usage métaphylactique des antibiotiques en élevage correspond a une situation
au cours de laquelle une proportion des animaux traités se trouve a un stade précoce
d’évolution d'une infection, @ un moment ou I'on peut supposer que la taille de la charge

bactérienne est inférieure au niveau qui sera atteint a un stade ultérieur.

Dans ce contexte, les objectifs de notre travail de thése ont été :

o D'explorer par des modeéles in vitro les relations concentrations-effets des
antibiotiques étudiés, a la fois sur des bactéries pathogénes cibles de I'antibiothérapie et sur
des bactéries non pathogénes, indicatrices de la flore commensale du tube digestif. Ces
travaux ont servi de support a I'élaboration d'un indice pharmacodynamique capable de
décrire la capacité d’'un antibiotiqgue a produire un effet thérapeutique, contre un pathogéne
cible, avec un impact minimal sur les bactéries des flores commensales.

e D’étudier I'impact de la taille de I'inoculum bactérien et de la précocité du traitement
sur les relations dose-réponse des antibiotiques testés, et leurs conséquences sur des
schémas posologiques optimisés qui pourraient étre proposés dans le cadre de la
métaphylaxie.

e D’évaluer l'impact de ces schémas posologiques optimisés sur I'émergence de
bactéries résistantes au niveau de la flore commensale digestive des animaux traités, a la

fois dans un modéle rongeur d’infection et sur I'espéce cible.

Nous avons choisi d'étudier deux antibiotiques de la famille des béta-lactamines,
I'amoxicilline et la cefquinome, car cette famille d’antibiotique est la plus utilisée en médecine
humaine et une des plus utilisées en médecine vétérinaire. De plus certaines classes au sein
de cette famille comme les céphalosporines de troisieme et quatrieme génération sont
gualifiées de critiques pour la santé humaine et leur utilisation en santé animale fait I'objet de

moratoires voire de suspensions définitives dans le cadre de certains usages. Le
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développement de stratégies de traitement visant & limiter I'émergence et la dissémination
de la résistance vis-a-vis de cette classe d’antibiotiques apparait donc comme un enjeu
majeur aussi bien en santé humaine qu’en santé animale.

Au cours de ce travail de thése, nous avons étudié I'impact de I'amoxicilline et de la
cefquinome sur Pasteurella multocida car il s’agit de I'un des principaux pathogenes
respiratoires chez les especes bovines et porcines, ainsi que dans les élevages de volailles
et de lapins. Nous avons choisi Escherichia coli comme bactérie indicatrice de la flore
digestive car il s'agit de la bactérie la plus utilisée dans les études d’émergence de
résistance aux antibiotiques au sein de cette flore.

Nous avons utilisé des modéles murins pour la réalisation des preuves de concept et

la derniere étude a été réalisée chez le porc.
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CHAPITRE 2 - ETUDE EXPERIMENTALE

2. Exploration de la sélectivité des antibiotiques vis-

a-vis de bactéries pathogenes et commensales

Cette partie du travail de thése a donné lieu a un manuscrit en préparation intitulé:
« Assessment of the selectivity of veterinary antibiotics on the target pathogen vs.
commensal flora: development of a pharmacodynamic selectivity index for public health

protection » (voir paragraphe 2.7).

2.1. Introduction

L'usage d'un antibiotique chez les animaux de rente a pour double objectif de
produire un effet thérapeutique assurant la guérison de I'animal, tout en préservant les flores
bactériennes commensales d'une pression de sélection qui favorisait I'émergence de
résistances bactériennes.

La préconisation d’utiliser autant que faire se peut des antibiotiques a spectre étroit
découle de ce double objectif, mais elle n'est pas suffisante lorsque par exemple les
bactéries pathogenes et les flores commensales appartiennent aux mémes ensembles

bactériens (bactéries Gram positif, ou Gram négatif).

Dans ce chapitre, nous avons exploré in vitro les impacts combinés d’'un méme
antibiotique sur deux espéces bactériennes Gram négatif, une bactérie pathogéne,
Pasteurella multocida, et sur une bactérie indicatrice de la flore commensale digestive,
Escherichia coli.

Pour chaque bactérie, nous avons réalisé des cinétiques de croissance bactérienne
en présence de différentes concentrations d’amoxicilline et de cefquinome et nous avons
modélisé les dynamiques temporelles.

Les paramétres pharmacodynamiques obtenus ont été combinés afin de construire
un indicateur capable de décrire la capacité d'un antibiotique a produire un effet
thérapeutique contre un pathogéne cible, avec un impact minimal sur une bactérie indicatrice
de la flore digestive.

Les résultats obtenus au cours de ces différentes études seront présentés dans 4

parties distinctes avant d’étre discutés dans la derniére partie de ce chapitre.
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2.2. Détermination des CMI et réalisation de cinétiques de
bactéricidie
2.2.1. Problématique et objectifs

Chaque souche bactérienne a sa propre sensibilité face a un antibiotique donné ce
qui va conditionner les résultats obtenus lors de la détermination des paramétres
pharmacodynamiques.

L'objectif de cette étude était de déterminer in vitro, la concentration minimale
inhibitrice (CMI) de I'amoxicilline et de la cefquinome, ainsi que les parametres de
croissance, en présence de ces antibiotiques, d’'une souche de Pasteurella multocida
(PM) isolée dans un poumon de porc et d’Escherichia coli ATCC25922 (EC).

2.2.2. Matériels et méthodes
2.2.2.1. Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI)

La détermination de la CMI de I'amoxicilline et de la cefquinome a été réalisée dans
du bouillon Mueller-Hinton (MH) selon la méthode de microdilution préconisée par le CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute). Un inoculum de 5.10° UFC/mL a été mis en
contact avec une gamme de concentrations d’antibiotiques obtenue par une série de
dilutions au demi. La CMI a été fixée en considérant la concentration minimale en
amoxicilline ou en cefquinome qui a inhibé toute croissance visible aprés une incubation de
18 heures a 35°C. La détermination de la CMI pour I'amoxicilline et la cefquinome a été
réalisée 3 fois, lors d’expériences indépendantes.

2.2.2.2. Cinétique de bactéricidie

Des suspensions de PM et de EC contenant 10" UFC/mL dans du bouillon MH ont
été incubées pendant une heure a température ambiante, avant I'ajout de différentes
concentrations d’amoxicilline et de cefquinome correspondant a des multiples de leurs CMI
respectives : 0, 0.5, 1, 2, 4, 8,16, 32 et 64 fois la CMI. Les échantillons ont été placés a
I'étuve a 37°C et des prélévements de 500uL ont été effectués a différents temps : 0, 30min,
1h, 2h, 4h, 6h, 8h, 10h, 12h et 24h. Les prélévements ont été centrifugés a 3000g pendant

10 minutes a 20°C, le surnageant a ensuite été éliminé et les culots bactériens ont été
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resuspendus dans 500uL de bouillon MH frais. Cette étape a permis d’éliminer I'antibiotique
du milieu de culture.

Un dénombrement des bactéries a ensuite été réalisé a partir des prélévements qui
ont été dilués plusieurs fois au 10°™. Dix microlitres de chaque dilution ont ensuite été
déposés sur une gélose MH sans antibiotique (3 dépbts par dilution). Apres une incubation
de 18 h a 37°C, les colonies formées a 'emplacement de chaque dépbt ont été comptées si
leur nombre était inférieur a 15. La moyenne du nombre de colonies des 3 dépdts issus de la
méme dilution a ensuite été calculée et multipliée par le facteur de dilution afin d'obtenir le
nombre de bactéries par millilitre. La limite de détection était de 100 UFC/mL. Les

expérimentations ont été réalisées en triplicate et les résultats obtenus ont été moyennés.

2.2.3. Résultats
2.2.3.1. CMI

Les CMI de I'amoxicilline pour PM et EC ont respectivement été évaluées a 0.125
pg/mL et 4 pg/mL. Les CMI de la cefquinome pour PM et EC ont été évaluées a 0.016 pg/mL
et 0.064 pg/mL respectivement.

2.2.3.2. Cinétique de bactéricidie

Les cinétiques de bactéricidie sont présentées dans la Figure 12. Pour PM, les
résultats sont similaires pour les deux antibiotiques (Figure 12A et 12C). En absence
d’'antibiotique, les comptages bactériens ont montré une phase de latence de la bactérie
entre 0 et 2 h suivie d'une phase de croissance exponentielle de la population bactérienne
entre 2 et 8 h puis d’une phase stationnaire autour de 10° UFC/mL, 8 h aprés la mise en
culture. Les gammes de concentration comprises entre 0.5 et 2 fois la CMI ne provoquent
gu'un léger retard de la croissance de I'inoculum, celui-ci atteighant une densité de I'ordre de
10° UFC/mL aprés 24 heures d’'incubation. En revanche, une concentration en amoxicilline
ou en cefquinome égale a 4 fois la CMI provoque un effet bactériostatique. Ceci signifie qu'il
n'existe pas de croissance de l'inoculum, celui-ci se maintenant a une densité bactérienne
proche de celle de départ (entre 10’ et 108 UFC/mL). Pour les concentrations d’antibiotique

comprises entre 8 et 64 fois la CMI, une réduction de la taille de I'inoculum est observable.

Ainsi, pour les concentrations de 8 et 16 fois la CMI, linoculum bactérien est
respectivement aux alentours de 10° UFC/mL et 10* UFC/mL & 24 heures. Pour les
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concentrations de 32 et 64 fois la CMI, I'inoculum bactérien est aux alentours de 10°UFC/mL
a 24 heures. La plus faible concentration bactéricide (produisant une réduction de 99.99% de
l'inoculum initial) est de 16 fois la CMI pour la cefquinome et 32 fois la CMI pour I'amoxicilline
(Figure 12A et 12C).

Pour EC, les résultats sont légérement différents entre les deux antibiotiques. En
absence d’antibiotique, les comptages bactériens ont montré une phase de croissance
exponentielle de la population bactérienne entre 0 et 2 h puis une phase stationnaire autour
de 10°UFC/mL, de 2h & 24h aprés la mise en culture. Les gammes de concentration
comprises entre 0.5 et 2 fois la CMI ne provoquent qu’'un léger retard de la croissance de
l'inoculum, celui-ci atteignant une densité de I'ordre de 10° UFC/mL aprés 24 heures
d’'incubation. En revanche, une concentration en amoxicilline égale a 4 fois la CMI provoque
un effet bactériostatique alors que 4 fois la CMI de la cefquinome provoque un effet
bactéricide. Cet effet bactéricide est obtenu pour I'amoxicilline a une concentration de 8 fois
la CMI. Pour les concentrations de cefquinome comprises entre 8 et 64 fois la CMI et
d’amoxicilline comprises entre 16 et 64 fois la CMI, I'inoculum bactérien est inférieur a la

limite de quantification a 24 heures (Figure 12B et 12D).
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Figure 12: Cinétique de bactéricidie de I'amoxicilline et de la cefquinome contre P.multocida
et E.coli.
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A) Amoxcilline/P.multocida, B) Amoxicilline/E.coli, C) Cefquinome/P.multocida, D)
Cefquinome/E.coli Les concentrations d’antibiotiques sont exprimées en multiple de la CMI : 0, 0.5,
1,2, 4,8, 16, 32 and 64.

2.2.4. Conclusions

BN

Pour PM et EC, les CMI de la cefquinome sont trés inférieures a celles de
I'amoxicilline, corroborant I'activité antibactérienne plus puissante de la céphalosporine vis-a-
vis de ces espéces bactériennes.

Pour les deux antibiotiques, les CMI de PM sont inférieures a celle obtenues avec
EC. En revanche, les écarts entre les CMI sont trés différents : la CMI pour EC (4 pug/mL) est
32 fois plus élevée que pour PM (0.125 pg/mL) dans le cas de I'amoxicilline, et 4 fois plus

élevée dans le cas de la cefquinome (0.064 vs 0.016 pg/mL).

Les cinétigues de bactéricidie montrent une croissance plus rapide pour EC, ainsi
gu’une activité antibactérienne des deux antibiotiques (corrigée par la CMI) plus intense
contre cette bactérie. Ces deux phénoménes peuvent mis en relation, compte-tenu du

mécanisme d’action des deux beta-lactamines qui agissent sur des bactéries en division.
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2.3. Détermination des relations concentration-effet et

modélisation des effets antibactériens

2.3.1. Objectifs

Le premier objectif de cette partie est d’analyser les cinétiques de bactéricidie
obtenues précédemment afin de produire des relations explicites entre les concentrations
d’antibiotiques et I'effet antibactérien. Ceci a été réalisé en construisant, pour chaque
concentration d’antibiotique, un indicateur global de [I'effet antibactérien qui résume
'ensemble des observations effectuées entre 0 et 24h d’'incubation.

Le deuxieme objectif consiste a construire, a partir des relations concentration-effet, un
indice permettant de décrire la sélectivité de I'action antibactérienne de I'antibiotique, contre

Pasteurella multocida d’une part, et Eschérichia coli d'autre part.

2.3.2. Matériels et méthodes

2.3.2.1. Détermination de I'inoculum moyen

A partir de chaque courbe de bactéricidie (Figure 12), nous avons calculé I'aire sous
la courbe des densités bactériennes en fonction du temps (AUC, en log UFC/mL) entre 0 et
24 h pour chaque concentration d’antibiotique. Pour les comptages bactériens inférieurs a la
limite de quantification (100 UFC/mL), nous avons fixé leur valeur & 10 UFC/mL. Une fois les
AUC déterminées, nous les avons divisées par le temps d’incubation (24 heures) afin

d’obtenir une valeur moyenne de la taille de I'inoculum bactérien sur 24h.

2.3.2.2. Détermination de la croissance relative de I'inoculum moyen

La croissance relative de I'inoculum moyen pour une concentration a d’antibiotique a

été définie de la maniere suivante :

Al(a) = I(a) _ IBASAL (Equation 2)
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Ou I(a) est linoculum moyen (log UFC/mL) obtenu avec une concentration a
d’antibiotique et Igasa. (log UFC/mL) est Iinoculum initial (a t=0). Par exemple, pour un

inoculum initial de 10” UFC/mL, lgasa. = 7.

2.3.2.3. Modélisation de la croissance relative de I'inoculum bactérien

La relation entre la croissance de I'inoculum moyen et la concentration en antibiotique

a été modélisée au moyen de I'équation suivante, implémentée dans le logiciel WinNonlin®

(Pharsight, Moutain view) :

,
_ a
(Al yax AIMIN)X[/ECSTATIC)

(y jy — AI MIN
EC:STATIC AI MAX

ou Al(a) (log UFC/mL) est la croissance de I'inoculum moyen pour une concentration a

Al(a) =Alyax — (Equation 3)

d’'antibiotique, Alyax (log UFC/mL) est la croissance maximale de I'inoculum moyen en
absence d’antibiotique, Alyn (log UFC/mL) est la croissance minimale (croissance négative)
de l'inoculum moyen quand la concentration en antibiotique est maximale, CEstatic (Hg/mL)
est la concentration d'antibiotique produisant un effet bactériostatique, c'est-a-dire pour
laquelle AI(CEstatic)=0 et I(CEstatic)= leasaL, €t y est le coefficient de sigmoidicité de la
courbe. Ce modéle correspond a une reparamétrisation d’'un modéle Emax-sigmoide

classique (Regoes, Wiuff et al. 2004).

2.3.2.4. Construction d'un indice de sélectivité

Une partie du rapport bénéfices sur risques d’'une substance médicamenteuse repose
sur sa capacité a produire des effets thérapeutiques (bénéfiques) tout en minimisant la
survenue d’effets indésirables. Ce phénoméne est directement lié a la sélectivité de la
substance médicamenteuse, une notion développée en pharmacologie qui vise a décrire la
distance qui existe entre d'une part la relation concentrations-effets pour les effets
bénéfiques, et d’autre part la relation concentrations-effets pour les effets indésirables. Cette
distance est classiquement décrite par le rapport entre la concentration produisant une
intensité (ou fréquence) donnée de l'effet indésirable (correspondant généralement a un
maximum tolérable) et la concentration de médicament produisant une intensité (ou
fréquence) donnée de l'effet bénéfique (correspondant généralement a un minimum

acceptable). Ce rapport est dénommé Indice de sélectivité (SI).
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_ Concentration produisant le maximum acceptable de I'effet indésirable
Concentration produisant le minimum acceptable de I' effet bénéfique

Sl

Nous avons tenté d’appliquer ces notions a la problématique posée aux antibiotiques
vétérinaires, en définissant comme effet bénéfique I'action contre le pathogéne responsable
de linfection et comme effet indésirable I'impact sur la flore commensale digestive. Dans ce

contexte, nous avons construit un indice de sélectivité a partir de I'équation suivante :

coli
S| = CEgTaric
N pm (Equation 4)

ou CE;‘}',LT,C est la concentration d’antibiotique produisant un effet bactériostatique sur

Escherichia coli et CEJ est la concentration d’antibiotique produisant 90% de Ieffet

antibactérien maximal sur Pasteurella multocida.

En considérant E.coli comme l‘espéce bactérienne indicatrice des Enterobacteriaceae du
microbiote intestinal, choisir CE?}','AT,C comme seuil deffet indésirable signifie que I'on

BN

demande a [lantibiotique une absence d'effet mesurable (du moins en termes de

dénombrement) sur les Enterobactéries totales, c’est-a-dire qu’il n'exerce pas de pression de
sélection sur cette fraction de la flore digestive. CEX, . est estimé directement & partir de

I'équation 3.

CE§, . la concentration produisant le minimum acceptable de I'effet bénéfique (action contre

P.multocida), n'est pas déterminée directement par I'équation 3. Elle peut étre obtenue a
partir de [I'équation suivante, qui permet de calculer n’importe quelle concentration

d’antibiotique produisant un pourcentage (x%) de I'effet antibactérien maximal :

A A
CE o = CEgramic X (LJ X (Mj (Equation 5)
X, —100 Al ay
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ou CE, (Hg/mL) est la concentration en antibiotique produisant un pourcentage donné (x%)

de l'effet antibactérien maximal (E,,sx = Alyax =Alyn )- CEstatic, Alwin, Aluax €t y ont été

définis dans les sections précédentes. CE{; est obtenu en posant x%=90.

2.3.3. Résultats

2.3.3.1. Relations concentration-effet et modélisation de I’effet antibactérien

Les relations entre les concentrations d’antibiotique (amoxicilline et cefquinome) et la
croissance de l'inoculum moyen (E. coli et P. multocida) sont présentées dans la Figure 13.
Les données observées ont été ajustées par I'équation 3 et les paramétres du modéle
pharmacodynamique sont présentés dans le Tableau 6. Pour les deux espéces
bactériennes, la CEstatic de la cefquinome est inférieure a celle de I'amoxicilline. La CEsratic
de 'amoxicilline est 4.2 fois supérieure a la CMI pour les deux espéces bactériennes quand
celle de la cefquinome est de 2.7 et de 4.7 fois la CMI pour E.coli et P.multocida,
respectivement. Pour P.multocida, Alyy, qui est un paramétre exprimant la capacité de
I'antibiotique a réduire I'inoculum bactérien initial, est a peu prés identique pour I'amoxicilline
et la cefquinome (-2.91 et -2.80 log UFC/mL). Pour E.coli, Alyn est similaire pour
I'amoxicilline et la cefquinome, et beaucoup important que contre P.multocida (-5.03 et -5.52
log UFC/mL). En effet, ce paramétre intégre a la fois la taille minimale de I'inoculum atteinte
a la fin des 24h d’exposition, et la vitesse avec laquelle cet effet bactéricide maximal est
obtenu : apres 12h pour P. multocida, entre 6h et 12h pour E. coli (Figure 13).

41 AMOXICILLIN 417 CEFQUINOME
E 31 31
E 21 Rl 24 - I~ .
O 14 o 14 R
>
\_‘o’ 0 qeereersrorsnnessennessnnessnsossesRgonse (1T [T TT TS TOUPPPPRORPORTPPOTe . WP, |
11 . 11 :
5 2 A 24 :
= e e ————— ™S
S -31 \ -31 i R
= LOQ of H LOQ of
o 4 \\ L0CFUmL 41 H \! 10°CRUmL
o .54 _.._\‘.__._Luozumm _5.___________5___-.L.ri.nmu\lm
g -6 T T T J -6 T — T J
© oot 01 1 ECwem g9 ECumcee 100 1000  0.001 001 0.1 gc Corm g 10

static E.c.

Antibiotic concentration (ug/mL)
Figure 13 : Relations entre les concentrations d’antibiotique (amoxicilline et cefquinome) et la croissance
des inocula moyens de P. multocida et E.coli.
L’amoxicilline (panneau A) et la cefguinome (panneau B) ont été incubées a des concentrations différentes en
présence d'un inoculum initial de 10° UFC/mL de P. multocida (courbes rouges) et E. coli (courbes vertes). Les
cercles représentent les données observées et les traits (—, ---) les ajustements réalisés grace au modele décrit

par I'équation 3. Pour E.coli, les concentrations CESTAmp%ssociées a un effet bactériostatique (Al=0) sont
indiquées en vert. Pour P.multocida, les concentrations ECq0 produisant 90% de I'effet maximal sont indiquées

en rouge. Panneau A, amoxicilline : la zone hachurée correspond a la gamme de concentrations pour laquelle
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pm .

I'effet désiré est obtenu (Conc > EC90) en absence d'effet indésirable (Conc < Ecg‘.’r'[mc ). Panneau B,
) pm

cefquinome : absence de zone hachurée car Ecgoleﬂc est inférieure a ECq0 .

Nous avons comparé, pour chaque antibiotique, les relations entre les concentrations et la
croissance des inocula moyens de P.multocida et E.coli. Avec I'amoxicilline, la relation

concentration-effet pour P.multocida est décalée sur la gauche par rapport a celle d’E.coli. Il

en résulte que la concentration d’amoxicilline produisant 90% de son effet maximal contre
P.multocida (EC;') est sans effet contre E.coli (Figure 13). Pour la cefquinome, les relations

concentration-effet pour les deux bactéries sont trés proches. Il en résulte que la

Tableau 6 : Parameétres® du modéle pharmacodynamique décrivant I’évolution des inocula
bactériens de 10’ UFC/mL en fonction des concentrations d’antibiotiques.

d 3
Al MAX Al MIN

Ant|b|0t|que ECSTATIC b (ug/ml_) CMI/ECSTATIC Vc (Log UFC/mL) (LOg UFC/mL)
P.multocida amoxicilline 0.53+0.03 4.24 1.50+0.16 2.07+0.11 -2.91+0.16
cefquinome 0.075+0.002 4.68 2.32+0.16 2.01+0.06 -2.80+0.07
E.coli amoxicilline 16.69+1.23 4.17 1.92+0.28 2.55+0.21 -5.52+0.29
cefquinome 0.168+0.005 2.63 3.49+0.29 2.33+0.10 -5.03+0.09

# Moyenne+Ecart Standard

® Concentration d’antibiotique produisant un effet bactériostatique.
¢ Coefficient de sigmoidicité de la courbe.

9 Croissance maximale de I'inoculum moyen.

¢ Croissance minimale de l'inoculum moyen.

concentration de cefquinome produisant 90% de son effet maximal contre P.multocida (
ECY') induit un effet antibactérien non négligeable contre E.coli (une réduction de

I'inoculum moyen entre -3 et -2 log UFC/mL, cf Figure 13).

2.3.3.2. Construction d'un indice de sélectivité

Nous avons construit I'indice de sélectivité (Sl) tel que défini dans I'équation 3 afin de

guantifier la distance observée entre les relations concentration-effet de P. multocida et

E.coli. Les CEJJ ont été calculées grace a I'équation 4. Les résultats sont présentés dans le

Tableau 7. Les CE};' sont de 2.89 pg/mL pour I'amoxicilline et 0.23 pg/mL pour la

cefquinome, confirmant une action antibactérienne plus puissante pour la céphalosporine, en
cohérence la difference des CMI pour P. multocida (0.125 et 0.016 pg/mL).L’indice de
sélectivité est de 5.78 pour I'amoxicilline. Il peut étre visualisé par la largeur de la zone
hachurée de la figure 13A. L'indice de sélectivité est de 0.74 pour la cefquinome, ce qui

confirme la superposition des gammes de concentration actives contre P. multocida et E.
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coli (Tableau 7).

Tableau 7 : Valeurs des indices de sélectivité
pour des inocula de 10" UFC/mL de

P.multocida.
coli
ECHT . Eogdl b _ECstatic
STATIC ECPm
(Mg/mL) (Hg/mL) 90
Amoxicilline 2.89 16.69 5.78
Cefguinome 0.23 0.17 0.74

# Concentration en antibiotique produisant 90% de I'effet maximal
antibactérien contre un inoculum de P.multocida de 10" UFC/mL.

® Concentration en antibiotique produisant I'effet bactériostatique contre
un inoculum d’E.coli de 10" UFC/mL.

2.3.4. Conclusion
L’'analyse des cinétigues de bactéricidie a permis d’établir des relations

concentration-effet pour chaque couple antibiotique/bactérie.
La comparaison de ces relations concentration-effet confirme que la cefquinome a
une activité antibactérienne plus puissante que celle de I'amoxicilline sur les deux bactéries

Gram négatif testees.

Elle indique également que la cefquinome est aussi puissante contre E. coli que
contre P. multicida, ce qui peut étre traduit comme une absence de sélectivité entre les deux
actions. A l'inverse, I'amoxicilline est plus puissante contre P. multicida que contre E. coli,

correspondant a une sélectivité vis-a-vis du pathogene respiratoire.
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2.4. Impact de la taille de I'inoculum bactérien sur I'activité
des antibiotiques

2.4.1. Problématique et objectifs

De nombreuses études in vitro (Mizunaga, Kamiyama et al. 2005; Ferran, Dupouy et
al. 2007; Udekwu, Parrish et al. 2009) et in vivo (Eagle, Magnuson et al. 1947; Eagle 1949;
Ferran, Kesteman et al. 2009; Kesteman, Ferran et al. 2009; Ferran, Toutain et al. 2011) ont
montré que la taille de I'inoculum bactérien pouvait influencer I'activité — et en particulier la
puissance - des antibiotiques.

L'objectif des études suivantes était d'évaluer I'impact de la taille de I'inoculum initial
de P. multocida sur I'activité antibactérienne de I'amoxicilline et de la cefquinome. A cette fin,
des cinétiques de bactéricidie ont été réalisées avec un inoculum de P. multocida de 10°
UFC/mL, les relations concentration-effet correspondantes ont été déterminées ainsi que les

indices de sélectivité.

2.4.2. Matériels et méthodes
2.4.2.1. Courbes de bactéricidie

Des suspensions de PM contenant 10° UFC/mL dans du bouillon MH ont été
incubées pendant une heure a température ambiante, avant I'ajout de différentes
concentrations d’amoxicilline et de cefquinome correspondant a des multiples de leurs CMI
respectives : 0, 0.5, 1, 2, 4, 8,16, 32 et 64 fois la CMI. Les échantillons ont été placés a
I'étuve a 37°C et des préléevements de 500uL ont été effectués a différents temps : 0, 30min,
1h, 2h, 4h, 6h, 8h, 10h, 12h et 24h. Les prélévements ont été centrifugés a 3000g pendant
10 minutes a 20°C, le surnageant a ensuite été éliminé et les culots bactériens ont été
resuspendus dans 500uL de bouillon MH frais. Cette étape a permis d'éliminer I'antibiotique
du milieu de culture.

Un dénombrement des bactéries a ensuite été réalisé a partir des prélévements qui
ont été dilués plusieurs fois au 10°™. Dix microlitres de chaque dilution ont ensuite été
déposés sur une gélose MH sans antibiotique (3 dépbts par dilution). Aprés une incubation
de 18 h a 37°C, les colonies formées a I'emplacement de chaque dépbt ont été comptées si
leur nombre était inférieur & 15. La moyenne du nombre de colonies des 3 dépbts issus de la
méme dilution a ensuite été calculée et multipliée par le facteur de dilution afin d’obtenir le
nombre de bactéries par millilitre. La limite de détection était de 100 UFC/mL. Les

expérimentations ont été réalisées en triplicate et les résultats obtenus ont été moyennés.
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2.4.2.2. Détermination des relations concentration-effet et modélisation des

effets antibactériens

Les méthodes sont identiques a celles décrites dans la section 2.3.2.

2.4.3. Résultats
2.4.3.1. Cinétiques de bactéricidie

Les cinétiques de bactéricidie sont présentées dans la Figure 14. Les résultats sont
similaires pour les deux antibiotiques. En absence d’antibiotique, les comptages bactériens
ont montré une phase de croissance exponentielle de la population bactérienne entre 0 et
12 h suivie d’une phase stationnaire autour de 10° UFC/mL, 24 h aprés la mise en culture. La
concentration égale a 0.5 fois la CMI ne provoque gu’'un léger retard de la croissance de
I'inoculum, celui-ci atteignant une densité de l'ordre de 10° UFC/mL aprés 24 heures
d’'incubation. En revanche, une concentration en amoxicilline ou en cefquinome égale a 1
fois la CMI provoque un effet bactériostatique. Pour les concentrations d'antibiotique
comprises entre 2 et 64 fois la CMI, une réduction de la taille de I'inoculum est observable.
Des concentrations de 8 a 64 fois la CMI d’amoxicilline provoquent une diminution de
l'inoculum bactérien jusqu’a 10%-10° UFC/mL & 24 heures. Pour des concentrations de
cefquinome de 8 & 64 fois la CMI, les bactéries ne sont plus détectées dans le milieu a partir
de 12h d'incubation. La plus faible concentration produisant une réduction de 99.9% de

I'inoculum initial est de 8 fois la CMI a la fois pour I'amoxicilline et la cefquinome (Figure 14).
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Figure 14 : Cinétique de bactéricidie de I'amoxicilline et de la cefquinome contre des inocula
de 10° UFC/mL de P.multocida.

A) Amoxicilline, B) Cefquinome. Les concentrations d’antibiotiques sont exprimées en multiples de
CMI: 0,05, 1, 2,4, 8,16, 32 et 64.

2.4.3.2. Relations concentration-effet et modélidation de I'effet antibactérien

Les relations entre les concentrations d’antibiotique (amoxicilline et cefquinome) et la
croissance de linoculum de 10° UFC/mL de P. multocida sont présentées dans la Erreur !
Source du renvoi introuvable. (courbes rouges). Les résultats obtenus précédemment avec
un inoculum de 10" UFC/mL d’E .coli sont reproduits a l'identique de la Figure 13 (courbes
vertes).

Concernant P. multocida, les données observées ont été ajustées par I'équation 3 et
les paramétres du modéle pharmacodynamique sont présentés dans le Tableau 8. La
CEstatic de la cefquinome est une nouvelle fois inférieure a celle de I'amoxicilline. Les
relations concentration-effet de P. multocida sont décalées sur la gauche par rapport a celles
obtenues avec un inoculum de 10’ UFC/mL. Il en résulte que pour les deux antibiotiques, les
CEstatic pour un inoculum initial de 10° UFC/mL sont cette fois trés proches des CMI
respectives : 1.44 et 1.62 fois la CMI, contre 4.24 et 4.68 fois la CMI pour un inoculum initial
de 10" UFC/mL (Tableau 6). Cela signifie que les deux antibiotiques sont plus puissants

contre de faibles inocula que contre de gros inocula bactériens.

96



Chapitre 2 — Etude expérimentale : Développement d’un indice de sélectivité

AMOXICILLIN CEFQUINOME

o= =i

LOQ of

LOQ of 3

-2 10°CFU/mL - 10 CF%’/’“L

3 inoculum 3fF—_————— — o nocdum
AY 100 of LOQ of

\ 107CFUIML -41 107CFU/ML

L
inoculum
=] : gy ot N — B et

Change inoculum (Log CFU/mL)

EC, EC EC EC

0.01 0.1 0Pmq 10 S@eEe 100 1000 0.001 0.01 S 10

Antibiotic concentration (ug/mL)

Figure 15 : Activité antibactérienne de I'amoxicilline et de la cefquinome contre des inocula de 10°
UFC/mL de P.multocida.

L’amoxicilline (panneau A) et la cefqumome (panneau B) ont été incubées a des concentrations différentes en
présence d’'un inoculum initial de 10° UFC/mL de P. multocida (courbes rouges). Les courbes vertes reproduisent
a I'dentiques les résulats obtenus précédemment avec E. coli (inoculum initial de 10’ UFC/mL). Les cercles
représentent les données observées et les traits (—, ---) les ajustements réalisés grace au modeéle décrit par
I'équation 3.

Pour E.coli, les concentrations CESTATK; associées a un effet bactériostatique (O01=0) sont indiquées en vert. Pour

P.multocida, les concentrations EC90 produisant 90% de I'effet maximal sont indiquées en rouge.

Panneau A, amoxicilline : la zone hachurée correspond a la gamme de concentrations pour laquelle I'effet désiré

est obtenu (Conc > EC90 ) en absence d’effet indésirable (Conc < EchT"ATIC ).

. . : o R pm
Panneau B, cefquinome : absence de zone hachurée car EC%QIl:ATIC est inférieure & ECg0 .

Tableau 8 : Parametres du modele pharmacodynamique décrivant I’évolution de I'inoculum de
10° UFC/mL de P. multocida en fonction des concentrations d’ antlblothues

b AI MAX AI MIN e
Antibiotique ECSTATIC (ug/mL) M|C/ECSTAT|C Yc (LOg
UFC/mL) (Log UFC/mL)
amoxicilline 0.1820.01 144 210:037  3.68£0.26 1772013
cefquinome 0.026+0.001 1.62 1'9241'0'1 3.7120.13 -2.85+0.08

Moyenne +erreur standard
® Concentration d’ antibiotique produisant I'effet bactériostatique.
Coeff|0|ent de sigmoidicité de la courbe.
4 Croissance relative maximale de l'inoculum moyen.
¢ Croissance relative minimale de I'inoculum moyen.

Les CE§, des deux antibiotiques ont une nouvelle fois été déterminés en utilisant
I'équation 4. Leurs valeurs contre des inocula de 10° UFC/mL sont de 0.35 et 0.072 pg/mL
pour I'amoxicilline et la cefquinome (Tableau 9). Ces valeurs sont inférieures a celles
obtenues contre des inocula de 10’ UFC/mL de P. multocida (Tableau 7): d’un facteur 8 pour
'amoxicilline (0.35 vs 2.89 pg/mL) et d’'un facteur 3 pour la cefquinome (0.072 vs 0.23
pg/mL). Le décalage sur la gauche des relations concentration-effet avec le petit inoculum de
P. multocida provoque un élargissement de la zone hachurée (Figure 15), correspondant a la

. . . pm
production d'un effet suffisant contre P.multocida (Conc > ECo0 ) sans effet mesurable contre

E. coli (Conc < ecWiaric )-

Les valeurs des indices de sélectivité lorsque I'on utilise les données générées par les
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courbes de bactéricidie des inocula de 10° UFC/mL de P.multocida sont respectivement de
47.7 et de 2.36 pour I'amoxicilline et la cefquinome (Tableau 9). Cela signifie que la
sélectivité des deux antibiotiques est améliorée lorsqu’ils agissent contre un petit inoculum

pathogéne.

Tableau 9 : Valeurs des indices de sélectivité
pour des inocula de 10° UFC/mL de

P.multocida.
pm ' coli
ECo0 2 Ecggl'lll-\TIC ’ Slz—ECSTATIc
(ug/mL) (ug/mL) ECGo.
Amoxicilline 0.35 16.69 47.69
Cefquinome 0.072 0.17 2.36

# Concentration en antibiotique produisant 90% de I'effet maximal antibactérien
contre un inoculum de P.multocida de 10° UFC/mL.

® Concentration en antibiotique produisant I'effet bactériostatique contre un
inoculum d’E.coli de 10’ UFC/mL.

2.4.4. Conclusion

Cette étude montre que la taille de I'inoculum bactérien de deux bactéries Gram
négatif influence I'activité antibactérienne de I'amoxicilline et de la cefquinome. Cette activité
est accrue (les antibiotiques sont plus puissants) face a des inocula de petite taille.

Ce phénoméne accroit la sélectivité des antibiotiques : les concentrations efficaces
contre un petit inoculum de P. multocida sont sans effet contre une population plus grande
d’E. coli.

Il en résulte gu'une stratégie thérapeutique visant a cibler les charges bactériennes

de petites tailles, a un stade précoce de I'évolution d'une infection bactérienne, pourrait

contribuer a limiter la pression de sélection exercée sur les flores digestives.

98



Chapitre 2 — Etude expérimentale : Développement d’un indice de sélectivité

2.5. Discussion

Le but de notre étude a été d'explorer les propriétés optimales requises pour les
antibiotiques a usage vétérinaire. En effet, la résistance aux antibiotiques est un probléme de
plus en plus inquiétant en santé humaine et I'utilisation des antibiotiques en santé animale
ne doit pas étre un phénoméne aggravant. Depuis plusieurs années, de nombreuses études
ont montré que le microbiote intestinal des animaux pourrait étre potentiellement le principal
réservoir de bactéries résistantes et de genes de résistance. De ce fait, le but de l'usage
prudent des antibiotiques en médecine vétérinaire est de minimiser leurs effets adverses sur
le microbiote intestinal tout en éradiquant la flore pathogéne. Dans cette étude, nous avons
développé un index pharmacodynamique permettant d’évaluer et de quantifier la sélectivité
des antibiotiques vétérinaires, grace a la combinaison de deux composantes: un effet
acceptable (éradication de la flore pathogéne) et un effet indésirable (protection du
microbiote intestinal). Nous avons choisi Pasteurella multocida, bactérie responsible
d’infections pulmonaires chez le porc et les bovins, comme bactérie pathogene et E.coli,
comme bactérie sentinelle du microbiote intestinal. L’amoxicilline et la cefquinome, deux
antibiotiques de la classe des béta-lactamines ont été choisi pour comparer la sélectivité des

« anciens » et des antibiotiques dits de derniére génération.

2.5.1. Détermination de la sensibilité des souches bactériennes
a l’lamoxicilline et a la cefquinome

La CMI de I'amoxicilline pour les souches de Pasteurella multocida et d’E.coli testées
ont été respectivement de 0.125ug/mL et de 4ug/mL. Au niveau populationnel, ces valeurs
correspondent aux valeurs modales de CMI (EUCAST). Pour la cefquinome, la CMI de notre
souche de P.multocida est égale a la CMlgy des souches de P.multocida (ANSES) et la CMI
de notre souche de E.coli est égale a la CMIs, des souches de E.coli. Ceci montre la
relevance des souches étudiées au niveau populationnelle. En ce qui concerne les courbes
de bactéricidie, nous avons étudié l'effet des antibiotiques sur 24 heures pour pouvoir
prendre en compte le temps nécessaire aux antibiotiques pour agir mais également le temps

nécessaire aux bactéries de s’adapter physiologiquement (bactéries persistantes).

2.5.2. Modélisation de I'effet antibactérien

Nous avons utilisé comme Regoes et Ankomah (Ankomah and Levin ; Regoes, Wiuff et

al. 2004), une reparamétrisation d’'un modele Emax classique basé sur la variation de la
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densité bactérienne en fonction de la concentration en antibiotique, ce qui permet une
détermination directe de paramétre comme la concentration bactériostatique (ECstaTic),
parametre clé de la quantification de I'effet des antibiotiques. En utilisant cette approche de
modélisation, nous avons montré que la cefquinome est plus puissante que I'amoxicilline (les
ratios ECstatic amoxicilline / ECstatic cefquinome sont de 7 pour des inocula de 10" UFC/mL
de P.multocida et de 99 pour des inocula de 10” UFC/mL d’E.coli. Cependant, cette notion
de puissance des antibiotiques, qui ne prend en compte que l'effet thérapeutique n’est pas
suffisante et la notion de sélectivité qui combine les effets thérapeutiques mais également
les effets adverses est un parametre plus pertinent. Dans cette étude, nous avons donc
proposé un nouvel index en s’appuyant sur la notion d'index thérapeutique classiquement

utilisé en pharmacologie, pour pouvoir quantifier la sélectivité des antibiotiques.

Pour ce faire, nous avons fixé les objectifs de I'antibiothérapie de la maniére suivante:
efficacité maximale contre le pathogéne et impact minimal sur le microbiota intestinal. Nous

avons donc défini une concentration en antibiotique produisant 90% de l'effet maximal

antibactérien contre P.multocida (EC}') comme I'objectif & atteindre et une concentration

produisant au maximum l'effet bactériostatique contre E. coli (ECE‘}'AT,C ) comme seuil évitant

'effet adverse. Comme nous l'avons signalé précédemment, de telles approches sont
utilisées pour d’autres médicaments et notamment pour le développement des anti-
inflammatoires non-stéroidiens (AINS) (Knights, Mangoni et al.). Nous avons vu que les Sl
sont inférieurs & 1 pour la cefquinome et de 5.78 pour 'amoxicilline pour des inocula de 10’
UFC/mL.

2.5.3. Amélioration de lI'indice de sélectivité pour les
antibiotiques vétérinaires

Afin d’'améliorer les index de sélectivitt nous avons également réalisé nos
expérimentations avec des inocula pathogénes de petite taille (10° UFC/mL). En effet,
plusieurrs études montrent que les antibiotiques sont plus puissants lorsqu’ils agissent
contre des inocula de faibles tailles (Soriano, Ponte et al. 1990; Thomson and Moland 2001,
Mizunaga, Kamiyama et al. 2005; Udekwu, Parrish et al. 2009; Nannini, Stryjewski et al.).
Nous avons également montré comme toutes ces études que nos deux antibiotiques sont
plus puissants contre de petits inocula (10° UFC/mL) que contre de gros inocula (10’
UFC/mL) de P.multocida. Ce gain de puissance des deux antibiotiques contre un faible

inoculum pathogéne permet d'améliorer grandement leur Sl (2.36 et 47.69 respectivement
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pour la cefquinome et I'amoxicilline). Cela montre que la sélectivité pharmacodynamique est
dépendante de la taille de I'inoculum pathogéne. De plus, ces résultats étayent les études
qui montrent les avantages d’un traitement antibiotiques utilisant de faibles doses durant les
phases précoces de I'infection (Eagle, Magnuson et al. 1947; Eagle 1949; Ferran, Kesteman

et al. 2009; Ferran, Toutain et al.).
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2.6. Conclusion

Actuellement, dans I'objectif de protéger la santé publique, les autorités encouragent
l'utilisation préférentielle en médecine vétérinaire des antibiotiques “d’ancienne
génération”(comme I'amoxicilline) plutdt que des antibiotiques de “derniére génération”
(comme la cefquinome) mais cette stratégie a déja montré ses limites en médecine humaine
(Amyes, Walsh et al. 2007). Dans cette étude, nous avons proposé un nouvel indicateur,
visant a déterminer, en plus de leur effet thérapeutique, les effets adverses des antibiotiques,
particuliérement sur le microbiote intestinal de 'Homme et des animaux. Celui-ci constitue
potentiellement le principal réservoir de génes de résistance aux antibiotiques (Andremont
2003; Phillips, Casewell et al. 2004).

Il convient de souligner que, dans nos expériences, nous avons seulement évalué
une sélectivité pharmacodynamique grace a de simples expériences in vitro et non une
sélectivité thérapeutique globale, in vivo. Des expérimentations complémentaires permettant
d’évaluer I'impact réel des antibiotiques sur le microbiote intestinal pourraient se révéler tres
intéressantes. Ainsi, la mesure de l'exposition aux concentrations libres d’antibiotique dans
les différents segments du tube digestif doit étre déterminée pour proposer un indice de
sélectivité thérapeutique globale. En outre, pour affiner notre index pharmacodynamique, il
serait nécessaire d'évaluer les effets «matrices» possibles (pH, O, ...) de la flore intestinale
sur l'action pharmacodynamique des antibiotiques testés. A notre connaissance, aucun index
n'est actuellement utilisé pour les antibiotiques et nous proposons ici d'introduire un tel index
de sélectivité en médecine vétérinaire afin de faciliter le développement d'antibiotiques
permettant de limiter 'émergence de la résistance aux antibiotiques et permettre ainsi une

utilisation plus rationnelle des antibiotiques chez les animaux.
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2.7. Manuscrit 1
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CHAPITRE 3 - ETUDE EXPERIMENTALE

3. Impact de la taille de la charge bactérienne et de la
précocité du traitement sur la guérison clinique et
microbiologique d’une infection pulmonaire

Cette partie du travail de these a donné lieu & un manuscrit en préparation intitulé:
« Impact of inoculum size and early antibiotic treatment on the clinical and microbiological
outcomes in experimental pneumonia: implications for dosage regimens » (voir paragraphe
3.7).

3.1. Introduction

Les enjeux de santé publigue liés a I'antibiorésistance et le réle clé joué par la flore
commensale du tube digestif dans cette problématique (Andremont 2003) se traduisent par
de nouvelles exigences vis-a-vis de I'antibiothérapie , chez 'Homme et chez les animaux. Un
ensemble de mesures ont été proposées pour réduire la résistance aux antibiotiques, dans
une perspective globale qualifiée «d'éco-evo» (Baquero, Coque et al.), parmi lesquelles des
stratégies visant la conception de nouveaux schémas posologiques pour les antibiotiques qui
permettraient d'atteindre simultanément I'efficacité clinigue mais également de minimiser
l'apparition et 'émergence de résistances bactériennes aux antibiotiques au sein des flores

commensales (Canton and Morosini 2011; Martinez, Papich et al. 2012).

Dans le contexte de la réduction de I'antibiorésistance en lien avec I'efficacité clinique
des antibiotiques, un certain nombre d'études ont été menées, notamment avec des
antibiotiques de la classe des fluoroquinolones, qui ont démontré que I'émergence de
mutants résistants au niveau du pathogéne visé pouvait étre prévenue par I'augmentation
des doses d'antibiotiqgues (Canton and Morosini 2011; Martinez, Papich et al. 2012).
Cependant, des doses d'antibiotiqgues plus importantes sont susceptibles d’exercer une
pression de sélection accrue sur les flores commensales, qui favoriserait la sélection de
souches résistantes (Fantin, Duval et al. 2009), ou la colonisation de la flore intestinale par

des souches résistantes exogénes (de Lastours, Cambau et al. 2012).

Parallelement, un ensemble d’études in vitro et in vivo ont mis en évidence le role
déterminant que la taille des inocula de bactéries pathogénes pouvait jouer sur I'efficacité du

traitement antibiotique (Eagle, Magnuson et al. 1947; Eagle 1949; Morrissey and George

131



Chapitre 3 — Etude expérimentale : Efficacité du traitement antibiotique de type précoce

1999; Jumbe, Louie et al. 2003; Mizunaga, Kamiyama et al. 2005; Ferran, Dupouy et al.
2007; Ferran, Kesteman et al. 2009; Kesteman, Ferran et al. 2009; Udekwu, Parrish et al.
2009; Ferran, Toutain et al. 2011).

Dans le cas des fluoroquinolones, la relation directe entre la taille des inocula bactériens a
éradiquer et la probabilité de présence de sous-populations de mutants résistants explique
pourquoi des doses plus élevées sont requises contre un inoculum de grande taille par
rapport a un inoculum de plus faible taille (Jumbe, Louie et al. 2003; Canton and Morosini
2011). Récemment, cette influence de la charge pathogéne sur l'efficacité d’un traitement par
une fluoroquinolone a été mise en relation avec la chronologie de déclenchement du
traitement antibiotique, a des stades plus précoce ou plus tardif de l'infection (Ferran,
Toutain et al. 2011). Ces travaux ont démontré que les doses requises pour la guérison
clinigue et microbiologique d'une infection pulmonaire étaient beaucoup moins élevées

lorsque les traitements étaient initiés a un stade précoce de l'infection.

Les études in vitro que nous avons menées précédemment sur I'amoxicilline et la
cefquinome ont mis en évidence le méme type de relation entre la taille des inocula
bactériens et I'efficacité des antibiotiques.

Nous avons donc voulu explorer 'impact de cet « effet inoculum » - en lien avec la
chronologie de déclenchement du traitement - sur I'efficacité clinique et bactériologique des

deux antibiotiques dans un modéle d'infection pulmonaire chez la souris.
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3.2. Développement d’'un modele d’infection pulmonaire a

P.multocida chez la souris

3.2.1. Problématique et objectifs

L'objectif de ce travail était de développer un modéle d’infection pulmonaire
présentant des caractéristiques compatibles avec les objectifs fixés.

En effet, les modeéles d'infections utilisés classiquement chez les rongeurs, en
particulier les infections pulmonaires, provoquent généralement des infections sévéres,
mortelles, et d’évolution rapide.

Au vu de nos objectifs, il s’agissait d’obtenir un modele d’infection qui puisse étre
initié avec une charge bactérienne de relativement faible taille, avec une vitesse d'évolution
suffisamment lente pour pouvoir intervenir a différents stades, I'un plus précoce et l'autre
plus tardif.

Pour ce faire, nous avons utilisé une stratégie de contamination naturelle par voies
aériennes, grace a un systéme de nébulisation des suspensions bactériennes puis
d’'inhalation en milieu confiné, au moyen d'un équipement présenté dans la figure 16

(Inhalation Exposure System, IES).

Figure 16 : Inhalation Exposure System (IES).
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3.2.2. Matériels et méthodes

3.2.2.1. Animaux utilisés

Des souris femelles Swiss (Charles River, L’Arbresle, France) ont été utilisées durant
toutes nos expérimentations qui ont été conduites en accord avec le “Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals” qui a été adopté et promulgué par I'U.S. National Institutes of
Health. Notre numéro d’agrément pour I'expérimentation animale est le suivant : C 31 555 24

et a été délivré par le Ministére de I'Agriculture Francais

3.2.2.2. Modalité de contamination pulmonaire

Les souris ont été placées dans un systéme d’inhalation (Inhalation Exposure System,
IES, model 099CA4224, Glas-Col®, IN, USA) ou 10 mL de suspension de P. multocida
contenant 5.10° UFC/mL ont été chargés dans la chambre de nébulisation. Le temps de
préchauffage, de nébulisation, de repos et de décontamination ont été respectivement de 15,
120, 30 et 15 min.

3.2.2.3. Etude du modele d’'infection pulmonaire

Quarante-deux souris ont été infectées avec P.multocida puis sacrifiées par une
injection par voie intrapéritonéale de pentobarbital sodique (DolethalND, Vétoquinol, France)
Les souris ont été sacrifiées a différents temps : 0 (3 souris), 24 (3), 48 (6), 72 (9), 96 (8),
120 (6) et 144 heures (7) afin de déterminer la charge bactérienne pulmonaire des animaux
en fonction du temps post-infection. Lorsque des souris sont mortes entre les temps de
sacrifice, la détermination de la charge bactérienne pulmonaire n'a été effectuée que sur des
animaux ne présentant pas encore de rigidité cadavérique. Les poumons des animaux ont
été prélevés de maniere aseptique puis ont été mixés dans 10 ml de NaCl a 0,9%. Les
homogénats ont été centrifugés (3000 g, 10 min) et les culots ont été remis en suspension
dans 2,5 ml de NaCl a 0,9%. Des dilutions sériées au dixieme ont été ensuite été réalisées
et dix microlitres de ces dilutions ont été ensuite étalés en triplicate sur des géloses MH-
agar. Les colonies ont été comptées aprés 24 h d'incubation a 37°C (ou aprées 24 heures
supplémentaires si elles étaient trop petites). La limite de détection était de 100
UFC/poumon.
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3.2.3. Résultats

L'évolution de la croissance bactérienne dans les poumons des souris infectées est présentée
dans la
Figure 17. La charge bactérienne présente dans les poumons des souris a t=0h a été

tres reproductible d’'un animal a l'autre (4.43 a 4.48 LogUFC/poumon, n=3). Vingt-quatre
heures apreés linfection, toutes les souris étaient asymptomatiques et la population
bactérienne présente dans les poumons des animaux était stable (4.23 a 4.60
LogUFC/poumon, n=3). A partir de 48-72h aprés l'infection, des souris ont été retrouvées
mortes et leurs charges bactériennes ont été estimées a 8.43 a 9.67 LogUFC/poumon
(moyenne de 9.24+0.55, n=8). Les souris présentant des symptdmes cliniques ont été
observées a 72-96 heures post-infection. Les charges bactériennes ont alors été estimées
de 6.57 a 7.85 LogUFC/poumon (moyenne de 7.38+0.55, n=7). Un total de 21 souris sans
symptdmes cliniqgues a été sacrifié entre 48 et 144 heures aprés l'infection. Les charges
bactériennes ont varié alors entre des niveaux indétectables (<2 LogUFC / poumon) a 6.43
LogUFC/poumon (moyenne de 3.04+1.45). Les tailles moyennes d'inoculum ont été

statistiguement différentes entre les trois groupes (sain, malade et mort ; P <0.05; ANOVA).
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Figure 17 : Croissance de Pasteurella multocida en fonction du temps dans les poumons de
souris.

Les symboles représentent I'état physiopathologique de souris: ¢ souris asymptomatiques, m souris
malades, souris mortes A.
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3.2.4. Conclusion

Au final, nous avons développé un modéle murin dinfection pulmonaire a P.
multocida qui présente des caractéristiques compatibles avec les objectifs de traitement a
différents stades d'infection.

L'évolution de la maladie infectieuse est relativement lente : les premiers symptémes
ont été observés au cours du 2eme jour post-infection.

Il est intéressant de noter qu’une corrélation peut étre observée entre la taille de la
charge bactérienne et les catégories « cliniques » du type: « absence de symptémes »,
« présence de symptdmes », mortalité. En effet, les souris asymptomatiques présentaient
toutes des charges pulmonaires inférieures & 10° UCF/mL, les souris avec symptdmes avient
des charges pulmonaires comprises entre 10® UCF/mL et 10® UCF/mL, et les souris mortes
présentaient des charges supérieures a 10® UCF/mL.

Ce résultat est important, car a notre connaissance il est le premier a valider sur des
bases expérimentales les relations entre I'évolution temporelle d’'une infection, celle de la
charge bactérienne responsable de I'infection, et I'apparition des signes cliniques.

Au vu de ces résultats, le moment du traitement précoce des animaux a été fixé a

24h post-infection.
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3.3. Détermination des posologies adaptées a une
infection installée : étude pharmacocinétique et
approche PK/PD

3.3.1. Problématique et objectifs

Notre objectif était de déterminer chez la souris les doses d’amoxicilline et de
cefquinome efficaces dans un cadre de traitement classique, c’est-a-dire initié aprées
observation des symptémes cliniques de la maladie infectieuse.

Nous nous sommes appuyés sur I'approche PK/PD, qui indique que les doses des
béta-lactamines doivent étre capables de produire des valeurs de I'indice T-cw Supérieures a
50% de lintervalle de dosage pour garantir une efficacité clinique et bactériologique.

Cette approche nécessite donc de disposer de données sur la pharmacocinétique de

nos deux antibiotiques chez la souris.

3.3.2. Matériels et méthodes
3.3.2.1. Antibiotiques utilisés

De I'amoxicilline trihydrate (Clamoxyl © LA, 150mg/ml, Pzifer Santé Animale, France)
et de la cefquinome sulfate (Cobactan © LA 7,5%, 75mg/ml, Intervet, France) ont été utilisés
pour ces expérimentations. Les solutions ont été diluées dans de I'huile de mais (Sigma,
France) a différentes concentrations pour obtenir un volume d'injection suffisants
(100uL/mouse).

3.3.2.2. Détermination de la cinétique de I'amoxicilline et de la cefquinome

Trente souris ont été utilisées pour déterminer la cinétique de I'amoxicilline et de la
cefquinome. Les souris ont été infectées comme décrit précédemment et 24 heures plus tard
une dose unique d'amoxicilline (50 mg/kg) ou de cefquinome (5 mg/kg) a été injectée par
voie sous cutanée aux animaux. Des groupes de trois souris ont été anesthésiées avec 3%
d'isoflurane (Aerrane ©, Baxter France) mélangé a de 'O, a différents temps aprés
l'administration. Le sang de chaque animal a été recueilli par ponction intracardiaque et
centrifugée (7000g, 10 minutes, 4°C). Le plasma a été conservé a -80°C jusqu'a la
réalisation du dosage.

Les concentrations plasmatiques d'amoxicilline et de cefquinome ont été déterminées

par LC/MS/MS. Pour I'amoxicilline, la limite de quantification était de 20 ng/ml et la plage de
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précision comprise entre 98-106%. Les gammes de précision intra-jour et inter-jour étaient
respectivement de 5.22 a 7.4% et de 6.86 & 11.8%. Pour la cefquinome, la limite de
quantification était de 10 ng/mL et la plage de précision comprise entre 96-104%. Les
gammes de précision intra-jour et inter-jour ont été respectivement de 6.72 a 11.7% et de
10.7 & 15.1%.

Les concentrations d'antibiotiques en fonction du temps ont été ajustées par une
équation correspondant & un modele bicompartimental avec administration par voie
extravasculaire. L’ajustement des données a été effectué grace a WinNonlin® 5.3

(Pharsight, Mountain View).

3.3.3. Résultats

Les concentrations plasmatiques observées et prédites de I'amoxicilline (50 mg/kg) et
de la cefquinome (5 mg/kg) chez les souris infectées et asymptomatiques sont présentées
dans la

Figure 18, et les paramétres pharmacocinétiques déterminés sont présentés dans le
Tableau 10. Le temps de demi-vie a été estimé a 5.8 h pour I'amoxicilline et 3.4 h pour la
cefquinome, en raison du fait que des formulations longue-action ont été utilisées. En effet,
les formulations classiques des deux antibiotiques ont des temps de demi-vie d'élimination
chez la souris inférieures a 20-30 min (voir section 1.2.4.2.), ce qui rend impossible la
transposition aux autres espéces des paramétres PK/PD associés aux schémas
posologiques. Les temps pendant lesquels les concentrations plasmatiques des antibiotiques
ont été supérieures a leur CMI correspondante (T-cw) ont été de 16.5 et 13 h respectivement

pour les doses de 50 mg/kg d'amoxicilline et de 5 mg/kg de cefquinome (Tableau 11).
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Figure 18 : Profils de concentrations plasmatiques d’amoxicilline et de cefquinome chez la
souris. A) Amoxicilline, 50 mg/kg. B) Cefquinome, 5 mg/kg. (o) Concentrations observeées, (-)
concentration prédite.
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Tableau 10 : Parameétres pharmacocinétique et indices PK/PD de I'amoxicilline et de la cefquinome
chez la souris aprés une injection par voie sous-cutanée.

Antibiotique Amoxicilline Cefquinome
Dose (mg/kg) 50 5
AUCp-«] (Mg*hr/mL) 163 2

Crmax (Hg/mL) 277 2.8
T1/2eiim (hr) 5.8 3.4
CL/F (mL/hr/kg) 306 2430

C average (HQ/mL) 6.79 0.083
CMI P.multocida (ug/mL) 0.125 0.016

AUC (Aire sous la courbe des concentrations plasmatiques).

Cmax €st la concentration plasmatique maximale observée.

T1/2elim €St le temps de demi-vie d’élimination terminal.

CL/F est la clairance d’élimination plasmatique apparente (Dose/ AUCo.«)).
C average €St la concentration moyenne d’antibiotique sur 24h.

En supposant une relation de dose-proportionnalité pour les deux antibiotiques, nous
avons simulé les profils de concentrations correspondant a différentes doses d’amoxicilline
et de cefquinome afin d’estimer les posologies pour lesquelles les T.cu atteignaient 50% de
I'intervalle de dosage (T-cwi = 50%, critére d’efficacité PK/PD classiquement utilisé pour les
béta-lactamines)(Toutain, del Castillo et al. 2002). Ces doses sont de 50 mg/kg/jour pour

I'amoxicilline et 10 mg/kg/jour pour et la cefquinome.

Tableau 11 : Valeurs des T>mic pour les différentes doses d’amoxicilline et de cefquinome.

Antibiotique Amoxicilline Cefquinome
dose (mg/kg) 50 25 5 10 5 1
Tsmic () 6.5 0.7 3.2 L2.9 ).2 1.9
Tsmic (% de l'intervalle de dosage) 69 45 13 54 38 8

Ts>mic est le temps pendant lequel les concentrations plasmatiques en antibiotique est supérieur a la CMI.

3.3.4. Conclusion

Cette étude de pharmacocinétique chez la souris nous a permis de déterminer les
doses d’amoxicilline et de cefquinome susceptibles de traiter efficacement une infection
bactérienne dans cette espece. Nous avons utilisé une approche PK/PD classique, qui
indique que l'efficacité des béta-lactamines est corrélée avec I'indice T-cw. Ces doses seront

utilisées dans I'étude d’efficacité.
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3.4. Détermination des posologies adaptées a une charge
bactérienne faible (traitement précoce)

Les études réalisées in vitro (Chapitre 2) ont démontré I'existence d'un effet inoculum
sur l'activité antibactérienne de I'amoxicilline et de la cefquinome. Nous avons utilisé les
données obtenues pour estimer les doses d’amoxicilline et de cefquinome susceptibles
d’'étre efficaces in vivo contre des inocula bactériens de petite taille.

Pour cela, nous avons utilisé la relation qui lie une dose avec les caractéristiques

pharmacocinétiques et pharmacodynamiques d’'un médicament :

Dose ClI
T F

X CCIBLE

ou Dose est la dose nominale, T est l'intervalle d’administration, Cl est la clairance

plasmatigue du médicament, F est la biodisponibilité de la formulation, et Ccpe la
concentration efficace.

Cette relation est a l'origine de I'approche PK/PD utilisée pour la détermination des
posologies. Elle indigue que pour une méme molécule et une méme formulation, les doses

sont proportionnelles aux concentrations requises pour obtenir un effet thérapeutique.

Au cours des études in vitro, nous avons déterminé les CEg (concentrations
produisant 90% de I'effet antibactérien maximal) de I'amoxicilline et de la cefquinome contre
des inocula de P.multocida de 10’ UFC/mL et 10° UFC/mL. Les résultats sont synthétisés

dans le tableau suivant.

Tableau 12: Paramétres pharmacodynamiques
des courbes Enax de P.multocida.

. Inoculum ECgo .
Antibiotique (Log UFC/mL) (ug/mL) Ratio
Amoxicilline 7 2.89 8.3

5 0.35
Cefquinome 7 0.23 3.2
5 0.072

Nous avons calculé les ratios entre les CEgy, obtenu pour les inocula de grande et de
petite taille : ils sont d’environ 8 pour I'amoxicilline et 3 pour la cefquinome.
Si I'on substitue la Ccppe de I'équation X par la CEg in vitro, il apparait que les doses

efficaces contre un inoculum de petite taille pourraient étre 8 fois plus faibles (pour

140



Chapitre 3 — Etude expérimentale : Manuscrit 2

I'amoxicilline) ou 3 fois plus faibles (pour la cefquinome) que les doses efficaces contre un
inoculum de grande taille.

Nous avons émis I'hypothese que les doses d’amoxicilline et de cefquinome estimées
précédemment selon les criteres PK/PD appliqués aux béta-lactamines (50 et 10 mg/kg)
correspondaient aux doses requises contre des inocula de grande taille.

Nous avons divisé ces doses par 10 pour estimer les doses a tester face a des inocula de
petite taille, en prenant en compte au c6té de l'effet inoculum (interaction antibiotique-
bactérie) le rdle potentiellement favorable de la stimulation du systeme immunitaire des
animaux au cours de la phase précoce de l'infection (avant dépassement ou épuisement de
ces capacités).

Les doses testées face a des inocula de petites tailles (phase précoce de linfection)

sont donc : 5 mg/lg pour 'amoxicilline et 1 mg/kg pour la cefquinome.
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3.5. Comparaison des posologies antibiotiques ajustées a
la taille de I'inoculum

3.5.1. Matériels et méthodes
3.5.1.1. Groupe témoin

Vingt souris ont été infectées. L'état clinique de chaque animal a été évalué deux fois

par jour pendant sept jours.

3.5.1.2. Groupes traitement classique

Six groupes de dix souris ont été infectés. Les souris ont été observées deux fois par
jour pour une évaluation clinique et le traitement antibiotique a été initié lorsqu’un animal
présentait des signes cliniques de l'infection (toux, yeux fermés, immobilité, dos voité). Le
traitement consistait en une injection quotidienne par voie sous-cutanée pendant quatre jours
d'amoxicilline ou de cefquinome.

Pour I'amoxicilline, les posologies suivantes ont été testées :

- 50 mg/kg/j, la posologie estimée selon I'approche PK/PD décrite précédemment,

- 25 mg/kg/j, correspond a la moitié de la dose estimée selon I'approche PK/PD,

- 5 mg/kg/j, correspondant a la dose sélectionnée pour le traitement précoce.

Pour la cefquinome, les posologies suivantes ont été testées :
- 10 mg/kg/j, la posologie estimée selon I'approche PK/PD décrite précédemment,
- 5 mg/kg/j, correspond a la moitié de la dose estimée selon I'approche PK/PD,

- 1 mg/kg/j, correspondant a la dose sélectionnée pour le traitement précoce.

3.5.1.3. Groupes traitement précoce

Quatre groupes de dix souris ont été infectées. Vingt-quatre heures apres l'infection,
toutes les souris de chague groupe ont recu une injection sous-cutanée quotidienne pendant
quatre jours d'amoxicilline ou de cefquinome (cefquinome, 0,5 ou 1 mg/kg/jour; amoxicilline,
2,5 ou 5 mg/kg/jour). L'état clinique des animaux a été évalué deux fois par jour pendant sept
jours.

Pour I'amoxicilline, les posologies suivantes ont été testées :
- 5 mg/kglj, la posologie ajustée a une charge bactérienne faible, selon I'approche

décrite préecédemment,
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- 2.5 mg/kg/j, correspond a la moitié de la dose ajustée a une charge bactérienne
faible.
Pour la cefquinome, les posologies suivantes ont été testées :
- 1 mg/kglj, la posologie ajustée a une charge bactérienne faible, selon I'approche
décrite préecédemment,
- 0.5 mg/kg/j, correspond a la moitié de la dose ajustée a une charge bactérienne

faible.

3.5.1.4. Evaluation de la charge bactérienne pulmonaire

Pour tous les groupes, les souris vivantes au 7°™ jour aprés l'infection ou aprés le
début du traitement, ont été euthanasiées par une injection par voie intrapéritonéale de
pentobarbital sodique (Dolethal ND, Vétoquinol, France) et de la charge bactérienne

pulmonaire a été déterminée comme dans la section 3.5.2..

3.5.2. Résultats

Les résultats cliniques et bactériologiques obtenus dans les différents groupes sont
présentés dans les

Figure 19 etFigure 20.

3.5.2.1. Groupe témoin

Pour le groupe témoin, 60% (12/20) des souris sont tombées malades et tous ces
animaux sont morts durant les sept jours apres l'infection (Figure 19). Parmi les 40% de
souris asymptématiques (8/20), vingt-cinqg pour cent (5/20) hébergeaient P.multocida dans
leurs poumons 7 jours aprés linfection avec une charge moyenne de 4.73+1.12
LogUFC/poumon, et quinze pour cent (3/20) ne présentaient aucune bactérie détectable

dans leurs poumons symptdmes cliniques 7 jours apres l'infection.
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3.5.2.2. Groupes traitement classique

Pour chacun des six groupes, 60 a 70% des souris infectées ont présenté des
symptomes cliniques durant les 7 jours aprés linfection. Ces animaux ont été traités au
moment de la détection de ces symptémes.

Pour I'amoxicilline, 100% et 85,7% des souris traitées respectivement avec les doses
de 50 et 25 mg/kg/jour ont été cliniguement guéries 7 jours apres l'infection (Figure 19 B),
alors que toutes les souris malades traitées avec la dose de 5 mg/kg/jour sont mortes.

La guérison microbiologique (absence de bactéries pulmonaires) a été observée au
7°™ jour post-infection chez 66.6% et 57.1% des souris traitées respectivement avec les
doses de 50 et 25 mg/kg/jour (Figure 19 B). Les souris ne présentant pas de guérison
microbiologique au 7°™ jour post-infection avaient une charge bactérienne de 3.71+0.41
LogUFC/poumon (n=2) et de 4.11+2.73 LogUFC/poumon (n=4) respectivement pour les
doses de 50 et 25 mg/kg/jour. Pour le groupe 5 mg/kg/jour, les souris mortes présentaient
une charge bactérienne pulmonaire moyenne de 8.21+1.56 LogUFC/poumon (n=4).

Pour la cefquinome, 100% et 83,3% des souris traitées respectivement avec les
doses de 10 et 5 mg/kg/jour ont été cliniquement guéries 7 jours aprés l'infection (Figure 19
B), alors que toutes les souris malades traitées avec la dose de 1 mg/kg/jour sont mortes.

La guérison microbiologique (absence de bactéries pulmonaires) a été observée au
7°™ jour post-infection chez 83,3% et 50% des souris traitées respectivement avec les doses
de 10 et 5 mg/kg/jour (Figure 19 B). Les souris ne présentant pas de guérison
microbiologique au 7°™ jour post-infection avaient une charge bactérienne de 3,42
LogUFC/poumon (n=1) et de 4.46+1.75 LogUFC/poumon (n=4) respectivement pour les
doses de 10 et 5 mg/kg/jour. Pour le groupe 1 mg/kg/jour, les souris mortes présentaient

une charge bactérienne pulmonaire moyenne de 8.46+2.03 LogUFC/poumon (n=3).

3.5.2.3. Groupes traitement précoce

Aucune souris infectée ne présentai de symptome clinique au moment du traitement
(24h post-infections).

Pour les groupes amoxicilline, 100% et 80% des souris traitées n'ont développé
aucun symptéme clinique pendant les six jours suivant le début du traitement, apres avoir
recu respectivement des doses de 5 ou 2.5 mg/kg/jour (Figure 19 A). Au 7°™ jour post-
infection, aucune bactérie n'a été détectée dans les poumons de 90% (n = 9) et de 55,5% (n
= 6) des souris traitées respectivement avec des doses d’amoxicilline de 5 et 2.5 mg/kg/jour
(Figure 19 A). Les souris ne présentant pas de guérison microbiologique au 7°™ jour post-
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infection avaient une charge bactérienne pulmonaire moyenne de 2.56 LogUFC/poumon
(n=1) et de 3.78+2.20 LogUFC/poumon (n=4) respectivement pour les doses de 5 et 2.5
mg/kg/jour.

Pour les groupes cefquinome, 100% et 90% des souris traitées n'ont développé
aucun symptéme clinique pendant les six jours suivant le début du traitement, aprés avoir
recu respectivement des doses de 1 ou 0.5 mg/kg/jour (Figure 19 A). Au 7°™ jour post-
infection, les bactéries pathogenes ont été éliminées chez 100% des souris traitées avec la
dose de 1 mg/kg/jour de cefquinome. Pour la dose de 0.5 mg/kg/jour, 60% des souris
présentaient une guérison bactériologique au 7°™ jour post-infection (Figure 19 A). Les
souris ne présentant pas de guérison microbiologique au 7°™ jour post-infection avaient une

charge bactérienne pulmonaire moyenne de 3.92+2.51 logUFC/poumon, n=4).
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Figure 19 : Efficacités cliniques pour les différents groupes de traitement.
(* Toutes les souris sont mortes dans les 7 jours)
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Figure 20 : Guérison bactériologique pour les différents groupes de traitement.
(* Toutes les souris sont mortes dans les 7 jours).

3.5.3. Conclusion

Lorsque des doses d’amoxicilline et de cefquinome adaptées a une charge bactérienne
faible ont été administrées a un stade précoce d’une infection pulmonaire, les résultats — que
ce soit en termes de guérison clinique ou bactériologique — ont été identiques voire
supérieurs aux résultats obtenus avec des doses adaptées a une charge bactérienne plus

forte et administrées a un stade plus tardif (stade clinique) de I'infection pulmonaire.
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3.6. Discussion

Dans cette étude, nous avons confirmé I'hypothése selon laquelle un traitement

antibiotique initié au cours des phases précoces de linfection nécessite des doses
d’antibiotiques bien inférieures a celles requises dans le cadre curatif classique.
Un ensemble de travaux in vitro et in vivo ont montré que, pour un certain nombre
d’'antibiotiques, la susceptibilité des agents pathogénes est dépendante de la taille de
l'inoculum bactérien (Udekwu, Parrish et al. 2009), ou que les antibiotiques sont beaucoup
plus puissants lorsqu’ils ciblent des charges pathogenes faibles par rapport a des charges
pathogénes élevées (Jumbe, Louie et al. 2003; Mizunaga, Kamiyama et al. 2005; Ferran,
Kesteman et al. 2009; Kesteman, Ferran et al. 2009; Kesteman, Perrin-Guyomard et al.
2010). Un des mécanismes pouvant expliquer cet effet pourrait étre une augmentation de
I'nétérogéneité geneétique et phénotypique de la population bactérienne, conduisant au sein
des gros inocula bactériens a la présence de sous-populations porteuses de mutations
conférant une résistance génétique aux antibiotiques et/ou a l'activation des mécanismes de
persistance/tolérance aux antibiotiques au sein de la population (Balaban, Merrin et al. 2004;
Lewis 2010; Luidalepp, Joers et al. 2011).

Le caractére générigue de l'impact de la taille des inocula sur l'activité des

antibiotiques que nous avons observés avec Pasteurella multocida est souligné par des
résultats similaires obtenus avec d'autres especes bactériennes Gram-négatives telles que
Escherichia coli (Ferran, Kesteman et al. 2009), Klebsiella pneumonia (Kesteman, Ferran et
al. 2009; Kesteman, Perrin-Guyomard et al. 2010) ou Pseudomonas aeruginosa (Jumbe,
Louie et al. 2003; Mizunaga, Kamiyama et al. 2005).
Les conséquences de ce phénomene sur l'efficacité des antibiotiques selon la chronologie
de déclenchement du traitement antibiotique (stades plus précoce ou plus tardif de
l'infection), n'avaient été explorées jusqu’a présent que pour la classe des fluoroquinolones
(Ferran, Toutain et al. 2011).

Presque toutes les études in vivo explorant l'influence de la taille des inocula
bactériens sur l'efficacité des antibiotiques ont été réalisées en inoculant directement des
charges bactériennes de taille initiale basse ou élevée, et en traitant les animaux a des
temps post-infection fixés. L'étude de Ferran et al. (Ferran, Toutain et al. 2011) a été, a notre
connaissance, la premiére, aprés les travaux historiques de Harry Eagle, (Eagle, Magnuson
et al. 1947; Eagle 1949) a utiliser un modéle dans lequel un inoculum de faible taille était
inoculé aux animaux et ou les traitements antibiotiques ont été initiés a différents stades du
développement naturel de linfection. Nous avons utilisé la méme stratégie, avec des
modifications visant a rapprocher le modéle expérimental de conditions « naturelles »

d’infection. Tout d'abord, le mode de contamination choisi (inhalation d’'un aérosol bactérien)
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est plus proche de la contamination naturelle que les modéles classiques, qui utilisent
souvent des administrations intra-trachéales (Griffith and Dudley 2007). Cette technique trés
reproductible a permis l'obtention d'un inoculum pulmonaire initial d'environ 10°
UFC/poumon, mais également d'un temps de développement de linfection pulmonaire
beaucoup plus lent. Dans ces conditions, nous avons pu mettre au point un protocole ou le
traitement des animaux malades a été initié des les premiers signes cliniques plutot qu'a un
temps fixe post-infection. En contrepartie, ce protocole d'infection beaucoup moins séveére ne
provoque que 60% de développement d’infection chez les animaux. Ce phénomene reflete la
variabilité naturelle du développement d'une infection chez des animaux immunocompétents,
ce qui confére a ce modeéle des similitudes avec les épisodes infectieux qui se développent
dans les élevages. D'aprés des observations effectuées deux fois par jour, nous avons
établi que les signes cliniques de l'infection ont été détectés entre 48-96 h apreés l'infection.
Pendant cette période, les charges bactériennes moyennes dans les poumons étaient
environ six cents fois plus élevées que celles mesurées a 24h post-infection (Figure 20). Afin
de déterminer les schémas posologiques pour les traitements antibiotiques classiques sur
une base rationnelle, des études pharmacocinétiques ont été effectuées pour calculer les
doses nécessaires pour atteindre une valeur de T. cw de 50% de lintervalle de dosage
(Craig 1998; Toutain, del Castillo et al. 2002; Andremont 2003; Craig 2003; Canton and
Morosini 2011; Muller, Punt et al. 2013). L'hypothése d'une relation dose-proportionnalité
requise pour les calculs avait déja été démontrée pour I'amoxicilline chez les animaux

malades (Godoy, Castells et al. 2011).

Les doses déterminées de cette maniere pour le traitement des animaux malades ont
permis de confirmer que le T cw était un indice PK/PD prédictif pour déterminer I'efficacité
des béta-lactamines. En effet, réduire de moitié les doses efficaces prédites, a réduit a la
fois le T cw et I'efficacité microbiologique et clinique des traitements (Figure 20). Cependant,
dans notre détermination des doses pour les traitements antibiotiques de type classique,
nous n'avons pas pris en compte limpact de la maladie sur la pharmacocinétique des
antibiotiques.En effet, il a été démontré pour I'amoxicilline et la cefipime (céphalosporine de
4°™ génération comme la cefquinome) (Pawar and Sharma 2008; Godoy, Castells et al.
2011), qu'une infection ou un syndrome inflammatoire pouvaient entrainer une surexposition
plasmatique a l'antibiotique par rapport aux animaux sains. Cela signifie que les doses que
nous avons calculé a partir des souris qui ont été infectées mais qui ne présentaient aucun
signe clinique étaient susceptibles de produire des valeurs plus élevées de T. cu chez les

souris présentant des signes cliniques.
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Lorsque les traitements de type précoces ont été testés, d'excellents résultats ont été
obtenus que ce soit pour les guérisons cliniques et bactériologiques en dépit du fait que les
T.cw pour ces schémas posologiques étaient beaucoup plus faibles que 50% du temps de
l'intervalle de dosage. Ces données ainsi que d'autres études (Mizunaga, Kamiyama et al.
2005; Udekwu, Parrish et al. 2009) montrent que la taille de la charge bactérienne ciblée par
les antibiotiques devrait étre prise en compte dans I'établissement des valeurs seuils des
indices PK/PD.

Des études récentes ont mis en évidence le rble joué dans les infections bactériennes par
I'interaction entre la charge microbienne et le systéme immunitaire, en particulier le role de
clairance bactérienne des granulocytes. En effet, Drusano et al. (Drusano, Fregeau et al.
2010; Drusano, Vanscoy et al. 2011) ont montré, chez un modéle infectieux murin, que la
destruction des bactéries pathogénes par les granulocytes était un phénoméne saturable,
avec des tailles d'inoculum pathogéne de demi-saturation comprises entre 6.03 et 6.08
LogUFC/g (de poids vif). Ceci est trés intéressant car nous avons observé que les charges
bactériennes associées a la présence ou l'absence de symptdmes cliniqgues chez nos souris
infectées étaient respectivement plus élevées que 6.57 LogUFC/poumon ou inférieures a
6.43 LogUFC/poumon (Figure 20).

Enfin, le besoin de doses d'antibiotiques plus élevées pour les animaux présentant
des signes cliniques d’infection pourrait s'expliquer en partie par la nécessité, face a une
charge bactérienne importante, de produire un effet bactéricide d'amplitude supérieure pour
pouvoir baisser le nombre de colonies en dessous des valeurs de saturation des
granulocytes, et restaurer les capacités du systéme immunitaire a exercer pleinement son
réle dans la guérison de l'infection (Drusano, Fregeau et al. 2010; Drusano, Vanscoy et al.
2011).
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3.7. Manuscrit 2
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CHAPITRE 4 - ETUDE EXPERIMENTALE

4. Impact d'une dose de cefquinome adaptée au
traitement précoce d'un petit inoculum sur la
guérison de Il'infection et sur [|’émergence de
résistances au sein de la flore fécale

Cette partie du travail de thése a donné lieu a un article intitulé : « Low or High Doses
of Cefquinome Targeting Low or High Bacterial Inocula Cure Klebsiella pneumoniae Lung
Infections but Differentially Impact the Levels of Antibiotic Resistance in Fecal Flora » publié

dans la revue Antimicrobial Agents and Chemotherapy (voir paragraphe 4.7).

L'ensemble des travaux décrits dans ce chapitre a été réalisé a I'Anses, au sein du

Laboratoire de Fougeéres.

4.1. Introduction
Nous avons montré précédemment qu'une dose de cefquinome adaptée a une

charge bactérienne faible, et administrée a un stade précoce d’'une infection pulmonaire,
permettait d’obtenir des taux de guérison clinique et bactériologique au moins équivalents a
ceux obtenus avec une dose plus élevée, nécessaire au traitement de l'infection a un stade
plus tardif, caractérisé par des manifestations cliniques.

Par ailleurs, il est établi que la pression de sélection exercée par les antibiotiques est
un facteur déterminant du développement des résistances bactériennes au sein du
microbiote intestinal. La question se pose donc de savoir si la pression sélection exercée sur
la flore digestive par une posologie adaptée a un traitement précoce est susceptible de
provoquer ou pas I'’émergence de résistances.

Dans cette étude, nous avons utilisé un modéle de rat axénique dont le tube digestif a
été colonisé par une flore fécale de porc contenant une souche d’E.coli porteuse d’'un géne
ctx-m présente en sous-dominance. Les rats gnotoxéniques obtenus ont ensuite été infectés
afin de provoquer une infection pulmonaire a Klebsiella pneumoniae, avec des inocula de
petite taille et de grande taille. Les posologies de cefquinome adaptées a la taille de
l'inoculum et précédemment validées chez les souris infectées par P. multocida ont été
administrées et nous avons évalué conjointement sur les mémes animaux leur efficacité
clinique et leur impact sur I'émergence d'entérobactéries résistantes au sein de la flore

digestive.
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4.2. Etude de la sensibilité aux antibiotiqgues des bactéries
utilisées
4.2.1. Problématique et objectifs

Le but de cette section est de déterminer la sensibilité aux céphalosporines de la
souche de Klebsiella pneumoniae utilisée comme pathogene pulmonaire et de la souche
d’Escherichia coli (porteuse d’'un géne ctx-m) utilisée comme marqueur de résistance au sein

du microbiote intestinal.

4.2.2. Matériels et méthodes

4.2.2.1. Souches bactériennes utilisées

La souche Klebsiella pneumoniae ATCC 43816 a été choisie comme pathogéne
pulmonaire. La souche Escherichia coli 09F000898, isolée en 2008 a partir de féces de porc,
a été choisie pour étre inoculée dans le tube digestif de nos animaux. Cette souche possede
un plasmide codant pour une béta-lactamase CTX-M du groupe 1, appartenant au
phylogroupe A et présentant un phénotype BLSE.

4.2.2.2. Antibiotiques utilisés

De la poudre de cefquinome sulfate (Fluka Analytical, France) et de la poudre de

cefotaxime sodique (Fluka Analytical, France) ont été utlisées.

4.2.2.3. Détermination de la CMI
Les CMI de la cefquinome pour K. pneumoniae ATCC 43816 et du cefotaxime pour
Escherichia coli 09F000898 ont été déterminées en triplicate par microdilution en milieu

liquide conformément aux méthodes de référence du CLSI (2009).

4.2.3. Résultats
La CMI de la cefquinome pour K. pneumoniae ATCC43816 a été de 0.125 pg/mL et

la CMI du cefotaxime pour E.coli 09F000898 a été supérieure a 2 pg/mL, confirmant que

cette souche est bien résistante au cefotaxime.
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4.3. Pharmacocinétique de la cefquinome chez le rat et
détermination des schémas posologiques

4.3.1. Problématique et objectifs
Nous avons réalisé une étude de la pharmacocinétique de la cefquinome chez le rat

afin de déterminer la dose de cefquinome efficace dans un cadre de traitement classique,
c’est-a-dire initiée apres observation des symptdomes cliniques de la maladie infectieuse.
Comme précédemment, nous nous sommes appuyés sur I'approche PK/PD, qui
indique que les doses des béta-lactamines doivent étre capables de produire des valeurs de
l'indice T-cm supérieures a 50% de l'intervalle de dosage pour garantir une efficacité clinique
et bactériologique.
Cette approche nécessitait donc de disposer de données sur la pharmacocinétique

de la cefquinome chez le rat.

4.3.2. Matériels et méthodes
4.3.2.1. Animaux utilisés
Des rats males OFA (Janvier, Saint Berthevin, France) ont été utilisés. Toutes nos
procédures ont regu l'approbation du comité d'éthique francais (numeéro d'autorisation:
13/11/12-2) et ont été exécutées conformément aux normes établies pour I'expérimentation

animale par le Ministére de I'Agriculture Francais (numéro d'agrément C35 137 26).

4.3.2.2. Réalisation de la cinétique

Six rats males OFA pesant entre 250 et 300 g (Janvier, Saint Berthevin, France) ont
été cathétérisés au niveau de la veine fémorale. Deux jours apres l'opération, les rats ont
recu une dose unique de 10 mg/kg de cefquinome (Cobactan © 2,5%, 25mg/ml, Intervet,
France) par voie sous-cutanée et au niveau du dos.

Des échantillons de sang (250 L) ont été prélevés a 0.08, 0.5, 1, 2, 4, 8 et 12 h
aprés l'administration. Aprés chaque ponction de sang, un volume de sérum physiologique
équivalent au volume de sang collecté a été injecté aux animaux. Les animaux ont été
euthanasiés aprés la derniére prise de sang par une injection intrapéritonéale de
pentobarbital sodique (DolethalND, Vétoquinol, France). Les échantillons de sang ont été
centrifugés a 7000g pendant 10 min a 4°C et le plasma a été conservé a -80°C jusqu'au

dosage. Les dosages de cefquinome ont été réalisés comme décrit dans la section 3.
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4.3.2.3. Analyse des données

L'analyse des données a été réalisée par une approche de type populationnelle
(modéle non-linéaire a effets mixtes). Un modéle monocompartimental avec administration
extravasculaire a été utilisé pour décrire I'’évolution des concentrations de cefquinome en
fonction du temps et un modéle d'erreur constante a été utilisé pour estimer la variabilité.
L'ajustement des données a été effectué en utilisant le logiciel Monolix ® 4.1.4 (Lixoft ®,

Orsay, France).

4.3.3. Résultats

Les profils de concentration plasmatique de cefquinome consécutivement a une
injection unique de 10 mg/kg par voie sous-cutanée chez le rat sont présentés dans la Figure
21 et les parameétres pharmacocinétique sont présentés dans le Tableau 13. L'AUCp.,| a été

de 10.9 mg*h/mL et le temps de demi-vie d’élimination a été estimé a 0.68 h.
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Figure 21 : Concentrations plasmatiques de cefquinome en fonction du temps chez les rats.
Les concentrations observées (o) et la moyenne prédite (-) sont ici représentées.
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Tableau 13 : Parameétres pharmacocinétiques de population de la cefquinome chez le rat aprés une
injection par voie sous-cutanée.

Parametres valeurs populationnelles Variabilité interindividuelle (%)
Dose (mg/kg) 10 -

Ka (1/hr) 5.53 115

V/F(mL/kg) 900 49.6

CL/F (mL/hr/kg) 912 26.8

AUC0.«] (Lg*hr/mL) 10.9 -

T12eim (hr) 0.68 -

Ka est la constant d’absorption

V/F est le volume de distribution apparent

CL/F est la clairance d’élimination plasmatique apparente

AUC (Aire sous la courbe des concentrations plasmatiques; Dose/CL/F).
T1/2elim €St la demi-vie d’élimination terminale (In2*V/F/CL/F).

En supposant une relation de dose-proportionnalité pour cet antibiotique, nous avons
simulé différents profils de concentration plasmatique de cefquinome pour pouvoir
déterminer les doses a appliquer pour le traitement classique, pour lesquelles le T.cw doit
atteindre la valeur cible de 50% de l'intervalle de dosage (T-cui=50%). Nous avons ainsi
estimé que le schéma posologique de cefquinome dans le cadre du traitement classique
devait étre de 50 mg/kg,

En supposant une relation de dose-proportionnalité pour la cefquinome, nous avons
simulé les profils de concentrations correspondant a différentes doses de cefquinome afin
d’estimer la posologie pour laguelle le T.cy atteignait la valeur cible de 50% de l'intervalle de

dosage (T-cm = 50%). Cette posologie est de 50 mg/kg deux fois par jour (Tableau 14).

Tableau 14 : Valeurs des indices PK/PD pour différentes doses de
cefquinome chez le rat.

Parameétres PK/PD dose (mg/kg)

dose (mg/kg) 50 5
Tsmic (h) 6 3.9
Tsmic (% de l'intervalle de dosage) 50 325

T-mic est le temps ou les concentrations plasmatiques d’antibiotique sont supérieures a la
CMI pour une dose déterminée.
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4.3.4. Conclusion

En conclusion, nous avons pu déterminer grace a notre étude pharmacocinétique le
schéma posologique a appliquer chez nos animaux dans le cadre du traitement antibiotique
classique. En ce qui concerne le traitement antibiotique de type précoce, nous nous sommes
appuyés sur les résultats in vitro obtenus dans la section 3 et nous avons ainsi également
appliqgué un facteur de réduction des doses par 10 dans le cadre du traitement de type
précoce. Les animaux recevant le traitement précoce ont ainsi recu une dose de 5 mg/kg

deux fois par jour.
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4.4. Evaluation de I'efficacité des différents types de
traitement antibiotiques sur la guérison des animaux

4.4.1. Problématique et objectifs

Nous avons voulu déterminer l'efficacité des différents schémas posologiques que
nous avons déterminé dans la section 4.3 sur la guérison clinique et microbiologique des

animaux

4.4.2. Matériels et méthodes
4.4.2.1. Animaux utilisés

Des rats males OFA axéniques pesant de 100 a 150 g (Charles River, L'arbresle,
France) ont été utilisés. Les animaux ont été hébergés individuellement dans différents
isolateurs stériles, avec un cycle jour/nuit de 12h/12h. Les rats ont été nourris ad libitum avec
de l'aliment complet irradié (R03-40; UAR, Villemoisson, France) et ont été hydratés avec de
l'eau distillée stérilisée. Toutes nos procédures ont recu l'approbation du comité d'éthique
francais (numéro d'autorisation: 13/11/12-2) et ont été exécutées conformément aux normes
établies pour I'expérimentation animale par le Ministere de I'Agriculture Frangais (numéro
d'agrément C35 137 26).

4.4.2.2. Vérification de I'état axénigue des animaux

Des féces ont été prélevées chez les animaux dés leur arrivée en provenance du
fournisseur et un jour avant I'implantation de la flore (8 jours aprés leur arrivée). Les feces
ont ensuite été diluées au dixieme dans du bouillon tryptone-sel et ont été homogénéisées.
Le statut axénique a été vérifié sous atmosphére anaérobie en étalant 'homogénat sur des
géloses Columbia supplémentées avec du sang de mouton et en l'incubant dans du bouillon
Thioglycolate avec Résazurine. Il a également été déterminé sous atmosphére aérobie en
étalant les homogénats sur des géloses cceur-cerveau (BHI) supplémentées avec du sang
de mouton et également en diluant les homogénats dans du bouillon Thioglycolate avec
Resazurine et dans des géloses foie-viande. Les souches E. faecium ATCC 19434 (témoin
anaérobie) et E. coli ATCC 25922 (témoin aérobie) ont été utilisées comme contréles.
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4.4.2.3. Implantation de la flore digestive:

Les feces d'un porc EOPS (Exempt d’Organismes Pathogénes Spécifiques, Anses,
Laboratoire de Ploufragan) ont été utilisées pour ces expériences. Deux grammes de
matiéres fécales et 1 mL d'une suspension contenant 5*10° UFC/mL d’E.coli 09F000898 ont
été dilués dans 17 ml de bouillon Thioglycolate avec Resazurine. La suspension a été
homogénéisée et un millilitre a été inoculé par voie intragastrique aux rats axéniques. Les
animaux ont ensuite été laissés au repos pendant trois semaines afin de stabiliser leur flore
digestive. De plus, un gramme de féces a été dilué dans 5 mL de bouillon tryptone-sel et 1
mL de cette solution a été dilué au 10°™ de maniére successive et ces dilutions ont été
étalées sur des géloses Mac Conkey supplémentées avec 2 ug/mL de céfotaxime (CTX) afin
de vérifier I'absence d’entérobactéries résistantes au céfotaxime dans les féces du porc

donneur. La limite de quantification des bactéries a été de 10 UFC/g de féces.

4.4.2.4. Infection des animaux

L’infection pulmonaire a été réalisée selon un protocole classique décrit dans la
littérature (Bakker-Woudenberg, de Jong-Hoenderop et al. 1979; Kesteman, Ferran et al.
2009; Kesteman, Perrin-Guyomard et al. 2010). Les rats ont été anesthésiés avec un
mélange kétamine/médétomidine (Imalgene 1000 [Merial SAS, Villeurbanne, France] et
Domitor [Pfizer, Paris, France]). Un sondage intra-trachéal a été réalisé et une suspension
saline de 0.05 mL contenant 0, 2*10° ou 2*10'° UFC/mL de K. pneumoniae ATCC 43816 a

été inoculée dans les poumons des animaux.

4.4.2.5. .Antibiotique utilisé

De la cefquinome sulfate (Cobactan © 2,5%, 25mg/ml, Intervet, France) a été utilisé
pour ces expérimentations. Pour le groupe de traitement précoce, le Cobactan © a été dilué
dans de I'huile de mais (Sigma, France) afin d’obtenir un volume d’injection suffisant (= 100
pL/rat).
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4.4.2.6. Traitement antibiotique

4.4.2.6.1. Groupe contréle flore digestive

Les 3 rats de ce groupe ont regu par voie intra-trachéale une solution saline ne
contenant aucune K. pneumoniae. lls ont ensuite recu deux fois par jour pendant 4 jours,
une injection par voie sous-cutanée de sérum physiologique d’'un volume correspondant a

une injection d’une dose de 50 mg/kg de cefquinome.

4.4.2.6.2. Groupe infecté avec un fort inoculum

Les 8 rats de ce groupe ont été infectés avec un inoculum 10° UFC de K.
pneumoniae. Apres l'infection, I'état clinique de chaque animal a été évalué tous les jours,
matin et soir.

Quatre animaux n’ont pas été traités et les quatre autres rats ont une dose de
cefquinome de 50 mg/kg deux fois par jour pendant quatre jours. Le traitement était initié
lorsqu’'un animal exprimait des signes cliniques d'infection (toux, yeux fermés fixés,
immobilité, dos rond, poils piqués). Les administrations ont été réalisées par voie sous-

cutanée au niveau du dos.

4.4.2.6.3. Groupe infecté avec un faible inoculum

Les 8 rats de ce groupe ont été infectés ave un inoculum de 10° UFC de K.
pneumoniae. Apres l'infection, I'état clinique de chaque animal a été évalué tous les jours,
matin et soir.

Quatre animaux n’ont pas été traités et les quatre autres rats ont une dose de
cefquinome de 5 mg/kg deux fois par jour pendant quatre jours. Le traitement a été initié 24
heures apres l'inoculation intra-trachéale. Les administrations ont été réalisées par voie

sous-cutanée au niveau du dos.

4.4.2.6.4. Détermination de la charge bactérienne pulmonaire

Trois semaines apres le début des traitements antibiotiques, les rats ont été
euthanasiés par une injection intrapéritonéale de pentobarbital sodique (DolethalND,

Vétoquinol, France). Les poumons des animaux ont ensuite été prélevés de maniéere
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aseptique et homogénéisées dans 10 mL de NaCl a 0.9%. Les homogénats ont été
centrifugés a 3000g pendant 10 minutes et les culots ont été remis en suspension dans 2.5
ml de NaCl a 0.9%. Les suspensions ont été ensuite soumises a des dilutions sériées au
10°™. Dix microlitres de chaque dilution ont ensuite été étalés en triplicate sur des géloses
MH. Les colonies ont été comptées apres 24 h d'incubation a 37 ° C. La limite de détection a
été de 100 UFC/poumon et les animaux qui ne présentaient aucune bactérie détectable ont

été considérés comme microbiologiquement guéris.

4.4.3. Résultats
4.4.3.1. Groupe contrble flore digestive

Les 3 rats nont présenté aucun signe clinique d'infection durant toute
I'expérimentation. De plus, tous les rats de ce groupe n'ont présenté aucune bactérie

dans leurs poumons.

4.4.3.2. Groupe infecté avec un fort inoculum
Les 8 rats du groupe ont présenté des signes cliniques d’infection entre 12 et 48
heures apres l'initiation de 'infection.

Les 4 rats non traités sont morts entre 24 et 72 heures post-infection.

Les 4 rats traités ont présenté une guérison clinique. Trois semaines apres le début

du traitement antibiotique, aucun rat ne présentait de bactéries dans ses poumons.

4.4.3.3. Groupe infecté avec un faible inoculum
Les 4 rats non traités ont présenté des signes cliniques d’infection entre 48 et 72
heures apres l'initiation de l'infection. lls sont tous morts entre 72 et 120 heures post-

infection.

Les 4 rats traités (24h post-infection) n'ont présenté aucun signe clinique, que ce soit
avant ou apres le traitement antibiotique. Trois semaines aprés le début du traitement

antibiotique, aucun rat ne présentait de bactéries dans ses poumons.
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4.4.4. Conclusion
Les deux schémas posologique de cefquinome testés, adaptés a des tailles d’inocula

bactériens de petite et de grande taille, se sont donc avérés efficaces pour traiter les

animaux infectés.
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4.5. Impact des différents types de traitement antibiotique
sur la flore digestive des animaux

4.5.1. Problématique et objectifs

Le but de cette section est de déterminer I'impact des traitements antibiotique de type
précoce et classique sur I'émergence de bactéries résistantes au sein de la population

d’entérobactéries des animaux traités.

4.5.2. Matériels et méthodes

Les féces ont été prélevées chez les animaux des groupes faible inoculum, fort
inoculum et contrdle flore digestive aux jours -2, -1, 0, 1, 2, 3, 4, 5, 9, 12, 16, 19 et 23 apres
I'initiation du traitement antibiotique. Des échantillons de féces de 0.2 a 0.3 g ont été
homogénéisés dans 1 mL de sérum physiologique. Des dilutions sériées au 10°™ ont été
réalisées a partir des homogénats. Cent microlitres de chacune de ces dilutions ont été
ensuite étalés en duplicate sur des géloses MacConkey et sur des géloses Mac Conkey
supplémentées avec 2 pg/mL de céfotaxime. Les colonies ont été comptées aprés 24 h
d'incubation a 37 ° C. La limite de détection a été de 100 UFC/g de féces.

4.5.3. Résultats

L'impact des différentes modalités de traitement a la cefquinome sur la flore des
entérobactéries est présenté dans la Figure 22. Les trois groupes (groupe faible inoculum,
groupe fort inoculum et groupe contrdle flore digestive) n'‘ont pas présenté de variation
significative du nombre d’entérobactéries totales que ce soit avant, pendant et apres la fin du
traitement. Les numérations sont restées stables autour de 10® UFC/mL (Figure 22 A). Pour
les entérobactéries résistantes au céfotaxime (CTX-R), les trois groupes de traitement
présentaient un nombre de bactéries autour de 10* UFC/mL entre 2 jours avant et 1 jour
aprés la premiére injection de cefquinome. Pour le groupe fort inoculum traité avec une dose
de 50 mg/kg/12h, le nombre d’entérobactéries CTX-R est passé de 10* UFC/mL & 10°
geme

UFC/mL entre le 1* jour et le jour aprés la premiére injection de cefquinome. Ce

nombre est resté stable autour de 10° UFC/mL entre le 4°™ et le 16°™ jour puis il a

lentement diminué jusqu'au 23°™ jour aprés [l'initiation du traitement. Pour le groupe faible

inoculum traité avec une dose de 5 mg/kg/12h, ainsi que pour le groupe contrble, le nombre

d’entérobactéries CTX-R est resté stable autour de 10* UFC/mL entre le 1* et le 23°*™ jour

suivant I'initiation du traitement (Figure 22 B).
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Figure 22 : Impact des différentes modalités de traitement & la cefquinome sur les
Enteriobacteriaceae fécales de rats.

(A) Enterobacteriaceae totales, (B) Enteriobacteriaceae résistantes au céfotaxime. Les fléches
indiquent les jours d’administration de la cefquinome. Les courbes indiquent les moyennes
obtenues pour chaque groupe de traitement et les barres d’erreurs indiquent les écart-types

La

Figure 23 présente I'évolution de la proportion des entérobactéries CTX-R dans les 3

groupes.
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Cette proportion était d'environ 10™ entre le 2°™ jour avant et le 1° jour aprés la premiére

injection de cefquinome. Pour le groupe fort inoculum traité avec une dose de 50 mg/kg/12h,
la proportion moyenne d’entérobactéries CTX-R est passée de 10" a1 entre le 1* jour et le
4°™ jour aprés la premiére injection de cefquinome et est resté stable autour de 1 entre le

4°™® et le 16°™° jour puis a lentement diminué jusqu’au 23°™° jour aprés linitiation du

traitement. Pour les deux autres groupes, la proportion moyenne d’entérobactéries CTX-R
est restée stable autour de 10 entre le 1% et le 23°™ jour aprés la premiére injection de
cefquinome (

Figure 23).
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Figure 23 : Impact des différentes modalités de traitement a la cefquinome sur I'émergence
des Enteriobacteriaceae fécale céfotaxime résistantes chez le rat.

Les fleches indiquent les jours d’administration de la cefquinome. Les courbes indiquent les
moyennes obtenues pour chaque groupe de traitement et les barres d’erreurs indiquent les écart-
types.

45.4. Conclusion

En conclusion, nous avons observé que le traitement a la dose de 50 mg/kg/12h était
associé avec une amplification massive des entérobactéries CTX-R, qui se maintenait
pendant au moins deux semaines post-traitement.

A linverse, le traitement a la dose de 5 mg/kg/12h n’a pas provoqué d’amplification
des entérobactéries CTX-R, ont été maintenues a un taux identique a celui mesuré avant
traitement ou chez les animaux controles.
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4.6. Discussion

Dans cette étude, nous avons observé qu'une dose de cefquinome adaptée au
traitement d’'une charge bactérienne faible était capable de combiner la guérison clinique
d’une infection pulmonaire avec une absence d’amplification de résistances bactériennes au
niveau de la flore digestive des animaux traités. A l'inverse, la dose requise pour guérir une
infection caractérisée par une charge bactérienne importante a provoqué une amplification
massive et durable d’entérobactéries CTX-R.

Afin d’étudier simultanément I'impact d’une antibiothérapie sur une flore pathogéne et
sur la flore commensale intestinale, nous avons développé un modéle d’infection pulmonaire
chez des rats gnotoxéniques, hébergeant une flore digestive contrblée.

Le modéle d’infection pulmonaire avec Klebsiella pneumoniae avait déja été utilisé
précédemment (McColm, Shelley et al. 1986; Roosendaal, Bakker-Woudenberg et al. 1986;
Kesteman, Ferran et al. 2009; Kesteman, Perrin-Guyomard et al. 2010). Il a été mis en place
chez des rats axéniques, qui ont recu une flore digestive ne possédant qu’une seule souche
bactérienne résistante aux antibiotiques, et ce grace a I'utilisation d’une flore fécale de porc
EOPS complémentée d'une souche d’E.coli possédant un géne de résistance de type CTX-
M, c'est-a-dire codant pour une béta-lactamase présentant un phénotype BLSE. Nous avons
choisi la flore fécale de porc en lien avec les application potentielles de nos recherches en
antibiothérapie porcine, mais également parce que la flore digestive de porc est un bon
modéle pour l'extrapolation a I'Homme (Labib, Hummel et al. 2006). Nous avons utilisé une
souche d’E.coli exprimant une CTX-M du groupe 1 parce que cette famille de géne de
résistance de type BLSE est régulierement mise en évidence dans les féces de porcs
charcutiers (Agerso, Aarestrup et al. ; Meunier, Jouy et al. 2006; Liu, Wei et al. 2007). De
plus, les infections bactériennes associées a ce type de BLSE ont récemment pris chez
'’Homme des proportions pandémiques (Canton and Coque 2006; Livermore, Canton et al.
2007).

Cette étude est la premiére, a notre connaissance, a proposer un modeéle intégratif
permettant d'étudier I'impact d’'une céphalosporine a la fois sur la guérison des animaux et

sur I'émergence de bactéries résistantes au sein de la flore intestinale.

Comme pour I'étude du chapitre 3, nous avons intégré des données de
pharmacocinétique de la cefquinome chez le rat avec I'approche PK/PD pour déterminer un
schéma posologique efficace contre une infection cliniquement établie. Nous n’avons pas
testé plusieurs schémas posologiques comme dans le cas du modéle souris, mais les
résultats obtenus confirment que le T.cw est un indice PK/PD prédictif de I'efficacité d’'un

traitement aux béta-lactamines.
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Pour ce qui concerne le modéle gnotoxénoque, nous avons observé qu’une fois la
flore intestinale implantée et stabilisée, la souche E. coli CTX-R est restée en sous
dominance (0,01%) au sein de cette flore. Chez les rats traités avec la dose adaptée a une
charge bactérienne élevée, la population d’entérobactéries CTX-R a été amplifiee de
maniere massive. Il est a noter que I'administration de I'antibiotique a été réalisée par voie
parentérale, confirmant les résultats d'études antérieures réalisées chez le porc avec de
I'ampicilline (Bibbal, Dupouy et al. 2007; Zhang, Huang et al. 2013). Cavaco et al (Cavaco,
Abatih et al. 2008) avaient également observé chez des porcs sains qu'une administration de
cefquinome a la dose recommandée entrainait I'émergence d’entérobactéries endogénes
résistantes au céfotaxime. Le caractére massif et durable (plus de 2 semaines dans notre
modeéle) de l'amplification des souches CTX-R est remarquable si I'on extrapole ce
phénoméne, pour une espéece de rente comme le porc, en termes de quantité cumulée de
souches porteuses de génes de résistance (sur des éléments génétigues mobiles) qui
seraient excrétée dans les litieres, lisiers et I'environnement. Ces résultats soulignent donc
'importance cruciale de la pression de sélection associée a une antibiothérapie qui peut
s’exercer sur le microbiote intestinal et amplifier son rble de réservoir de génes de résistance
aux antibiotiques (Andremont 2003; Phillips, Casewell et al. 2004; Sommer, Dantas et al.
2009; Baquero and Coque 2011; Baquero 2012).

L'information la plus originale de ce travail est la démonstration qu'une
antibiothérapie avec une posologie adaptée a un traitement précoce lorsque la charge
bactérienne est encore faible, peut combiner succés thérapeutique et absence
d’amplification de résistances au sein de la flore intestinale. Les applications potentielles les
plus prometteuses de ce type d’antibiothérapie précoce concernent les animaux d’élevage.
Elles devraient s’appuyer sur I'élaboration d'outils et de méthodologies de détection précoce
des infections bactériennes (Timsit, Assie et al. 2011).
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CHAPITRE 5 - ETUDE EXPERIMENTALE

5. Impact des différentes modalités de traitement
antibiotique sur la flore digestive de porc

5.1. Introduction

Dans la continuité des travaux décrits dans les chapitres 3 et 4, nous avons voulu
déterminer sur une espéce cible, et en présence d'une flore digestive naturelle, si des
posologies de cefquinome correspondant aux deux stratégies de traitement comparées,
produisaient les mémes effets en termes d'émergence de résistance chez les
entérobactéries de la flore fécale.

La posologie recommandée dans le cadre de I'Autorisation de mise sur le marché
(AMM) de la cefquinome chez le porc (2 mg/kg/j) a été choisie comme posologie de
référence.

La posologie associée a la stratégie de traitement a un stade précoce de l'infection,
avec une dose adaptée a une taille d’'inoculum plus faible, a été fixée arbitrairement en
appliquant le critere utilisé et validé dans les modéles de rongeurs, c’est-a-dire en divisant
par 10 la dose AMM (0.2 mg/kg/j).
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5.2. Matériels et Méthodes

5.2.1. Antibiotique et animaux utilisés

De la cefquinome sulfate (Cobactan © 2,5%, 25mg/ml, Intervet, France) a été utilisée
pour nos expérimentations.

Vingt-trois porcelets charcutiers sains agés de sept semaines (IFIP, station
expérimentale de Villefranche de Rouergue) qui n'ont jamais regu de traitement antibiotique
ont été utilisés pour nos expérimentations. Les animaux ont été hébergés séparément dans

des cases individuelles, ont été nourris une fois par jour, et hydratés de maniere ad libitum.

5.2.2. Traitements antibiotiques

Trois groupes d’animaux ont été constitués :

- un groupe contrfle de 6 porcelets qui ont regu une injection intramusculaire
guotidienne de sérum physiologique pendant trois jours,

- un groupe de 9 porcelets qui ont recu une injection intramusculaire quotidienne de
cefquinome a la dose recommandée par 'AMM de 0.2 mg/kg/jour, pendant trois
jours,

- un groupe de 8 porcelets qui ont recu une injection intramusculaire quotidienne de

cefquinome a la dose de 0.2 mg/kg/jour pendant trois jours.

5.2.3. Détermination de la résistance au sein de la flore digestive

Des échantillons de féces ont été prélevés sur chaque animal, soit au niveau de
I'ampoule rectale, soit aprés défécation spontanée, a différents jours avant (J-1, JO) et aprés
(J1, J2, J3, J4, J6, J8, J10, J12, J14, J20) le début du traitement a la cefquinome. Pour
chaque animal et chaque jour de prélévement, 2 grammes de féces ont été homogénéisés
avec 18 mL d'eau peptonée, contenant 30% de glycérol, grace a un Bag-Mixer (Interscience,
Saint-Nom, France). Des dilutions sériées au 10°™ de ces homogénats ont été réalisées
puis 100 pL de chacune de ces dilutions ont été étalés sur des géloses Mac Conkey
contenant 0 ou 2 yg/mL de céfotaxime. Les entérobactéries ayant poussées en présence de
2 pg/mL de céfotaxime ont été qualifiées de résistantes d’aprés les valeurs standards. du
CLSI (CLSI 2011) et de la Société Francaise de Microbiologie (http://www.sfm.asso.fr). Les
boites ont été incubées a 37°C pendant 24 h. La limite de détection a été de 100 UFC/g de
feces. Les comptages d’entérobactéries effectués sur les boites contenant ou non du
céfotaxime ont permis de calculer la proportion d’entérobactéries résistantes pour chaque

animal et pour chaque temps de prélévement.
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5.3. Résultats

L'impact des différentes modalités de traitement a la cefquinome sur la flore des
entérobactéries des porcs est présenté dans les fFigure 24 et Figure 25. Les trois groupes
(contréle, 0.2 mg/kg et 2 mg/kg) n'ont pas présenté de différences significatives du nombre
d’entérobactéries totales, qui est resté stable autour de 10® UFC/g avant, pendant et aprés le
traitement (Figure 24 A).

Pour les entérobactéries résistantes au céfotaxime (CTX-R), les animaux des trois
groupes de traitement présentaient un nombre moyen de bactéries autour de 10° UFC/g
entre le 1* jour avant et le 1*" jour apres le début du traitement.

Pour le groupe du traitement AMM (2 mg/kg/j), le nombre moyen d’entérobactéries
CTX-R a augmenté de 10° UFC/g & 10" UFC/g entre le 1% jour et le 3°™ jour aprés le début
du traitement, est restée stable autour de 10’ UFC/g entre le 4°™ et le 14°™ jour aprés la
premiére injection de cefquinome et a finalement lentement diminué autour de 10° UFC/g
jusqu’au 20°™ jour aprés le début du traitement. Pour le groupe du traitement & 0.2 mg/kg/j
et le groupe contréle, les comptages d’entérobactéries CTX-R sont restés stable autour de

10° UFC/g entre le 1°' et le 20°™ jour aprés le début du traitement (Figure 24).
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Figure 24 : Impact des différentes modalités de traitement a la cefquinome sur les
entérobactéries fécales de porcs.

(A) flore totale, (B) flore céfotaxime-résistante. Les fleches indiquent les jours de traitement
antibiotique. . Les courbes indiquent les moyennes obtenues pour chaque groupe de traitement et
les barres d'erreurs indiquent les écart-types.

La Figure 25 présente I'évolution de la proportion des entérobactéries CTX-R dans

les 3 groupes.
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Cette proportion était d'environ 107 entre le 1% jour avant et le 1°" jour aprés le début
du traitement.

Pour le groupe contrdle, la proportion moyenne d’entérobactéries CTX-R est restée
stable autour de 107 entre le 1" et le 20°™ jour aprés le début du traitement.

Pour le groupe du traitement AMM (2 mg/kg/j), la proportion moyenne
d’entérobactéries CTX-R est passée de 102 & 1 entre le 1* jour et le 3°™ jour avant de
diminuer lentement jusqu'a 10" au 20°™ jour aprés la premiére injection de cefquinome. A
partir de J2, une différence significative avec le groupe contréle été mise en évidence
(ANOVA mesures répétées, p<0.05).

Pour le groupe du traitement & 0.2 mg/kg/j, la proportion moyenne d’'entérobactéries
CTX-R a montré une tendance en hausse entre J-1 (<107°) et J3 (10®), puis est restée stable
et a diminué a partir de J12. Il n'a pas été mis en évidence de différence significative

(ANOVA mesures répétées, p>0.05) avec le groupe contrdle.
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Figure 25 : Impact des différentes modalités de traitement ala cefquinome sur I'émergence
d'entérobactéries céfotaxime-résistantes au sein de laflore fécale de porc.

Les fleches indiquent les jours de traitement antibiotique. . Les courbes indiquent les moyennes
obtenues pour chaque groupe de traitement et les barres d’erreurs indiquent les écart-types.
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5.4. Discussion

Dans cette étude, nous avons montré que des doses différentes de cefquinome
administrée par voie parentérale produisaient des effets différents sur I'émergence de
bactéries résistantes au sein de la flore digestive de porcs. Alors qu’un traitement utilisant les
doses curatives recommandées chez le porc provoquait une amplification importante et
durable d'entérobactéries résistantes au cefotaxime, une dose 10 fois plus faible était
associée avec une absence d’amplification des résistances. Le choix de cette dose a été
fondé sur la stratégie de traitement précoce d’une infection que nous avons validé au moyen
de modéles d’infection chez les rongeurs. Nous avons déterminé la dose du traitement de
type précoce en nous basant sur le méme rationnel que celui que nous avons utilisé dans les
chapitres 3 et 4. Nous avons donc choisi de diviser la dose de cefquinome administrée dans
le cadre d'un traitement curatif chez le porc (2 mg/kg/j) par un facteur 10.

Dans cette étude, nous avons voulu validé, sur espece cible, les résultats que nous
avons obtenus sur nos modéles expérimentaux. En effet, comme nous l'avons vu dans
I'étude bibliographique, I'espéce porcine est I'espéce consommant le plus d’antibiotiques en
médecine vétérinaire et I'étude de I'émergence de bactéries résistantes au sein du
microbiote de cette espéce, consécutivement a un traitement antibiotique, nous est apparue
comme des plus pertinentes. En revanche, nous n'avons pas utilisé de modéle infectieux
durant cette étude et ce dans le but de quantifier dans un premier temps l'effet propre des
différents types de traitement antibiotique sur le microbiote intestinal des animaux. L'impact
de I'état physiopathologique sur I'exposition intestinale aux antibiotiques ainsi que I'efficacité
de la dose adaptée aux phases précoces de l'infection devront cependant étre déterminées
chez le porc au cours d'études ultérieures.

Nous avons montré, comme d'autres études (Bibbal, Dupouy et al. 2007; Zhang,
Huang et al. 2013) que quelque soit la voie d’administration de l'antibiotique, celui-ci peut
exercer sur pression de sélection au niveau intestinale, qui impacte la flore digestive.
Cependant, cet impact est dépendant de la dose d’antibiotique administrée. L'impact de la
posologie recommandé par I'AMM sur les entérobactéries du microbiote intestinal est en
accord avec I'étude de Cavaco et al (Cavaco, Abatih et al. 2008). Comme nous Il'avons
montré au cours de [|'étude bibliographique, les porcelets utilisés hébergeaient des
entérobactéries résistantes au céfotaxime et ce méme en l'absence de tout traitement
antibiotique dans leur historique de santé. Cet élément confirme, une fois de plus I'absence
d’étanchéité entre les différentes populations de bactéries et leurs différentes niches

écologiques possibles.
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En conclusion, cette étude a montré sur une espéce d’intérét agronomique qu’un
traitement antibiotique utilisant des doses plus faible — potentiellement adaptées au
traitement d’'infection a un stade précoce - ne présentait pas d’impact visible en termes
d’émergence de bactéries résistantes au sein de la flore commensale digestive,
contrairement a un traitement utilisant des doses d’antibiotique plus élevées, recommandées
pour le traitement d’infections au stade clinique. Cependant, l'utilisation de techniques
d’investigation plus sensibles (biologie moléculaire) permettrait a la fois d’identifier les genes
conférant les phénotypes de résistance des bactéries commensales résistantes, de pouvoir
guantifier plus finement cette résistance (PCR quantitative sur les génes de résistance
identifiés) mais également de déterminer si les différentes modalités de traitement
antibiotique impactent I'équilibre des différentes especes bactériennes composant le
microbiote intestinal.

Enfin, la confirmation de l'efficacité du traitement de type précoce sur un modéle
infectieux chez le porc permettant I'établissement d’'une infection a partir d'un faible inoculum
pathogéne (modéle proche des conditions terrain) permettrait d’envisager I'application de ce

type de traitement en médecine vétérinaire, notamment dans le cadre de la métaphylaxie.
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Au cours des soixante dernieres années, I'utilisation massive des antibiotiques en
médecine vétérinaire a fait I'objet de controverse quant a sa contribution a I'’émergence de
bactéries résistantes et a la transmission de cette résistance a 'Homme (Aarestrup and
Wegener 1999; Swartz 2002; Bywater 2004; Phillips, Casewell et al. 2004). De plus, au
cours de ces derniéres années, la mise en évidence du microbiote intestinal des animaux et
de I'Homme comme principal réservoir potentiel de génes de résistance et donc comme
principal enjeu de [l'utilisation des antibiotigues en médecine vétérinaire sur la santé
publigue, rend nécessaire soit le développement de nouveaux antibiotigues a usage
vétérinaire n'impactant pas le microbiote intestinal des animaux, soit le développement de
nouvelles modalités de traitement pour les animaux. L'objectif de ce travail de thése était
donc de déterminer, par l'utilisation d’approches PK/PD, une méthode in vitro de screening
des antibiotiques permettant d’évaluer a la fois leur impact sur les microbiotes pathogenes et
commensaux mais également de déterminer I'efficacité d'un nouveau type de traitement
antibiotique a la fois sur la guérison des animaux infectés mais également sur I'’émergence

de bactéries résistantes au sein de leur flore commensale digestive.

Dans la premiére partie de ce travail, nous avons développé un indice
pharmacodynamique permettant d'évaluer la sélectivité des antibiotiques a partir d’'une
approche in vitro, consistant a la réalisation de cinétique de bactéricidie sur des inocula
représentant soit un pathogéne, soit une bactérie commensale. Nous avons utilisé
P.multocida et E.coli respectivement comme bactérie pathogéne et comme bactérie
commensale afin de réaliser notre preuve de concept. Nous avons également utilisé deux
antibiotiques de la famille des béta-lactamines, I'amoxicilline et la cefquinome afin de
déterminer s'il existait une différence de sélectivité entre les antibiotiques « d’ancienne
génération » et les antibiotigues de derniére génération. Nous avons donc réalisé des
courbes de bactéricidie en utilisant les deux antibiotiques sur des inocula de 10" UFC/mL de
P.multocida et d’E.coli. Nous avons ensuite modélisé l'effet antibactérien de chaque
antibiotique en utilisant un modéle d'inhibition E.x sigmoide. Un indice de sélectivité (Sl =
ECstaticec/ECoopm) @ été défini pour exprimer le rapport entre les concentrations
d'antibiotiques permettant d’'obtenir au maximum ['effet bactériostatique sur E.coli et les
concentrations d’antibiotiques permettant I'éradication d'au moins 90% de P.multocida. Nous
avons constaté que le Sl était plus élevé pour I'amoxicilline que pour la cefquinome. Les
mémes expériences ont été réalisées sur des inocula plus petits de P.multocida (10°

UFC/mL). Nous avons constaté que le Sl était plus élevé pour les petits (10> UFC/mL) que
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pour les gros (10’ UFC/mL) inocula pathogénes indiquant qu'un traitement antibiotique
durant les phases précoces de l'infection, ou I'inoculum pathogéne est de faible taille,
pourrait permettre de protéger la flore commensale digestive de I'action de I'antibiotique.

Dans la seconde partie de ce travail, nous avons évalué l'impact de la dose
d’antibiotique et du moment de [initiation du traitement sur la guérison clinique et
microbiologique des animaux au cours des différentes phases de linfection. Nous avons
développé un modele original d'infection pulmonaire chez des souris immunocompétentes
par contamination aérienne, en utilisant Pasteurella multocida comme agent pathogéne.
Dans un premier temps, nous avons déterminé la cinétigue de la charge bactérienne
pulmonaire chez les animaux. Ainsi, la charge bactérienne initiale était de 4,46+0,03
LogUFC/poumon, de 4,41+0,21 LogUFC/poumon a 24h post-infection et de 7,38+0,55
LogUFC/poumon entre 72 et 96h aprés l'infection chez les souris présentant des symptdomes
clinigues. Une nouvelle fois, nous avons utilisé I'amoxicilline et la cefquinome comme
antibiotiques pour traiter nos animaux. Aprés avoir réalisé la cinétique des deux antibiotiques
sur des souris infectées, nous avons déterminé les doses nécessaires pour traiter les souris
présentant des signes cliniques d’infection a partir d'un critéere PK/PD permettant d’'évaluer
I'efficacité des antibiotiques temps dépendant, tels que les béta-lactamines, le Ts cu. Afin de
déterminer les doses efficaces dans le cadre d'un traitement antibiotique de type précoce,
c'est-a-dire initié durant les phases précoces de linfection, au moment ou I'inoculum
pathogéne est encore de faible taille, nous nous sommes basés sur les courbes de
bactéricidie effectuées dans la premiére partie et nous avons déterminé que ces doses
étaient 10 fois plus faibles que dans le cadre du traitement curatif. Nous avons montré que
les traitements antibiotiques de type précoce, initiés 24heures apres l'infection des animaux
étaient aussi efficaces en termes de guérison clinique et plus efficaces en termes de
guérison microbiologique élevés avec que les traitements antibiotiques classiques initiés
chez les souris malades. Ces résultats montrent I'importance critique de la charge
bactérienne sur I'efficacité des traitements antibiotiques et ceci pourrait contribuer également
au développement de traitements antibiotiques novateurs chez les animaux.

Dans la troisiéme partie de ce travail, nous avons évalué l'impact, a la fois sur la
guérison des animaux mais également sur I'émergence d'entérobactéries résistantes au sein
de la flore intestinale, des traitements antibiotiques de type précoce et classique. Nous
avons utilisé des rats axéniques aux nous avons inoculé par voie intragastrique un mélange
de flore fécale de porc EOPS et d’'une E. coli exprimant une béta-lactamase de type CTX-M
en sous dominance. Nous avons utilisé un modeéle d'infection pulmonaire par instillation intra-
trachéale en utilisant Klebsiella pneumoniae comme agent pathogéne. Nous avons utilisé
deux charges bactériennes pathogénes initiales, une faible (10° UFC) et une élevée (10°

UFC), afin de mimer les charges bactériennes respectivement présentes au cours des
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phases précoces et tardives de l'infection. La cefquinome a été utilisée pour traiter les
animaux. Nous avons réalisé la cinétique de la cefquinome chez le rat afin de déterminer les
doses d’antibiotique efficaces afin de traiter les animaux ayant déclaré des signes cliniques
d'infection. Nous avons utilisé le critere PK/PD Tscw cible afin de déterminé les doses
curatives et nous nous sommes basés sur le méme rationnel que I'étude précédente (dose
divisée par 10) afin de déterminer les doses employées dans le cadre du traitement de type
précoce. Nous avons ainsi montré que le traitement de type précoce initi€ a 24h post-
infection est aussi efficace en termes de guérison clinique que le traitement antibiotique de
type classique. Cependant, le traitement précoce n'a eu aucune incidence sur I'émergence
d’entérobactéries CTX-M au sein de la flore digestive des animaux, dont le taux est resté
autour de 0,01% du nombre d’entérobactéries totales, alors que dans le cadre du traitement
classique, celui-ci a provoqué une émergence du taux d’entérobactéries CTX-M de 0,01 a
100% du nombre d’entérobactéries totales. Ces résultats pourraient avoir des implications
pour le développement de nouvelles stratégies de traitement antibiotique, notamment en
médecine vétérinaire car il permet a la fois une réduction de la consommation d'antibiotique
et également empéche I'émergence de bactéries résistantes au sein de la flore digestive,
principal réservoir potentiel de génes de résistance aux antibiotiques.

Dans la derniére partie de ce travail, nous avons déterminé l'impact des
traitements antibiotiques de type précoce et classique sur I'émergence d’entérobactéries
résistantes au sein de la flore fécale de porc, espéce d’intérét agronomique. Pour ce faire
nous avons administré, a des porcs, des doses de cefquinome de 2mg/kg/j ou de 0.2mg/kg/j
correspondant respectivement aux doses appliquées dans le cadre des traitements
antibiotiques classiques et précoces. Nous avons confirmé que le traitement antibiotique de
type précoce ne provoquait pas I'émergence d’entérobactéries résistantes a la céfotaxime
(céphalosporine de troisieme génération) au sein de la flore digestive des animaux alors que
le traitement antibiotique de type classique a provoqué I'émergence a tres haut taux (jusqu’a
100%) et pendant une longue période (plus de 20 jours aprés le début du traitement)
d’entérobactéries résistantes a la céfotaxime au sein de la flore digestive des porcs traités.
Ces résultats indiquent que le traitement antibiotique de type précoce pourrait se révéler
potentiellement trés intéressant chez les especes de rente car il limiterait 'émergence de
bactéries résistantes au sein du microbiote intestinal des animaux.

L'ensemble de ces résultats s'ils permettent d’apporter des éléments de réponse a un
certain nombre de questions relatives a I'antibiothérapie vétérinaire, requiert néanmoins des

confirmations ou des approfondissements.
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Facteurs d’influence pouvant avoir un impact possible sur la sélectivité des

antibiotiques

Le Sl a été développé a la base en tant que technique de criblage in vitro permettant
d’évaluer rapidement la sélectivité pharmacodynamique des antibiotiques. Cette sélectivité
ne permet de déterminer que I'effet propre des antibiotiques a des niveaux d’exposition fixes
sur les bactéries. Cependant, d’autres facteurs peuvent avoir une influence sur I'exposition
aux antibiotiques des flores pathogénes et commensales. En effet, la sélectivité
pharmacocinétiqgue qui détermine les niveaux d’exposition aux antibiotiques des au sein des
différents organes, détermine également de ce fait le niveau d’exposition des différentes
flores bactériennes (pathogéne et commensale) quand celles-ci ne possédent pas la méme
localisation anatomique. L'utilisation de modéles in vitro ou ex vivo mimant I'élimination des
antibiotiques ainsi que les niveaux d’exposition différentiels au sein des différents organes
(Firsov, Ruble et al. 1997; Regoes, Wiuff et al. 2004; Ferran, Dupouy et al. 2007).

En ce qui concerne I'amélioration du Sl, nous avons vu que celui-ci était grandement
amélioré lorsque la taille de l'inoculum pathogéne était réduite. Ce phénomene est di a la
présence de l'effet inoculum qui correspond a une puissance et une efficacité accrues de
I'antibiotique lorsque celui-ci agit sur des inocula bactériens de plus faible taille. Ce
phénoméne a été mis en évidence par Harry Eagle et observé pour de nombreux
antibiotiques agissant contre des souches bactériennes de plusieurs espéces (Eagle,
Magnuson et al. 1947; Mizunaga, Kamiyama et al. 2005; Udekwu, Parrish et al. 2009).
Cependant, cet effet n'est pas retrouvé pour tous les antibiotiques, et ce méme chez des
antibiotiques d’'une méme famille agissant sur les mémes souches bactériennes. Ainsi, les
études de Balko et al et Nannini et al (Balko, Karlowsky et al. 1999; Nannini, Stryjewski et al.
2010) ont montré, chez les béta-lactamines et plus particulierement chez les
céphalosporines, qu'en fonction des antibiotiques choisis, I'effet inoculum pouvait ou non
étre présent. De plus, I'état physiologique des bactéries comme les bactéries persistantes
mais également les bactéries possédant des mécanismes de résistance et qui peuvent étre
présentes en sous dominance, a la fois, au sein des flores pathogénes et commerciales est

une donnée a également prendre en compte.

Peut-on utiliser le traitement de type précoce dans le cadre de la

meétaphylaxie ?

Nous avons montré, comme d'autres études (Eagle, Magnuson et al. 1947; Eagle

1949; Ferran, Toutain et al. 2011), que notre traitement antibiotique de type précoce se
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révélait efficace dans le cadre expérimental (sections 3 et 4) et que ce type de traitement
n'impactait pas la flore digestive des animaux en termes d'émergence de bactéries
résistantes et ce dans le cadre expérimental (section 4) mais également sur espece cible
(section 5). Cependant, les résultats obtenus dans le cadre expérimental en termes
d’efficacité clinique, doivent étre confirmés sur espece cible (porc, bovin, volaille). Une fois
ces résultats confirmés, une validation des doses devra étre réalisée au niveau
réglementaire afin de pouvoair utiliser ce type de traitement dans le cadre de la métaphylaxie.
Une autre solution afin de pouvoir utiliser ce type de traitement serait de mettre au point des
systemes permettant de détecter précocement les animaux atteints d'une infection
bactérienne. De tels dispositifs sont actuellement en cours de développement notamment
chez les bovins, afin de pouvoir détecter les épisodes fiévreux treés précocement(Timsit,
Assie et al. 2011).

Autres impacts possibles du traitement antibiotique de type précoce sur le

microbiote intestinal

Nous avons vu que le traitement de type précoce ne provoquait pas I'émergence de
bactéries résistantes, pourtant présentes en sous-dominance, au sein du microbiote
intestinal Cependant d’autres altérations ne sont pas a exclure. En effet, nous avons vu, au
cours de I'étude bibliographique, que des traitements antibiotiques pouvaient induire des
déséquilibres en termes de composition et de proportion des différentes especes
bactériennes présentes au sein de la flore commensale digestive. En effet, nous avons vu
que chez certains animaux, I'administration de certains antibiotiques conduisaient a
I'’émergence de bactéries pathogénes tels que des Clostridium au sein du microbiote
intestinal, ce qui conduit & I'établissement d’une infection intestinale chez les animaux. Des
études complémentaires utilisant des approches de biologie moléculaire sur les feces des

animaux traités pourraient conduire a évaluer cet impact.

Conclusion

En conclusion, cette these a permis de développer un indice pharmacodynamique
permettant d’évaluer, in vitro, la sélectivité des antibiotiques et également de mettre en
évidence qu’un traitement antibiotique utilisant de faibles doses et initié au cours des phases
précoces de I'infection, au moment ou la charge bactérienne est faible, était aussi efficace en

termes qu’un traitement curatif classique et que celui-ci n'entrainait pas I'émergence de
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bactéries résistantes au sein du microbiote intestinal des animaux traités. Cependant bien
que ce la preuve de concept de ce type de traitement ait été réalisé sur des espéces
modeéles (souris, rat), et bien que I'impact de ce type de traitement ait été évalué au niveau
de la flore commensale digestive d’'une espéce cible potentielle (porc), I'efficacité, en termes
de protection vis-a-vis de I'infection, de ce type de traitement n'a pas encore été validée sur
une espece cible potentielle. Une fois cette validation réalisée, ce type de traitement pourrait,
par exemple, étre utilisé dans le cadre de la métaphylaxie, ce qui réduirait de facon
considérable la consommation d'antibiotique en médecine vétérinaire mais également
I'’émergence de bactéries résistantes aux antibiotiques au sein du microbiote intestinal des
animaux, qui est considéré comme le principal réservoir potentiel de gene de résistance aux

antibiotiques.
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TITRE ET RESUME EN ANGLAIS

TITLE: Determination of new modalities of beta-lactam treatments in veterinary medicine
using PK/PD approaches for the public health protection: implication of pathogenic inoculum

size.

SUMMARY: In recent years, the intestinal microbiota of humans and animals has been
identified as the main potential reservoir of antibiotic resistance genes that could potentially
be transmitted to human pathogens. In this context, we wanted to determine, through PK/PD
approaches, tools and new modalities of antibiotic uses in veterinary medicine in order to
reduce consumption but also their impact on the intestinal microbiota of animals in the
ultimate goal to reduce the phenomenon of antibiotic resistance. In this context, we have
developed by in vitro approaches, a pharmacodynamic index to evaluate the selectivity of
antibiotics, i.e. their impact on both the pathogenic flora and intestinal microbiota. We have
also developed rodent models of infection that have allowed us to test the impact of antibiotic
treatments with amoxicillin and cefquinome, using low doses, initiated during the early steps
of infection and targeting low pathogenic inoculum, on clinical outcomes of animals and on
the emergence of resistant bacteria in the gut microbiota. Finally, we tested the impact of
such treatment on the emergence of resistant bacteria in the intestinal flora of pigs, potential
target specie. Our combined results allowed us to see that this modality of antibiotic
treatment could be very interesting in veterinary medicine, particularly in the context of

metaphylaxis

KEY-WORDS: Beta-lactam antibiotics, Amoxicillin, Cefquinome, Bacterial load,

Metaphylaxis, Bacterial resistance, T-wc, PK/PD, Commensal flora.
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RESUME : Au cours des derniéres années, le microbiote intestinal de 'Homme et des
animaux a été identifié comme étant le principal réservoir potentiel de génes de résistance
aux antibiotiques pouvant potentiellement étre transmis aux pathogénes humains. Dans ce
contexte, nous avons voulu déterminer, par des approches PK/PD, des outils et de nouvelles
modalités d'utilisation des antibiotiques en médecine vétérinaire dans le but de réduire leur
consommation mais également leur impact sur la flore digestive des animaux afin de réduire
le phénomeéne d'antibiorésistance. Pour ce faire, nous avons développé, par des approches
in vitro un indice pharmacodynamique permettant d’évaluer la sélectivité des antibiotiques,
c'est-a-dire leur impact a la fois sur la flore pathogéne et sur le microbiote intestinal. Nous
avons également développé des modéles d’infection rongeurs qui nous ont permis de tester
'impact de traitements antibiotiques a I'amoxicilline et a la cefquinome, utilisant de faibles
doses, initiés durant les phases précoces de linfection et ciblant de faibles inocula
pathogénes sur la guérison des animaux et sur I'émergence de bactéries résistantes au sein
du microbiote intestinal. Enfin, nous avons testé I'impact de ce type de traitement sur
I'’émergence de bactéries résistantes au sein de la flore digestive de porcs, espéce cible
potentielle. Nos résultats combinés nous ont permis de voir que cette modalité d’utilisation
des antibiotiques pourrait se révéler trés intéressante en médecine vétérinaire, notamment

dans le cadre de la métaphylaxie.
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