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Introduction

Les antibiotiques sont des composés chimiques, naturels ou synthétiques, qui
tuent ou empéchent la croissance de bactéries. Lorsque toutes les souches d’'une méme
espéce bactérienne sont résistantes a un antibiotique donné et qu’elles ne font pas partie
de son « spectre d’activité », on parle de résistance intrinséque/naturelle. Nous ne nous
intéresserons dans cette thése qu’aux résistances acquises par des especes
bactériennes sensibles a I'état « sauvage ».

L’antibiorésistance, d’'un point de vue microbiologique, est la capacité d’'une bactérie a
résister a antibiotique, la rendant ainsi moins sensible a son action que d’autres souches
de la méme espéce dépourvues de tout mécanisme de résistance. Ces mécanismes sont
principalement associés a des modifications génétiques. L’antibiorésistance est due a
'expression de genes de résistances bactériens qui sont portés aussi bien par des
bactéries pathogenes que commensales. Ces génes peuvent, pour certains, étre
transmis a d’autres bactéries pathogénes ou commensales retrouvées chez 'Homme,
les animaux ou dans I'environnement ; la lutte contre la résistance antibiotique s’inscrit
alors dans une approche « One Health »1.

D’un point de vue clinique, I'antibiorésistance correspond a la persistance de l'infection
chez un patient malgré ['utilisation de [l'antimicrobien adéquat a la posologie
recommandée. C’est aujourd’hui 'une des menaces principales de la santé publique
mondiale car elle limite les possibilités de traitement des infections et entraine une hausse
de la mortalité. D’apreés le rapport publié en 2016 par I'’économiste britannique Jim O’Neill
la résistance aux anti-infectieux pourrait devenir la premiere cause de déces d’ici 2050 si
aucune mesure n’était mise en place d’ici la. Suite a ce constat des projets de recherche
ont été financés pour lutter contre I'apparition et la sélection de résistances aux
antibiotiques. C’est dans le cadre de ces recherches que s’inscrit cette thése

expérimentale.

1« Une seule santé »



L’'objectif de cette thése est d’évaluer I'impact de différentes doses d’'une nouvelle
association prometteuse d’antibiotiques (polymyxine B/Minocycline), sur le microbiote de

porcs, un modéle d’étude pour ’'Homme.

I. Antibiotigues et antibiorésistance

A. Découverte des antibiotiques et leur utilisation

La découverte des antibiotiques au début du 20éme siécle a été I'une des plus
importantes de la médecine, grace a elle, 'espérance de vie humaine a été prolongée
d’'une vingtaine d’années. Le premier usage des antibiotiques fut celui de la pénicilline en
1941, puis pendant 20 ans, de 1940 a 1960 s’est écoulé « I'age d’or » des antibiotiques.
Durant cette période les quinze familles d’antibiotiques utilisées aujourd’hui ont été
découvertes et ont été classées selon leur mode d’action et leur structure chimique.
Depuis, la consommation mondiale d’antibiotiques n’a cessé d’augmenter et a atteint une
hausse de 65% au début des années 2000 (1), cette hausse est a l'origine d’inquiétudes
pour les chercheurs. En effet 'augmentation d’utilisation des antibiotiques provoque
I'’émergence de résistances a ces antibiotiques (2), a tel point que I'Organisation mondiale
de la santé a établi en 2017 que I'antibiorésistance était 'une des dix plus grandes

menaces pour la santé publique auxquelles se trouvait confrontée 'lhumanité.

B. Emergence de I’antibiorésistance

En 1945 Alexander Fleming avait déja soulevé le probleme de la mauvaise
utilisation des antibiotiques et avait émis I'hypothése que leur sur-prescription
« apprendrait aux microbes a résister a la pénicilline » (3). En effet en 1940, seulement
douze ans aprés sa découverte, les premiers cas de non réponse au traitement avec des
pénicillines ont été identifiés. Il en est de méme pour la tétracycline mise sur le marché
en 1950 et dont les premiers cas d’antibiorésistance ont été identifiés neuf ans plus tard

(Tableau 1) (4). Ce phénomeéne se répéte pour tous les antibiotiques, seule la durée entre
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leur introduction sur le marché et I'’émergence et la dissémination de pathogénes

résistants a ceux-ci est variable. De plus, lorsque des antibiotiques appartiennent a la

méme famille, la résistance a un antibiotique entraine souvent une résistance a tous les

antibiotiques apparentés.

Il existe aujourd’hui des bactéries dites multirésistantes (BMR), qui ont accumulé

des génes de résistance a au moins trois familles d’antibiotiques et pour lesquelles la

mise en place de traitements efficaces devient de plus en plus difficile.

Tableau 1 : Chronologie de I'apparition de cas d’antibiorésistances a un antibiotique par rapport

a sa date de mise sur le marché

Molécule Année d’introduction sur le Année d’apparition de cas
marché d’antibiorésistance
Pénicilline 1943 1940 - Staphylocoques
résistants a la pénicilline
1965 — pneumocoques
résistants a la péniciline
Tétracycline 1950 1959 - Shigella résistantes a la
tétracycline
Erythromycine 1953 1968 - Streptocoques résistants
a I'érythromycine
Méthicilline 1960 1962 - Staphylocoques
résistants a la méthicilline
Gentamycine 1967 1979 - Entérocoques résistants
a la gentamycine
Vancomycine 1972 1988 - Entérocoques résistants
a la vancomycine
2002 - Staphylocoques
résistants a la vancomycine
Imipenem et ceftazidime 1985 1987 — Entérobactérales




résistants a la ceftazidime
1998 — Entérobactérales

résistants a la I'imipenem

Levofloxacine 1996 1996 — Pneumocoques

résistants a la levofloxacine

Linézolide 2000 2001 - Staphylocoques

résistants au linézolide

Source : Ventola CL . « The Antibiotic Resistance Crisis ».

Parmi les BMR les plus répandues dans le monde et faisant I'objet d’une
surveillance et d’'un contréle spécifique on retrouve les SARM (Staphylococcus aureus
résistant a la méticilline) ainsi que les EBLSE (entérobactéries productrices de R-
lactamases a spectre étendu). lls ont été les premiers acteurs de la crise mondiale a
laquelle nous sommes confrontés et sont dans de nombreux pays désignés comme BMR
prioritaires. Apparus en 1962, les SARM étaient initialement des germes nosocomiaux
qui ont émergé en Angleterre avant de se répandre de fagon épidémique dans tous les
hoépitaux a I'échelle nationale, ces clones (souches ayant un ancétre commun) SARM
dénommés HA-SARM (pour Hospital-Acquired) se sont ensuite répandus mondialement.
A la fin des années 90 de nouveaux clones ont émergés sans lien avec les HA-SARM et
cette fois-ci, dans la communauté ; ils ont été dénommés CA-SARM (Community-
Acquired). Plus recemment, des complexes clonaux a large spectre d’hétes nommés les
LA-SARM (Livestock-Associated) touchant aussi bien les humains que les animaux se
répandent dans les élevages et sont systématiquement porteurs de résistances aux
tétracyclines (5). Malgré la rapidité et I'étendue de la diffusion des SARM, des études
épidémiologiques ont montré que les procédures mises en place pour limiter voire faire
régresser leur dissémination étaient efficaces. Une diminution significative de leur

incidence en Europe a été notée entre 2016 et 2020 ce qui est loin d’étre le cas de celle
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des BMR a Gram négatif (6) telles que Pseudomonas aeruginosa, Acinefobacter spp.,
Klebsiella pneumoniae, Neisseria gonorrhoeae et E. coli qui sont les plus fréquemment
identifiées comme porteuses de R-lactamases a spectre étendue (BLSE). Leur
dissémination devient hors de contrdle bien que des mesures identiques a celles des
SARM aient été appliquées. Les raisons principales qui expliquent cette différence sont :
la taille de I'inoculum bactérien des individus infectés qui est 100 fois plus élevée lors
d’infection par des E. coli BLSE que par des SARM mais aussi une différence de sites
de portages, en effet on retrouve majoritairement les £ coli dans les feces et les urines
dans lesquelles leur taux d’excrétion atteint 1010 bactéries par jour tandis que la
dissémination des SARM est limitée du fait de leur sites de portages (rhinopharynx, peau
et abcés maijoritairement) et de leur taux d’excrétion plus faible (7).

L’age d’or des antibiotiques a donc pris fin avec 'émergence des BMR au début
des années soixante mais aussi avec le fort ralentissement de la recherche de nouveaux
antibiotiques par les entreprises pharmaceutiques du fait de leurs faibles rentabilités (les
antibiotiques sont des médicaments utilisés pendant des périodes courtes et sont moins
rentables que les médicaments destinés aux maladies chroniques). De plus, du fait des
résistances, lorsqu’un nouvel antibiotique est mis sur le marché, son usage est souvent
réglementé pour n’étre utilisé qu’en derniére intention, cette pratique permet de réduire
I'apparition de résistance mais est problématique pour les entreprises pharmaceutiques
car elle entraine une diminution du retour sur investissement. La crise mondiale a laquelle
nous sommes confrontés est donc une corrélation entre la rapidité d’apparition et de
dissémination des résistances et au manque de développement de nouveaux agents

antibiotiques.

C. Stratégies pour limiter 'expansion de I'antibiorésistance

En mai 2015, suite a la constatation de la propagation de BMR dans le monde
entier I'Organisation mondiale de la Santé (OMS) a adopté en coordination avec
'Organisation des Nations unies pour [l'alimentation et [Iagriculture (FAO) et
I'Organisation mondiale de la santé animale (OIE) un plan d’action mondial qui se

décompose en cing objectifs. L’année suivante, le G7 a créé le réseau « One health »
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qui regroupe la santé publique, animale et environnementale et qui permet de coordonner

les actions des états membres.

1. Premier objectif : Mieux faire connaitre et comprendre le probléme de

la résistance aux antimicrobiens grace a une communication, une

éducation et une formation efficaces

La lutte contre I'antibiorésistance concerne aussi bien les fabricants, les
prescripteurs, les utilisateurs et les consommateurs, chacun a son niveau doit contribuer
a diminuer l'utilisation des antibiotiques. Le premier objectif est d’abord de sensibiliser la
population a I'antibiorésistance. A cette fin, chaque année, 'OMS organise une semaine
mondiale de sensibilisation aux antimicrobiens du 18 au 24 novembre au cours de
laquelle les nouvelles campagnes de sensibilisation sont diffusées a travers tous les
meédias disponibles (réseaux sociaux, télévision, radio, internet) mais aussi dans tous les
établissements de santé (pharmacies, laboratoires, cabinets vétérinaires, cabinets
médicaux) sous formes d’affiches et dépliants, de vidéos et de GIFs et de slogans de
sensibilisation, celui de 2021 étant « spread awareness, stop resistance ». Cette
sensibilisation peut avoir un réel impact sur le bon usage des antibiotiques, on I'a vu en
France au début des années 2000 avec le slogan « Les antibiotiques, c’est pas
automatique » qui avait été lancé par la Sécurité sociale et qui avait marqué les esprits
pendant plus de 10 ans. Suite a son lancement, une baisse de 23% de la consommation
des antibiotiques avait été observée en cinq ans, avant malheureusement de repartir a la
hausse. Malgré un résultat probant a court terme les efforts de sensibilisation doivent étre
maintenus, en 2017 en France, seulement un francais sur deux connaissait le terme
d’antibiorésistance et 36% en avait entendu parler mais ne savait pas a quoi Il
correspondait (8). La sensibilisation passe aussi par un renforcement de I’éducation des
éléves de tout age mais aussi des praticiens prescripteurs. En Europe la plateforme e-
Bug a été mise en place et fournie des legons gratuites pour les éléves allant de 3 a 16

ans sur les microbes et 'utilisation des antibiotiques, des formations pour professionnels
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praticiens sont également disponibles sur le site du Centre Européen de prévention et
contrble des maladies (ECDC). En France la formation initiale et continue des
professionnels de santé a également été renforcée, I'antibiorésistance est maintenant
'une des thématiques prioritaires de I'agence nationale du développement professionnel
continu (DPC) et un budget de 7 millions d’euros a été dédiée a sa prévention sur la
période 2021-2023.

2. Deuxiéme objectif: Renforcer les connaissances et les bases

factuelles par la surveillance et la recherche

Afin de favoriser la communication entre les états membres de 'OMS et de
permettre le partage d’informations normalisées rapidement, le Systeme mondial de
surveillance de la résistance aux antimicrobiens GLASS (GLobal Antimicrobial
Resistance Surveillance System) a été créé en 2015. Il permet de collecter et d’analyser
les données transmises et de fournir des données comparables et normalisées de la
situation de chaque pays membre concernant la résistance aux antibiotiques. La
comparaison précise des taux de résistances a été permise par linstauration de
parametres tels que 'ECOFF (epidemiological cut-off value) qui permet de fixer la CMI
(concentration minimale inhibitrice) la plus élevée pour les organismes dépourvus de
mécanismes de résistances (aussi appelés « souches sauvages ») : les organismes sont
considérés comme résistants lorsque leur CMI est supérieure a 'TECOFF. Les ECOFFs
sont des composants indispensables de la surveillance internationale car elles ne
dépendent ni du pays, ni de I'h6te (humain, animal, environnemental) ni de la date du
recueil des souches, elles sont déterminées par le CLSI (Clinical Laboratory Standards
Institute) aux USA, ou par I'EUCAST (European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing) en Europe et ont été reconnues par 'OMS et I'OIE. Grace au
GLASS, on peut estimer I'étendue de la résistance aux antibiotiques a I'échelle mondiale
et évaluer l'efficacité des plans d’actions mis en place a I'’échelle mondiale et nationale.
Il permet également de détecter les nouvelles résistances, d’identifier leurs réservoirs et

de mettre en place des mesures afin d’empécher leur propagation au niveau national et
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international. Tous les agents pathogenes n’y sont pas reportés, seuls les agents
résistants considérés comme prioritaires y figurent. En 2016, seulement quarante-deux
états étaient adhérents au GLASS tandis qu’aujourd’hui cent-neufs fournissent leurs
données concernant les BMR circulants dans leur pays dont 18 fournissant également
des données sur leur consommation en antibiotiques.

La recherche est également au cceur du plan d’action mondial, elle se découpe en
plusieurs axes : la recherche s’appuyant sur des études cliniques afin de promouvoir un
usage responsable des antibiotiques et limiter I'apparition de résistance (nécessité du
traitement, durée du traitement, posologie, choix de la molécule), la recherche de
nouveaux traitements, outils diagnostiques, vaccins... Cette recherche est financée et
structurée a I'échelle mondiale par le JPI-AMR (Joint Programming Initiative on
Antimicrobial Resistance) qui est un programme auquel vingt-neuf pays sont adhérents
et dans lequel cent vingt-cing millions d’euros ont été investis. A ce jour, pres de quatre-
vingt-dix-neuf projets ont été menés a bien par le JPI-AMR et de nouveaux projets sont
financés tous les ans. Le projet CO-ACTION dans lequel s’intégre cette thése

expérimentale est un des projets internationaux financé par le JPI-AMR.

3. Troisiétme et quatrieme objectifs : Réduire I'incidence des infections

par des mesures efficaces d’assainissement, d’hygiéne et de

prévention des infections et optimiser I'utilisation des antimicrobiens en

santé humaine et animale

Une bonne hygiéne ainsi que des mesures de préventions adéquates sont
indispensables pour limiter la propagation des infections et limiter I'utilisation des
antibiotiques. La majorité des infections aux BMR étant nosocomiales, il a été nécessaire
de renforcer les mesures d’hygiéne dans les établissements de santé. En France, RéPias
(le Réseau de Prévention des Infections Associées aux Soins) et ’Agence nationale de

santé publique proposent des outils de formations et de communication destinés aux
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professionnels et aux particuliers. Concernant les établissements de santé ils doivent
posséder une certification pour la qualité des soins a renouveler tous les quatre ans et
répondant aux criteres fixés par la Haute Autorité de Santé (HAS).

En 2020 lors de la pandémie COVID-19, le respect des gestes barriéres a montré son
efficacité, on a observé une baisse de 18% de la consommation des antibiotiques en
France mais également en Europe ou la diminution n’avait jamais été aussi importante
(9). Cette diminution s’explique par la baisse de prescriptions du fait du confinement et
de la diminution du nombre de consultations médicales, mais elle s’explique également
par la diminution de la transmission des infections courantes grace au port du masque, a
la bonne hygiéne des mains et a la distanciation sociale.

L’'optimisation de ['utilisation des antibiotiques passe par la mise en place de
réglementations en médecine humaine mais aussi en médecine vétérinaire : en France
le décret n°2016-1788 datant du 1er avril 2017 oblige les vétérinaires a transmettre leurs
données lors de cession de médicament comportant une substance antibiotique au
ministere de I'agriculture par voie électronique mais la mise en ceuvre a été retardée par
des probléemes techniques de transmission des données. Le décret de mars 2016 a
interdit 'usage de certains antibiotiques identifi€s comme critiques pour la santé humaine
et pour d’autres, a limité leur emploi avec une liste de conditions et de consignes a
respecter, tout non-respect étant passible d’'amendes et méme d’emprisonnement.

En Europe un nouveau reglement (UE) 2019/6 entré en vigueur en janvier 2022 a fourni
une nouvelle liste de restrictions applicables a tous les pays de I'Union. L'OMS effectue
un suivi des lois et des réglementations mis en place dans chaque pays adhérent
notamment grace a l'enquéte annuelle tripartite d'auto-évaluation des pays sur la
résistance aux antimicrobiens (TrACSS). On peut donc voir que seulement 8% (13 pays
sur 161) des pays adhérents avaient répondu NON a la question 5.4.1 : « Le pays a des
lois ou des réglementations sur la prescription et la vente d'antimicrobiens a usage

humain ».
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4. Dégager les arguments économiques en faveur d’investissements

durables qui tiennent compte des besoins de tous les pays et accroitre

les investissements dans la mise au point de nouveaux médicaments,

outils diagnostiques, vaccins et autres interventions

L’objectif ici est de motiver la mise en place de plans d’actions en avangant des
crittres économiques, a I'échelle nationale. De nombreuses études ont permis de
mesurer I'impact économique de 'antibiorésistance et de comparer le colt de I'inaction
avec le colt de la mise en place des plans internationaux et nationaux contre la résistance
aux antimicrobiens. L’objectif est aussi de récolter les fonds nécessaires et de développer
des partenariats afin de permettre la recherche d’alternatives a la consommation
d’antibiotiques. L'OMS a dans ce but créé conjointement avec la DNDi (Drugs for
Neglected Disease initiative) le Partenariat Mondial pour la Recherche et le
Développement d'antibiotiques (GARDP). Cette ONG réunit des partenaires publics et
privés de prés de 15 pays différents et prévoit de développer quatre nouveaux traitements
d’ici 2023 via des antibiotiques déja existants et via la création de nouveaux antibiotiques.

L'OMS a également créé le Groupe de Coordination Interinstitutions sur la
résistance aux Antimicrobiens (IACG) pour coordonner les actions de toutes les
organisations précédemment citées et de s’assurer de l'efficacité de I'action mondiale

contre 'émergence et la dissémination de bactéries résistantes dans I’environnement.
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I1. Dissémination de bactéries résistantes dans

’environnement

Les antibiotiques sont, pour la grande majorité, des composés naturels qu’on
retrouve dans I'environnement, la péniciline par exemple est produite par les
champignons du genre Pénicillium. La résistance aux antibiotiques est également un
phénomene que l'on retrouve dans I'environnement. Des résistances existaient bien
avant 'utilisation des antibiotiques par ’lhomme, des forages du permafrost ont d’ailleurs
mis en évidence des génes de résistances portées par des bactéries datant d’il y a40 000
ans (10). Les bactéries se sont toujours adaptées afin de survivre dans des conditions
environnementales hostiles grace a des mécanismes de formation de biofilms mais aussi
grace a l'expression de génes qu’elles portent sur leur ADN chromosomique ou

plasmidique.

A. Génes de résistance: émergence et mécanismes de

transmission

1. Emergence des génes de résistances

a) Mutations génétiques et classement des résistances

Les bactéries sont des micro-organismes procaryotes dont 'ADN est porté par un
chromosome circulaire situé dans leur cytoplasme, elles possédent aussi souvent des
plasmides qui sont de petites molécules d’ADN circulaires qui ne sont pas forcément
transmis aux cellules filles. La résistance des bactéries aux antibiotiques est permise par
I'acquisition de génes de résistances ou par mutation pendant le mécanisme réplication

de 'ADN. Ces mutations sont spontanées et rares mais peuvent aussi étre induites par
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des agents mutagénes, la majorité des antibiotiques utilisés ne sont pas des agents
mutagenes ils ne sont donc pas a I'origine de 'émergence des génes de résistances mais
ils participent a leur sélection (11). Les résistances sont dites « passives » lorsqu’il y a
modification de la cible de I'antibiotique (ex : mutation des protéines sur laquelle se fixe
I'antibiotique) ou diminution de la concentration intracellulaire de I'antibiotique (mutations
des transporteurs, systemes d’efflux). Les résistances sont dites « actives » lorsque la
mutation permet la destruction de l'antibiotique (12). La résistance ne dépend pas
seulement du portage de genes de résistance, elle dépend également de leur niveau
d’expression. Certains génes peuvent conférer une résistance lorsqu’ils sont surexprimés
chez certaines bactéries (mutation du promoteur, grand nombre de copies du plasmide
possédant le géne, etc.) tandis qu’ils n’induisent pas de résistance chez les bactéries qui
ne sont pas capables de les surexprimer (13). Les génes de résistances ont donc été
classés avec (14) :

- d’une part les genes dont I'acquisition par transferts horizontaux (résistances
acquises) ou verticaux (résistances intrinséques) confére a la bactérie une
résistance cliniquement détectable

- d’autre part les génes dont le portage n'implique pas de résistance clinique, avec
les génes silencieux (seules leur expression ou leur surexpression conféere une
résistance clinique) et les génes protorésistants (une mutation sur ces génes
confére une résistance clinique) (15).

L’ensemble des génes de résistances présents chez les bactéries pathogénes et non

pathogenes constituent le résistome.

b) Notion de résistome

Le résistome est un terme utilisé pour la premiére fois par le scientifique Gerard D.
Wright qui désigne I'ensemble des génes de résistances portés par I'ensemble des
bactéries pathogénes et non pathogénes d’un systéeme. Ces génes circulent entre les
microbiomes humains, animaux et environnementaux qui sont de véritables réservoirs de
résistances. La communication et l'interdépendance de ces trois sphéres est a la base

du concept « One-health » qui contribue a la surveillance de la résistance dans tous les
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écosystemes.

2. Mécanismes biologiques de transmission des résistances entre

bactéries

L’acquisition d’'un géne de résistance peut se faire par mutation d’'un gene
préexistant mais peut également se faire par transfert de génes entre bactéries. Lorsque
la mutation est localisée sur un géne chromosomique, le transfert de génes est
uniquement vertical. Dans ce cas la résistance est transmise a toute la descendance de
la bactérie mais la transmission reste restreinte car elle est limitée a une seule lignée de
bactéries. Le transfert peut également étre horizontal lorsque le gene est localisé sur un
élément génétique mobile (plasmides, transposons ou intégrons). Dans ce cas
'information génétique peut s’échanger au sein d’un large panel de bactéries d’especes,
de pathogénicités et d‘origines différentes (16). Les transferts horizontaux sont
responsables de la diversité génétique bactérienne mais aussi de la dissémination des
genes de résistance par différents mécanismes : la conjugaison, la transformation et la

transduction.

a) Les éléments génétiques mobiles

Les éléments génétiques mobiles sont des portions d’ADN qui peuvent étre
échangés entre cellules bactériennes par transferts horizontaux, ils ne sont pas
indispensables au métabolisme de la bactérie mais peuvent le devenir lorsque les
conditions du milieu changent (ex : présence d’un antibiotique).

Parmi ces éléments on retrouve les plasmides qui sont des molécules d’ADN
circulaires (parfois linéaires) double brin de petite taille, ils se répliquent indépendamment
du chromosome bactérien et ont leurs propres unités de réplications (réplicons), il peut
donc y avoir des centaines de copie d'un méme plasmide dans une bactérie (17). Les
plasmides peuvent étre transmis lors de transferts verticaux mais ne sont pas toujours

transmis aux cellules filles de maniére équitable, leur mode de transfert le plus répondu
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reste le transfert horizontal et notamment la conjugaison. Certains plasmides possédent
l'information génétique permettant leur propre transfert d’'une cellule a l'autre, ils peuvent
aussi contenir de nombreux génes de résistances aux antibiotiques, c’est le cas du
plasmide pLW1043 qui confére une résistance au trimethoprime, a la pénicilline, a la
vancomycine et a la streptomycine, il possedent également des génes de résistance a
certains désinfectants (18).

Les transposons et les intégrons sont également des éléments génétiques mobiles
de petite taille, mais a la différence des plasmides, ils n’ont pas la capacité de se répliquer
de maniére indépendante. Les transposons sont de petites portions d’ADN qui se
déplacent dans le génome, ils peuvent se déplacer du chromosome bactérien a un
plasmide et vice-versa. lls possédent des génes codant des facteurs nécessaires a leur
mouvement (transposases) et peuvent aussi posséder des génes de résistances aux
antibiotiques. L’intégron est un systeme d’expression et de capture de genes sous la
forme de cassettes qui sont insérées ou excisées grace a des intégrases. Chaque
intégron contient un géne codant pour une intégrase, un promoteur et des cassettes de
genes. Pour linstant trois classes d’intégrons ont été caractérisés et les genes de leurs
cassettes codent presque exclusivement pour des génes de résistances aux antibiotiques
(19). Les intégrons peuvent également étre mobiles lorsqu’ils se situent sur des éléments
transposables et dans ce cas la dissémination de génes de résistances est d’autant plus

rapide.

b) Conjugaison

La conjugaison permet le transfert d’éléments génétiques mobiles (principalement
des plasmides) entre deux bactéries via la formation d’une jonction interbactérienne et
d’'un pore permettant le passage de brins d’ADN. Ce mode de transfert met en jeu une
bactérie donneuse qui posséde des protéines de couplage le plus souvent codées par
des génes portés par un plasmide, ou plus rarement par le chromosome bactérien
lorsqu’ils ont été intégrés au génome, et une bactérie receveuse (20). Certains plasmides
sont « conjugatifs », ils possédent l'information génétique permettant d’effectuer leur

propre transfert. Les plasmides qui ne le sont pas profitent de la jonction créée par la
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bactérie pour étre transférés ils sont dit « mobilisables » (21). La conjugaison représente
la majorité des transferts horizontaux (22), c’est un mode de transfert relativement rapide
qui ne dure que quelques minutes voire quelques heures lorsque la portion d’ADN a
transférer est de taille importante (lors de transfert d’ADN chromosomique, phénoméne
rare). Ce transfert horizontal est modulé par des paramétres :

- génétiques, en effet deux bactéries donneuses ne conjuguent pas grace aux
systémes d’exclusion d’entrée et d’exclusion de surface qui empéchent la
formation de jonction entre bactéries possédant le méme plasmide (23).

- environnementaux, des mécanismes existent tel que le quorum sensing ou des
molécules de signalisation sont sécrétées dans I'environnement, modifient
I'expression de genes cibles et induisent la conjugaison. Le transfert du plasmide
pCF10 porteur d’'un géne de résistance a la tétracycline est régulé par quorum

sensing (24).

¢) Transformation

La transformation est le mécanisme d’incorporation, dans le génome d’une
bactérie dite « compétente », d’ADN libre provenant de cellules détruites, de particules
virales ou sécrété par des cellules vivantes. La libération de plasmides ou de morceaux
d’ADN chromosomiques stables dans I’environnement peut survenir lors de la lyse de
bactéries par le systeme immunitaire ou par des antibiotiques. Les petits fragments ou
plasmides peuvent rester intact méme apres plus de 4h libres laissant ainsi le temps a la
transformation d’avoir lieu (24). La capacité a incorporer de ’ADN (compétence) de ces
bactéries réside sur I'expression génétique d’'un groupe de protéines permettant la
transformation. Certaines bactéries sont compétentes de maniére continue d’autres
deviennent compétentes pendant un court laps de temps en réponse a un stress
environnemental tel que la baisse de la quantité de ressources dans I'environnement,

'augmentation de la densité de bactéries ou méme la présence d’un antibiotique (25).
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d) Transduction

La transduction est le transfert de génes d’une bactérie a I'autre par I'intermédiaire
d’un bactériophage (virus) qui lors de I'infection de la bactérie peut encapsider ou exciser
des fragments d’ADN de la bactérie par erreur. Ces phages restent infectieux mais
défectifs, leur génome n’encode plus de cycle phagique. lls peuvent toujours injecter leur
matériel génétique dans les bactéries. Lors de l'infection d’une autre bactérie par le
bactériophage défectif, TADN transporté par erreur est injecté au niveau du chromosome
bactérien (ou reste sous forme de plasmide), la transduction est compléete lorsque la
recombinaison est homologue et que le géne inséré est transmis a toute la descendance
de la bactérie. Les bactériophages sont d’importants vecteurs de génes de résistances
aux antibiotiques, une étude récente a montré prés de 77% des patients ayant séjournés
a I'hopital plus de six mois avaient des bactériophages dans leur feces possédant un ou
plusieurs genes de résistances (26), ils permettent un transfert de ces génes sans qu'il

n’y ait de contact entre les bactéries.

3. Effet des antibiotiques a des concentrations sub-inhibitrices

Les mutations et les transferts horizontaux sont a I'origine de la diversification et
du brassage génétique chez les bactéries et permettent également la dispersion des
genes résistances. Les transferts horizontaux peuvent étre induits par des stress
environnementaux dont la présence d’antibiotiques (27). Il a aussi été mis en évidence
que l'utilisation d’antibiotiques a des concentrations sub-inhibitrices, qui sont des
concentrations comprises entre la concentration sélective minimale (28) (CSM?2) et la CMI,
entraine I'émergence de bactéries résistantes. Ces concentrations entrainent I'activation
du systéme de réparation SOS qui augmente la fréquence de mutations des bactéries et
donc la probabilité d’apparition de résistances (29). Ces concentrations méme faibles

peuvent également favoriser le réarrangement des cassettes d’intégrons ou les cassettes

2la CSM est la plus faible concentration en antibiotique qui donne un avantage compétitif aux souches

résistantes en se basant sur leur taux de croissance.
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de génes de résistances sont rapprochées du promoteur (30). La présence
d’antibiotiques en tant que résidus a des concentrations méme faibles dans
'environnement favorise donc I'’émergence de résistance. L’amplification des clones
résistants dépend ensuite des conditions du milieu et du colt biologique de cette

résistance.

B. Sélection des génes de résistance

Dans un inoculum bactérien de taille importante, il existe des mutants
spontanément résistants qui apparaissant aussi bien dans I'’environnement qu’au niveau
des flores commensales. Lors de l'utilisation d’'un antibiotique, on modifie les conditions
du milieu et on applique une pression de sélection sur les bactéries présentes, par un
phénomene de sélection naturelle décrite par Darwin. Les souches sensibles sont moins

avantagées que les souches résistantes qui proliferent alors.

1. Fenétre de sélection

La croissance bactérienne des bactéries sensibles est totalement inhibée lorsque
la concentration de I'antibiotique atteint la CMI tandis que la croissance des bactéries
résistantes continue, elle n’est inhibée que si la concentration de I'antibiotique atteint la
concentration prévenant les mutants (CPM). On appelle fenétre de sélection l'intervalle
entre la CMI et la CPM car il y a sélection des mutants dans cet intervalle de concentration
(11). Les bactéries sensibles étant inhibées, les ressources du milieu deviennent
totalement disponibles aux mutants dont la population croit alors. Le risque de sélection
de résistants est plus élevé lorsque la charge bactérienne initiale est forte car dans ce
cas la probabilité que des mutants soient présents dans I'inoculum bactérien est plus
élevée (31). Ainsi l'utilisation d’'un antibiotique a la posologie indiquée peut entrainer la

sélection de résistances sur des colonies bactériennes denses.
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2. Notion de colt adaptatif

L’avantage conféré par la mutation peut étre quantifié par la valeur sélective (ou
fitness) qui représente la contribution relative d’un génotype aux générations suivantes,
la fitness dépend du milieu, elle est modifiée lorsque les conditions du milieu sont
modifiées. L’apparition d’'une mutation s’accompagne d’un cout adaptatif car I'expression
du géne de résistance constitue une dépense énergétique qui est inutile lorsque
I'antibiotique n’est plus présent dans le milieu. La fithess des mutants baisse donc en
absence d’antibiotiques. Toutefois il a été mis en évidence que méme lors de I'arrét de la
pression de sélection il y a majoritairement maintien des mutants dans le milieu et le
retour a la sensibilité des souches résistantes n’est pas fréquent (32). Le maintien de leur
fitness s’explique par l'existence de mutations compensatoires qui apparaissent
conjointement aux mutations de résistances et qui permettent de réduire le colt de la
résistance, elle peut aussi s’expliquer par I'existence de phénomeéne de régulations des
genes de résistances qui ne sont alors induits qu’en présence de I'antibiotique (33). La
présence de multi-résistances peut aussi étre une raison du maintien d’une fithess élevée
car l'utilisation d’autres antibiotiques ou de désinfectants contribue a la sélection des
mémes bactéries possédant ce géne. Enfin le maintien d’une pression de sélection
constante suite a I'utilisation répétée d’antibiotiques participe au maintien d’une fitness
élevée des bactéries résistantes et a leur pérennité.

Au sein d’'une population humaine, le phénoméne de maintien de bactéries
résistantes est plus complexe car chaque individu peut se contaminer de nouveau au

contact d’'un autre individu ou d’un environnement contaminé.

C. Les principales voies d’exposition de I’homme aux bactéries

résistantes

1. Transmission par contact entre individus

Une voie importante d’exposition de 'homme aux bactéries résistantes est le
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contact avec d’autres individus porteurs de la bactérie, qu’ils soient symptomatiques ou
non. Les bactéries sont principalement manuportées et transmises par contact physique
ou par dépbt sur des surfaces inertes (34). Il peut également y avoir transmission par
gouttelettes ; c’est le cas lors de la colonisation des voies respiratoires par les SARM ou
encore par voie oro-fécale via I'ingestion d’eau ou d’aliments contaminés par des EBLSE
(35). Les infections par des bactéries résistantes étaient traditionnellement liées aux
soins et survenaient principalement dans les hépitaux mais aujourd’hui les infections
acquises dans la communauté sont de plus en plus courantes (36), le contact avec
d’autres personnes mais aussi avec des animaux porteurs de bactéries résistantes

participent a la dissémination des résistances (5).

2. Réservoirs environnementaux

L’environnement est un réservoir de génes de résistances et est désigné comme
une voie importante de transmission de bactéries résistantes. Plusieurs approches sont
possibles afin de permettre la quantification de I'antibiorésistance dans I'environnement,
une approche culturale avec une quantification des bactéries résistantes par comptage
bactérien, une approche par fluorescence ou les bactéries devenues résistantes via
transconjugaisons sont détectées par fluorescence, et une approche moléculaire avec
détection et dénombrement de génes de résistances. Une des méthodes utilisées est
notamment la quantification d’intégrons résistants de classe 1 qui est un bon indicateur
d’antibiorésistance dans I'environnement. De nombreuses études ont montré qu’il y avait
un enrichissement de ces intégrons dans les zones anthropisées (37). On retrouve un
grand nombre de copies de génes de résistance dans les eaux usées, les stations
d’épurations, le fumier, les points d’eau, les sédiments, le sol et méme dans l'air (38). Les
effluents les plus riches en résistances sont les effluents d’hépitaux, d’industries
pharmaceutiques, de zones urbaines, de zones d’aquaculture et de zones d’exploitations
agricoles (39), les effluents bruts (non prétraités) d’hépitaux sont pres de dix fois plus
riches en copies d’intégrons que ceux des effluents bruts urbains. Les stations de

traitement des eaux usées (STEU), dans lesquelles les effluents convergent, sont
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considérées comme des interfaces directes entre ’'homme et I'environnement. L’étude
de la prolifération des résistances au niveau de ces stations est donc de premier intérét.
Les effluents bruts des STEU combinent plusieurs facteurs favorisants le transfert et la
sélection de résistances avec notamment un milieu riche en nutriments, une charge
bactérienne élevée (I'effluent peut contenir jusqu’a 10'2 unités formant colonies (UFC)
par jour et par équivalent habitant3) (37), et un apport continu en bactéries résistantes,
meétaux lourds, désinfectants et en antibiotiques. Une étude sur la composition chimique
des effluents de STEU a démontré que 28% des antibiotiques retrouvés en tant que
résidus avaient une concentration comprise entre la CSM (concentration sélective
minimale) et la CMI (concentration minimale inhibitrice) (40), des concentrations qui sont
propices a I'émergence, au transfert et a la sélection de résistances (l1.A.3). Plusieurs
autres études ont d’ailleurs mesuré chez les entérocoques prélevés dans les stations
d’épuration des taux de résistance élevés (20-44%) a la tétracycline, a I'érythromycine et
aux quinolones. Des taux de résistances similaires (10-40%) ont été mesurés chez les E.
coli pour la tétracycline, les sulfamides et les aminopénicillines (37). Les traitements
successifs de ces effluents au sein des STEU permettent de diminuer la charge
bactérienne de l'ordre de 2 a 3 log mais ne réduisent pas les taux de résistance aux
antibiotiques chez les entérocoques et les bactéries coliformes (41). Une étude réalisée
sur seize STEU de dix pays Européens différents a montré que les effluents traités
contenaient une concentration en génes de résistances plus grande en abondance
absolue que celle mesurée dans I'environnement dans lesquels ils étaient déversés (42).
Toutefois cette concentration reste plus faible dans les effluents traités des STEU que
dans les effluents bruts.

Les STEU produisent des boues et des effluents qui, une fois traités, sont rejetés
dans le milieu naturel, les boues sont en partie épandues sur les cultures, tout comme
une partie du lisier et du fumier des élevages. Les effluents sont rejetés dans
I'environnement (rivieres, etc) mais sont également utilisés pour I'irrigation des cultures,

'abreuvement du bétail et le remplissage de bassins destinés a la baignade.

3 Unité de mesure permettant d'évaluer la capacité d'une station d'épuration. Cette unité de mesure se

base sur la quantité de pollution émise par personne et par jour. (Dictionnaire Environnement)

26



L’environnement est ainsi contaminé par les bactéries résistantes et on les retrouve au
niveau de compartiments récepteurs tels que les eaux de surface, les sédiments et le sol.
Un transfert de bactéries résistantes est possible lors de contacts avec le bétail, et moins
frequemment lors de baignades ou de consommation de crudités (43). Une contamination
chronique des écosystémes aquatiques beaucoup plus marquée a lieu dans les pays en
voie de développement en raison de I'absence ou de la faible efficacité des infrastructures
de traitements des eaux usées et des eaux industrielles. C’est le cas notamment en Inde
et en Chine ou de nombreuses industries pharmaceutiques sont implantées et ou les

réglementations relatives aux rejets dans I’environnement sont plus laxistes (44).

I1l. Impact des traitements antibiotigues sur la flore digestive

commensale

De nombreuses études ont montré que 'antibiothérapie avait un impact sur la flore
digestive commensale, cet impact varie en fonction de la durée de contact, du spectre
d’activité de I'antibiotique et de sa concentration dans le tube digestif. La fraction de la
molécule retrouvée au niveau du tube digestif dépend de sa voie d’administration mais
également de sa pharmacocinétique (absorption, distribution, excrétion, élimination). En
effet lors de la distribution de I'antibiotique dans I'organisme une partie peut étre sécrétée
au niveau de la muqueuse digestive y compris apres une voie parentérale. Le contact
avec le microbiote intestinal peut avoir lieu lorsque I'excrétion de I'antibiotique se fait par
voie biliaire et que celui-ci est toujours sous sa forme active. Lorsque I'administration se
fait par voie orale, c’est toute la fraction non absorbée a qui se retrouve dans la lumiére
du tube digestif et qui peut modifier le microbiote. Cependant, dans la lumiére du tube
digestif, la totalité de I'antibiotique ne reste pas sous forme libre et active. L’antibiotique
peut subir une dénaturation a cause des conditions du milieu (pH, enzymes,..) ou se lier
au contenu digestif ce qui empéche son activité sur les bactéries Seule la fraction libre et
active peut avoir un effet sur la flore commensale.
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A. Composition de la flore digestive humaine

La flore digestive commensale est un ensemble de micro-organismes (bactéries,
virus, champignons non pathogénes) présents dans l'organisme et favorisant son
fonctionnement. La flore intestinale bactérienne est en symbiose avec I'héte, elle apporte
des enzymes non codées par le génome de I'h6te qui permettent un apport en nutriments
indispensables a son fonctionnement tout en utilisant les ressources disponibles pour leur
croissance. La flore digestive commensale est constituée de prés de 104 bactéries
appartenant a prés de mille espéces différentes, les deux phyla de bactéries
prédominantes sont les Firmicutes qui sont des bactéries anaérobies a Gram positif et
les Bacteroidetes qui sont a Gram négatif et €galement anaérobies (45). On retrouve en
plus petites proportions des Protéobactéries (Entérobactéries, Desulfovibrio,
Akkermansia), des Actinobactéries (Bifidobactéries) et des Archebactéries
(Méthanobrevibacter, Méthanogenesis). L’ensemble de ces micro-organismes et leurs
genes constituent le microbiome. Parmi ces bactéries seulement une trés faible partie est

cultivable.

B. Effets indésirables des antibiotiques sur la flore digestive

commensale

L’action antibiotique sur la flore digestive peut-étre recherchée, c'est le cas lors
d’antibioprophylaxie dans le cadre de chirurgies digestives ou encore lors d’infections
digestives (46), mais elle peut également étre indésirable. C’est le cas lorsque la flore
digestive commensale subit I'action antibiotique alors que la cible n’est pas dans le
tractus digestif. La flore peut alors étre déséquilibrée avec une réduction de la diversité
des espéces bactériennes, parfois une disparition d’especes commensales et une
prédominance d’espéeces pathogénes (47). L’action des antibiotiques sur les bactéries
digestives peut également mener a la sélection de bactéries résistantes qui seront

ensuite déversées dans I'environnement.
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1. Voies d’entrées des antibiotiques dans le tube digestif

Les antibiotiques ne sont pas distribués et excrétés de maniére homogéne dans
la lumiére du tube digestif. Leur présence résulte principalement de I'administration par
voie orale, de leur possible excrétion par voie biliaire et/ou de leur diffusion passive a
travers la muqueuse digestive.

Le passage par diffusion passive des antibiotiques dépend de leur concentration
dans le sang, de leur lipophilie ainsi que de leurs liaisons aux protéines plasmatiques.

Il existe deux voies principales d’excrétion des antibiotiques : I'excrétion urinaire
et I'excrétion biliaire, cette derniére est plus importante chez les composés lipophiles a
savoir les tétracyclines, les macrolides et apparentés, les fluoroquinolones, et le
métronidazole (48). Lors d’administration de tétracyclines, on retrouve une concentration
biliaire dix a quinze fois supérieure a celles mesurées dans le sérum. De méme, lors
d’utilisation de macrolides, leur concentration biliaire peut étre jusqu’a quarante fois plus
élevée que leur concentration sérique et leur excrétion se fait sous forme active (49). Une
excrétion biliaire faible est également possible pour les composés amphotéres
appartenant a la famille des B-lactamines tels que I'amoxicilline ou I'ampicilline mais aussi
de maniére plus importante pour certaines céphalosporines (parmi les plus utilisées :
cefadroxil, cefamandole, cefoxitin, cefotaxime, ceftriaxone) (49).

L’utilisation d’antibiotique par voie orale expose la flore digestive de maniére
directe, les antibiotiques avec une faible biodisponibilité sont ceux retrouvés en plus
fortes concentrations dans la lumiere du tube digestif. Les fluoroquinolones, les
sulfamides, les imidazolés, ainsi que les tétracyclines sont des composés ayant une
excellente biodisponibilité par voie orale, mis a part les composés ayant une forte
excrétion biliaire (cyclines et quinolones) (50), ils sont peu concentrés dans la lumiére du
tube digestif lors de leur prise orale. Les macrolides et les lincosamines sont des
composés ayant une biodisponibilité orale moyenne (30-80%) et variable selon la prise
alimentaire. La lincomycine par exemple a une faible biodisponibilité orale (30%) et celle-

ci peut étre réduite de 50% lorsque l'individu n’est pas a jeun, ainsi plus de 70% de la
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molécule se retrouve directement en contact de la flore digestive commensale sans
compter la fraction de la molécule qui a été absorbée et qui est excrétée par voie biliaire
dans le tube digestif. Parmi les p-lactamines la biodisponibilité orale est variable, celles
des céphalosporines orales (entre 85-90%) est meilleure que celle des pénicillines A (70%
pour 'amoxicilline) elle-méme meilleure que celle des pénicilines M (70% pour la
cloxacilline, 41% pour 'oxacilline). Des réévaluations des voies d’administrations des
antibiotiques sont régulierement effectuées en France par I’Agence nationale de sécurité
du médicament (ANSM) afin d’améliorer le schéma thérapeutique et réduire I'apparition
de résistances. Une des actions a notamment mené a l'arrét de 'AMM des spécialités
contenant de I'oxacilline administrés par voie orale. En effet la trés faible biodisponibilité
orale de cette molécule exposait les individus l'utilisant a des concentrations sub-
inhibitrices favorisant ainsi 'émergence de résistance parmi les bactéries pathogénes.

Des concentrations élevées d’antibiotiques peuvent atteindre la lumiére du tube
digestif mais seulement une partie reste sous forme active, en effet les antibiotiques
peuvent se lier au contenu digestif ou encore étre détruits par les conditions du milieu et
ainsi devenir inactif.

2. Dysbioses

La flore commensale, en plus de faciliter I'absorption des nutriments, participe a la
maturation du tube digestif et au développement du systéme immunitaire, elle constitue
d’ailleurs elle-méme une barriere aux bactéries pathogénes (51). En effet, le microbiote
assure, grace a de nombreux mécanismes (48) (compétition métabolique, systémes
antibactériens, stimulation des mécanismes de défense épithéliaux), une protection a
l'invasion et a la colonisation du tube digestif par des micro-organismes pathogénes. Lors
d’'une exposition aux antibiotiques, un désordre de la flore commensale peut survenir se
traduisant par une modification de la composition et de la quantité de celle-ci, la barriére
gu’elle constitue est alors rompue et les risques de colonisation par des bactéries
pathogénes comme Clostridium difficile, des Escherichia coli pathogénes ou
Enteroccoccus faecium augmentent (52)(53), c’est ce qu'on appelle la dysbiose

intestinale. Elle se traduit généralement par une diarrhée, des ballonnements, des
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douleurs intestinales et gastriques, ce sont d’ailleurs les effets secondaires principaux
des tétracyclines et des macrolides.

Les variations interindividuelles de la composition de la flore commensale
auxquelles s’ajoutent des facteurs extérieurs tel que I'alimentation ou le stress rendent
les études sur I'impact des antibiotiques compliquées puisque la flore initiale avant
traitement n’est jamais exactement la méme. Lors d’études cliniques, le suivi chez un
méme patient de I'évolution de la flore au cours du traitement permet de s’affranchir du
souci de variabilité interindividuelle. En se basant sur ces études, on peut voir que lors
d’antibiothérapie orale avec des macrolides et des macrolides apparentés, on observe
des changements importants de la composition de la flore commensale pendant le
traitement qui peuvent s’expliquer par leur mode d’excrétion qui est majoritairement
biliaire. On observe une diminution forte du nombre d’entérocoques et d’entérobactéries
lors de traitement par des macrolides tandis qu’il est augmenté lors de traitement par des
lincosamines. Le nombre d’anaérobies diminue significativement avec les macrolides et
les lincosamines avec notamment les clostridies, les lactobacilles et les Bacteroides qui
deviennent indétectables (52). On observe également lors de traitement avec la
clindamycine et I'’érythromycine une colonisation par C. difficile suite a la perturbation de
la flore anaérobie (54). L'utilisation d’amoxicilline orale conduit lui a une augmentation
significative de Bacteroides, d’entérobactéries et de bacilles a Gram positif dans le tube
digestif. On observe également une colonisation par Candida albicans (52) chez certains
individus. Lors de traitements oraux ou par voies parentérales avec des céphalosporines,
on observe une augmentation des entérocoques et une diminution forte en
entérobactéries (supérieure a 4log10 UFC/g de féces). La colonisation par C. difficile est
également tres fréquente. Une diminution forte des bacilles a Gram négatif aérobies du
tube digestif associée a une diminution modérée des entérocoques est également
observée lors d’antibiothérapie avec des quinolones. L'’utilisation de tétracyclines mene
a une élévation du nombre de Bacteroides qui augmente lorsque la dose administrée de
tétracyclines augmente (55). Toutefois de maniére générale, les études sur I'effet des
tétracyclines ont montré que les modifications du microbiote étaient principalement

qualitatives (augmentation de génes de résistances parmi les bactéries présentes) plutét

31



que quantitatives (modification de la proportion des espéces de la flore commensale) (56).
Malgré les perturbations de la flore liées aux traitements antibiotiques, la fonction
digestive n’est que peu modifiée et elle est considérée comme « normale » pour la
majorité des individus ayant fait I'objet du traitement (57). Aprés traitement antibiotique il
y a, dans la majorité des cas, un retour a la composition initiale la flore bactérienne
commensale dans les quatre semaines apres la fin du traitement. Ce retour a la normale
peut prendre jusqu’a six mois pour certaines especes bactériennes (57). Toutefois ces
perturbations peuvent dans certains cas persister au-dela de six mois aprés traitement.
Il a par exemple été démontré que l'antibiothérapie avec de la clindamycine pouvait
induire des perturbations sur les Bacteroides pouvant persister jusqu’a deux ans apreés le
traitement (54). Un impact a long-terme a également été mis en évidence lors
d’antibiothérapie avec de I'amoxicilline et de la cefpodoxime administrées par voie orale
(48).
Ces modifications quantitatives de la flore commensale peuvent se traduire cliniquement
par de la diarrhée, elles apparaissent chez 5 a 35 % des individus faisant I'objet d’'un
traitement antibiotique. Toutefois ces modifications quantitatives s’accompagnent
é€galement de modifications génomiques avec une émergence et une sélection de génes

de résistances dans la flore digestive.

3. Résistances

Lors d’une antibiothérapie, lorsqu’une partie de I'antibiotique passe dans la lumiére
intestinale, une pression de sélection s’applique sur les bactéries commensales
intestinales. Or, les bactéries commensales qui sont trés nombreuses constituent un
réservoir de genes de résistances. Plusieurs études ont montré la présence de bactéries
commensales résistantes chez des enfants n’ayant jamais utilisé d’antibiotiques, des
adultes vivants dans des villages éloignés et étant peu en contact avec les antibiotiques
ou encore des adultes en bonne santé n’ayant jamais utilisé d’antibiotiques (58). Les
genes de résistances prédominants parmi ceux présents dans le résistome de la flore

commensale intestinale sont ceux conférant une résistance aux tétracyclines, aux
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macrolides et aux B -lactamines (53). Ces genes sont principalement portés par
Enterococcus spp., Staphylococcus spp., Klebsiella spp., Strepfococcus spp., et
Escherichia spp.(58) En présence d’antibiotiques, les bactéries porteuses de genes de
résistances peuvent étre sélectionnées et se multiplier. La résistance peut aussi se
disséminer par transfert de génes de résistances qui a lieu majoritairement par
conjugaison en ce qui concerne les génes codant pour les B-lactamases. De plus, comme
vu préceédemment, les antibiotiques perturbent la flore commensale ce qui facilite la
colonisation du tube digestif par des bactéries pathogénes qui sont elles-mémes
susceptibles de devenir résistantes par acquisition de génes de résistance. Une étude a
notamment montré que le risque de colonisation de lintestin de souris par des
entérocoques résistants a la vancomycine était augmenté lorsqu’elles recevaient un
traitement antibiotique (59).

A Tarrét du traitement antibiotique, la pression de sélection disparait, les souches
résistantes présentent alors une fitness plus faible que les autres souches mais des
mutations compensatoires peuvent apparaitre permettant ainsi de maintenir la
compétitivité de ces souches. Ainsi les souches résistantes peuvent subsister dans le
tube digestif méme aprés la fin du traitement. Plusieurs études ont montré le maintien de
souches résistantes aux macrolides jusqu’a deux ans aprés la fin du traitement a la
clindamycine ou jusqu’a quatre ans aprés traitement a la clarithromycine. Une étude a
également montrée le maintien de souches résistantes a I'ampicilline jusqu’a un an aprés
la fin du traitement (60). Un traitement antibiotique peut donc mener au portage de
bactéries résistantes par un individu méme plusieurs années aprés son arrét et conduire
a la dispersion de ces bactéries dans I'environnement. Les bactéries commensales
résistantes peuvent ensuite étre transmises entre individus ou entre 'homme et I'animal

par contact ou par I'environnement
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IV. Description de I’association de molécules et objectif de

I’étude

Cette étude s’inscrit dans le cadre du projet CO-ACTION qui est I'un des quatre-
vingt-dix-neuf projets financés par la Joint Programming Initiative on Antimicrobial
Resistance (JPIAMR). Ce projet vise a développer de nouvelles combinaisons de
molécules afin de faire face aux échecs thérapeutiques auxquels sont confrontés les
professionnels de la santé lors d’infection par des bactéries multi-résistantes. Une des
pistes de travail est de ré-évaluer l'intérét d’antibiotiques négligés ou abandonnés de six
différentes classes (dont la polymyxine B) dans le traitement des infections multi-
résistantes. Dans ce projet, des combinaisons d’antibiotiques « anciens » avec des
antibiotiques couramment utilisés et des molécules non antibiotiques ont été évaluées.
Un grand nombre de combinaisons ont été testées in vitro sur des isolats bactériens
résistants, les combinaisons les plus prometteuses ont ensuite été sélectionnées et
testées in vivo sur des modéeles animaux ou la pharmacocinétique et la
pharmacodynamie de [Iassociation étaient étudiées. L’émergence de bactéries
résistantes a ces molécules en cours de traitement a également été recherchée en
évaluant leur impact sur le microbiote intestinal, c’est sur cette partie que porte notre

étude.

A. Préalable

1. Bactéries ciblées et choix de la thérapie combinée

Face au manque de traitements efficaces lors d’infection par des BMR, ce
programme cible des BMR a Gram-négatif affectant les voies respiratoires telles que
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae et Acinetobacter baumannii. Ce sont
des bactéries opportunistes responsables d’infections nosocomiales associées a un taux

de mortalité élevé, il peut aller jusqu’a 50 % lors d’infection pulmonaires causées par
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P.aeruginosa (61) et jusqu’a 69% lors de septicémies causées par K. pneumoniae (62).
Elles sont connues pour étre résistantes a un large panel d’antibiotiques dont les
carbapénémes et sont classées par 'OMS dans le groupe le plus critique des agents
pathogenes prioritaires contre lesquels il est urgent de développer de nouveaux
antibiotiques.

Lors d’infection par ces bactéries, la prescription de combinaison d’antibiotiques
est préconisée pour les patients en état critique. En effet, la thérapie combinée permet
d’élargir le spectre antibactérien ce qui augmente la probabilité d’avoir une activité contre
la bactérie (63). Lorsque I'association est synergique, elle permet aussi d’augmenter
I'activité antibactérienne (64). Certaines études ont également montré que I'utilisation de
combinaisons d’antibiotiques empéchait ou retardait I'émergence de résistance au niveau
du site infectieux, en effet la probabilité de la présence de mutants résistants aux deux
antimicrobiens a la fois est plus faible que celle de la présence de mutants résistants a
un seul antibiotique (a condition que les mécanismes de résistances soient distincts) (65).
De plus I'effet synergique peut augmenter 'efficacité du traitement et permettre de réduire
la taille de linoculum bactérien plus rapidement, ce qui réduit aussi la probabilité
d’acquisition de résistances en cours de traitement (66). Toutefois, cet effet est a double
tranchant ; une efficacité accrue entraine une plus forte pression de sélection sur la
population bactérienne pathogéne et favorise le développement des mutants par rapport
aux souches sauvages (67). La population de mutants croit alors plus rapidement et le
traitement peut étre le point de départ d’'une multirésistance si ces mutants persistent.

Le recours a cette thérapie reste cependant indispensable chez les patients dont
le pronostic vital est engagé, plusieurs études ont montré que ce traitement permettait
d’augmenter les chances de survie. Une étude clinique a montré que les individus en état
critique infectés par P. aeruginosa avaient un taux de survie de 53% avec un traitement
combinant plusieurs antibiotiques contre seulement 8% avec une monothérapie (61). Le
taux de survie est également plus élevé chez les patients en état critique atteint par K.

pneumoniae ayant recu une thérapie combinée.
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2. Développement de combinaisons de molécules CO-ACTION

Le projet CO-ACTION a été découpé en six workpackages dans le but de
rechercher les associations de molécules les plus prometteuses. Au cours de la premiére
étape, plusieurs combinaisons d‘antibiotiques couramment utilisés avec des antibiotiques
négligés/abandonnés ou avec des molécules non-antibiotiques ont été sélectionnées a
partir d’essais en checkerboards évaluant I'efficacité antimicrobienne. Des souches de P.
aeruginosa et de K. pneumoniae multi-résistantes ont été exposées aux combinaisons et
seules les combinaisons les plus efficaces ont été sélectionnées. La deuxieme étape
consistait a mieux caractériser I'activité extracellulaire des combinaisons sélectionnées
in vitro. Durant cette étape des courbes de bactéricidies avec des concentrations
statiques ou fluctuantes d’antibiotiques ainsi que des séquencages génomiques destinés
a détecter d’éventuelles émergences de résistance ont été réalisés. L’activité
intracellulaire des combinaisons d’antibiotiques sur des cellules infectées par les
bactéries a été étudiée in vitro au cours de la troisieme étape. La quatrieme étape
comparait I'activité des combinaisons antibiotiques chez cinqg modéles animaux différents.
La pharmacocinétique des combinaisons de molécules dans différentes matrices
organiques telles que le plasma, les feces ou le liquide de lavage broncho-alvéolaire a
été étudiée chez le rat. Les effets des combinaisons et la distribution des molécules dans
les tissus au cours du temps ont été étudiés chez des souris et des rats neutropéniques
avec des infections au niveau des cuisses ou des poumons. On s’est ensuite appuyé sur
un modéle porcin pour d’étudier 'impact de la combinaison d’antibiotiques sur la sélection
de résistance dans leur flore commensale, a I'aide de cultures bactériennes mais
également par séquengage génomique, c’est sur ce dernier modele que notre étude
repose. La cinquiéme étape consistait a la mise en place d’'un modele pharmacocinétique
et pharmacodynamique de la combinaison. La sixieme et derniére étape repose sur la
mise en place de simulations permettant de prédire I'efficacité du médicament sur les
patients et de déterminer les doses et les schémas thérapeutiques optimums.

L’association de polymyxine B avec treize antibiotiques différents contre des

souches de K.pneumoniae multirésistantes a été explorée (68). Parmi les combinaisons
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les plus prometteuses, I'association polymyxine B/ minocycline a été sélectionnée. Un
effet synergique a été observé lors de l'association de ces molécules ou I'effet de la

minocycline a été amplifié par I'ajout de polymyxine B (69).

3. Dose et voie d’administration

Cette association de molécules est destinée au traitement de patients en état
critique, 'administration du médicament se fait donc par voie intraveineuse par le biais
d’'un cathéter. La dose de minocycline administrée par voie IV aux patients adultes dans
le cadre du traitement d’une infection causée par un pathogéne multi résistant est de
200mg/j le premier jour soit pour un homme de 70kg environ 3mg/kg, puis 100mg toutes
les 12h (70). Concernant la polymyxine B une dose de charge de 2 a 2,5 mg/kg IV est
recommandée le premier jour du traitement suivie une d’administration de 1,25mg/kg
toutes les 12h (71).

B. Propriétés des deux antibiotiques utilisés : la minocycline

et la polymixine B

1. Minocycline

La minocycline est un antibiotique appartenant a la famille des tétracyclines de
deuxieéme génération, elle a été mise sur le marché pour la premiére fois en 1972 en tant
que traitement des Iésions causées par I'acné vulgaris (72). Elle est aujourd’hui indiquée
dans le traitement de certaines infections dont les germes sont sensibles et lorsqu’aucun

autre antibiotique n’est approprié.

a. Mode d’action et structure chimique

Les tétracyclines sont des inhibiteurs de la synthése protéique qui ont une activité
bactériostatique. La minocycline, dont la structure chimique est représentée sur la Figure
1, est une molécule lipophile. Elle entre dans la cellule bactérienne par diffusion passive

a travers la bicouche lipidique puis traverse la membrane cytoplasmique par transport
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actif, elle se fixe ensuite sur la sous unité 30S des ribosomes empéchant ainsi la fixation
de I'amino-acyl-ARNt stoppant ainsi la phase d’élongation de la synthése protéique, la

phase de traduction est alors stoppée (73).

OH O OH O O

Figure 1 . Représentation de la structure chimique de /a minocycline

La minocycline est un analogue de la tetracycline avec un groupe dimethylamine
en position 7 et sans les groupes méthyle et hydroxyle en position 5. Ces particularités
lui conférent une meilleure liposolubilité ce qui rend sa diffusion tissulaire et cellulaire et
son temps de demi-vie plus élevés que ceux de la tétracycline (70). Du fait de sa lipophilie,
la minocycline est majoritairement éliminée par voie biliaire, 20 a 35% d’'une dose de
minocycline administrée par voie orale est retrouvé dans les feces, 8 a 12% dans les

urines et le reste est éliminé sous forme de métabolites (74).

b. Spectre d’activité

La minocycline est un antibiotique a large spectre agissant sur des bactéries
aérobies et anaérobies, a Gram positif et négatif ainsi que sur les bactéries intracellulaires

du genre Chlamydia spp. Rickeltsia spp, et Mycoplasma pneumoniae.

38



c. Effets indésirables

Parmi les effets secondaires, les troubles vestibulaires (étourdissements, pertes
d’équilibres) sont retrouvés le plus fréquemment lors de prise de minocycline orale.
L’utilisation prolongée de ce médicament (comme c’était le cas pour le traitement de
'acné) est associé a I'apparition de lupus érythémateux disséminé (75) et d’hépatite auto-

immune d’origine médicamenteuse dans de rare cas.

d. Mécanismes de résistances aux tétracyclines

Les tétracyclines sont des molécules antibiotiques apparues sur le marché dans
les années cinquante (4). Leur spectre large et leur faible colt leur a valu d’étre largement
utilisées pour des infections variées. Dés la fin des années soixante, la premiére bactérie
résistante aux tétracyclines Shigella dysenteriae a été isolée. Suite a 'augmentation de
variants résistants, l'utilisation des tétracyclines a légérement déclinée (76). Les
meécanismes de résistances aux tétracyclines sont variés et sont induits par de nombreux
genes de résistance, prés de trente-huit ont déja été identifiés (4). On peut les classer en
trois groupes principaux, les génes codant pour une pompe a efflux, les génes codant
pour une protéine protégeant la sous unité ribosomique 30S et les génes codant pour
une enzyme inactivant les tétracyclines. D’autres mécanismes existent.

Les pompes permettent d’expulser les tétracyclines vers I'extérieur de la cellule
par transport actif (50) empéchant ainsi leur accumulation dans la bactérie. Pres de vingt-
six génes codent pour ce mécanisme, on les retrouve aussi bien chez les bactéries a
Gram positif que chez celles a Gram négatifs (37). lls sont localisés sur des éléments
génétiques mobiles comme c’est le cas pour les génes tet (A,B,C,D,G,H,Y,Z,31,33,39)
qui se situent au niveau d’un plasmide ou d’un transposon mais ils peuvent également
se situer au niveau du chromosome bactérien. La plupart des pompes a efflux codées
par ces genes conférent une résistance a la tétracycline et a la doxycyline mais pas

toujours a la minocycline et a la tigécycline (73). En effet, seules les bactéries exprimant
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le géne tet(B) sont résistantes a la minocycline mais pas aux glycylcyclines. La tigécycline
reste cependant sensible a I'efflux par des pompes a large spectre d’antibiotiques tel que
MexXY-OprM qui confére également une résistance aux aminosides, au chloramphénicol
et aux macrolides aux bactéries la possédant (77).

Avec le mécanisme des pompes a efflux, le mécanisme de protection du ribosome
est 'un des plus répandus. Parmi les onze différents génes codant pour une protéine de
protection, les génes tet(M) et tet(O) sont les plus répandus, ils ont été détectés
respectivement dans vingt-quatre et huit genres bactériens différents. La protéine qu’ils
codent s’apparente a une GTPase qui se lie au ribosome et brise la liaison tétracycline-
ribosome lorsqu’elle hydrolyse le GTP (76). Ce mécanisme confere une résistance aux
tétracyclines de 1¢ére génération (tétracycline, oxytétracycline, chloretétracycline, 6-
demethylchloretétracycline) et de 2éme génération (doxycycline et minocycline) mais pas
aux tétracyclines de troisiéme génération (tigécycline) qui ont une meilleure affinité avec
le ribosome (77).

Le troisitme mécanisme est le moins répandu, il correspond a l'inactivation
enzymatique des tétracyclines. Seuls trois génes ont été identifiés dont le géne tet(X) qui
code une enzyme hydroxylant les tétracyclines en présence d’oxygene, la tigécycline y
compris. |l est localisé sur deux transposons qui portent également un géne de résistance

a I'érythromycine (73).

2. Polymyxine B

La polymyxine B est un antibiotique de la famille des polypeptides tout comme la
colistine, elle a été découverte au cours des années quarante (78) puis utilisée des
années cinquante aux années quatre-vingt. Elle a ensuite été délaissée pour revenir peu
a peu sur le marché au début des années deux mille suite a ’émergence de bactéries
multi-résistantes (79). Elle peut étre utilisée par voie parentérale ou sous formes locales
(instillations auriculaires, oculaires, ovules vaginaux, pommades) et endosse aujourd’hui

un role de thérapie de sauvetage lors d’infection a bactéries a Gram négatif multi-
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résistantes (80).

a) Mode d’action et structure chimique

La polymyxine B agit sur la membrane externe des bactéries a Gram négatif, elle a des
propriétés bactéricides et elle est souvent utilisée en association avec d’autres
antibiotiques. La molécule de polymyxine B se compose d’'une chaine cyclique et d’'une
chaine linéaire en partie lipophile (Figure 2). Les groupements amines chargés
positivement et portés par la partie cyclique de la polymyxine B interagissent avec les
groupements phosphates des lipides A qui sont eux chargés négativement. Des liaisons
électrostatiques sont alors formées entre les lipides A qui composent les
lipopolysaccharides (LPS) et la polymyxine B. La partie lipophile de la polymyxine B
s’insere ensuite dans la membrane externe ce qui déstabilise les LPS, la perméabilité

membranaire est alors augmentée et il s’en suit une lyse bactérienne (78).

A

Figure 2 : Structure chimique de la polymyxine B

b) Spectre d’activité

Les polymyxines agissent seulement sur les bacilles a Gram négatif dont les
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Entérobactéries avec Klebsiella spp et E. coli. Malgré la grand nombre de souches multi-
résistantes parmi les bactéries a Gram négatif, la polymyxine reste active sur la majorité
des isolats de P. aeruginosa, A. baumannii et K. pneumoniae (81) et c’est I'un de ses
intéréts principaux. Les bactéries a Gram positif sont naturellement résistantes aux

polymyxines tout comme les bactéries anaérobies et les coques a Gram négatif (82).

c) Effets indésirables

La polymyxine B est caractérisée par une faible absorption orale et également par
sa néphrotoxicité, elle a donc été longtemps réservée a des usages locaux via des
topiques et des aérosols. Sa néphrotoxicité résulte de son action sur les membranes des
cellules tubulaires rénales, elle augmente la perméabilité membranaire ce qui induit un
appel d’ions et d’eau vers la cellule qui finit par se lyser (83). De plus, plusieurs études
ont montré que lors de son excrétion, la polymyxine B persistait prés de 48h dans les
tissus rénaux avant d’étre excrétée. Cette forte affinité pour les tissus rénaux pourrait

avoir un lien avec sa néphrotoxicité (84).

d) Mécanismes de résistances aux polypeptides

La plupart des mécanismes de résistances bactériennes a la polymyxine B
reposent sur la modification de leur capacité a se lier a la membrane externe des
bactéries. La modification de la structure chimique du LPS est 'un des mécanismes les
plus fréequemment retrouvés, chez les souches résistantes de P. aeruginosa, A baumannii
et K. pneumoniae. Des groupements chargés positivement sont portés par le lipide A,
'ajout de charges positives sur les lipides A empéchent la formation de liaisons
électrostatiques avec la polymyxine B elle aussi chargés positivement (81). Ce sont les
genes pmrA et pmrB ainsi que phoP et phoQ qui régulent les modifications structurales
du lipide A (79). Leur expression agit sur les promoteurs d’autres génes qui vont coder
pour des protéines qui provoquent la déacylation du lipide A, sa phosphorylation ou
encore l'ajout de chaines 4-amine-4-deoxy-L-arabinose dessus, cette derniere
modification étant la plus fréquente. Quelques études ont également montré I'implication
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de pompes a efflux dans la résistance bactérienne aux polymyxines notamment avec
celles codées par le gene acrB retrouvé chez des souches de K. pneumoniae et E. coli
résistantes (81)(82).

C. Objectif de I’étude

L’objectif de cette étude est d’évaluer I'impact d’administrations de polymyxine B et
de minocycline par voie intraveineuse une fois par jour pendant cinq jours sur la sélection
et la dissémination de la résistance dans la flore digestive du porc, une espéce modele
pour ’lhomme. Deux doses différentes de minocycline ont été administrées (une dose
forte et une dose faible) a deux groupes de porcs pour mimer I’exposition plasmatique
chez 'Homme, un groupe témoin ne recevait pas d’antibiotique. Afin de déterminer
'émergence ou la sélection de la résistance dans la flore digestive, des souches
d’entérobactéries étaient isolées dans les feces de porcs avant, pendant et aprés la
période de traitement. Deux milieux d’ensemencements différents ont été utilisés, 'un
permettant la croissance de toutes les entérobactéries et I'autre permettant uniquement
la croissance d’entérobactéries résistantes. On a ainsi pu déterminer le nombre
d’entérobactéries en UFC/g de féces et la proportion d’entérobactéries résistantes a la
minocycline avant, pendant et apres le traitement antibiotique.

L’étude a eu lieu a 'ENVT dans l'unité mixte de recherche InTheres (Innovations
Thérapeutiques et Résistances) qui est une unité pluridisciplinaire dont les recherches
en antibiothérapie sont axées sur :

- L’optimisation des posologies des anti-infectieux chez ’'Homme afin de réduire leur
usage en se basant sur des études pharmacocinétiques et des modélisations
pharmacologiques. Des études visant a réduire et optimiser leur utilisation chez
les animaux d’élevage sont également menées.

- L’impact des traitements antibiotiques sur le microbiote intestinal.

C’est dans ce dernier axe de recherches que s’inscrit notre étude.

L’étude a débutée en avril 2019 dans le cadre d’un projet international financé par la
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Joint Progam Initiative on Antimicrobial Resistance. Les manipulations ont fait suite a
une expérience pilote (phase 1), elles ont ensuite été découpées en deux phases
(phase 2 et 3) durant lesquelles exactement le méme protocole a été suivi. Seuls les

animaux et la période de I'année ont varié lors de ces deux phases.

V. Matériel et méthodes

A. Protocole

1. Plan expérimental

L’expérimentation s’est déroulée en trois phases, la premiere étant la phase pilote,
avec a chaque fois douze porcs d’environ 35jours. Ces porcelets provenaient du Gaec
de Calvignac 82300 St Vincent et pesaient environ 12kg a leur arrivée. lls n’avaient jamais
recu de traitements antibiotiques et étaient déja sevrés. A leur arrivée, les porcs ont été
placés dans des boxs individuels, une acclimatation de quatre jours avant le début de la
manipulation a été respectée. lls ont été nourris et abreuvés a volonté avec des
nourrisseurs individuels et ont été euthanasiés a la fin de I'expérimentation.

La minocycline a été administrée par voie intraveineuse pendant cinq jours
consécutifs (de J1 a J5) par le biais d’un cathéter inséré dans la veine jugulaire. Les porcs
ont été séparés en trois lots de quatre porcs chacun, un groupe témoin ne recevant pas
d’antibiotique, un groupe « Low Dose » ou LD recevant une dose faible de minocycline
fixée a 8mg/kg et enfin un groupe « High Dose » ou HD recevant une forte dose de
minocycline fixée a 16mg/kg. Lors de I'expérience pilote, les lots LD et HD recevaient, en
méme temps que la minocycline, de la polymyxine a 3mg/kg par voie intraveineuse. La
polymyxine n’a été administrée que lors de cette phase pilote, lors des phases 2 et 3
seule la minocycline était administrée du fait de la faible élimination de la polymyxine B

par voie biliaire. Une manipulation préalable a permis de s’assurer que I'exposition a la
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minocycline était la méme avec et sans administration de polymyxine B.

2. Modalités d’analyses microbiologiques des échantillons

a) Choix du milieu d’ensemencement

Le milieu Mac Conkey est un milieu sélectif et différentiel qui permet 'isolement
d’especes bactériennes bacillaires a Gram négatif non exigeantes, a savoir les espéeces
appartenant a I'ordre des Enterobacterales et du genre Pseudomonas. Ce milieu contient
du cristal violet qui inhibe le développement des coques a Gram positif et des sels biliaires
qui inhibent les bactéries non entériques. Les colonies de bactéries qui fermentent le
lactose telles qu’E. coli, Enterobacter spp., et Klebsiella spp. apparaissent rose a rouge

vif. Les bactéries qui ne fermentent pas le lactose apparaissent incolores (Tableau 2).

Tableau 2 : Bactéries dont la croissance est permise sur gélose Mac Conkey

Enterobacter aerogenes +++ Rose a rouge
Escherichia coli +++ Rose a rouge
Proteus vulgaris +++ incolore
Salmonella enteritidis +++ incolore
Salmonella typhi +++ incolore
Shigella flexneri +++ incolore
Streptococcus pneumoniae +++

Enterococcus faecalis + Incolore a rose

Source . Fiche technique Mac Conkey Millipore®

Ce milieu sélectif des entérobactéries a été choisi car ce sont des bactéries
sentinelles du développement de résistances. En effet le systéeme mondial de surveillance

de la résistance aux antimicrobiens (GLASS) a désigné, lors de prélévements de type
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fécaux, des entérobactéries et notamment Shigella spp et Salmonella spp. comme agents
pathogenes prioritaires pour la surveillance (85). Concernant les agents commensaux,
'OMS a également désigné E. coli et Enferococcus spp. en tant qu’organismes
indicateurs d’antibiorésistance (86), leur niveau de sensibilité rend compte de la pression
de sélection appliquée par les antibiotiques. E. coli est une bactérie de grand intérét, elle
fait partie des programmes de surveillance a la fois humain et animal et elle est également

utilisée en tant qu’indicateur environnemental de pollutions fécales.

b) Choix de la concentration en minocycline

La concentration en minocycline dans les milieux de culture Mac Conkey
supplémentés en minocycline a été sélectionnée afin que seules les souches résistantes
puissent s’y développer. Pour déterminer une telle concentration, nous nous sommes
appuyés sur la bibliographie et notamment des ECOFFs (epidemiological cut-off) fournies
par TEUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) et le CLSI
(Clinical Laboratory Standards Institute). Les ECOFFs sont déterminés a partir d’études
épidémiologiques regroupant un grand nombre de données de CMI provenant d’études
internationales et de programmes de surveillances. Les souches bactériennes ayant une
CMI inférieure a FTECOFF sont dites sauvages : ce sont des organismes dépourvus de
résistances acquises phénotypiquement détectables.

Les données fournies par TEUCAST (Tableau 3) permettent de conclure que les souches
sauvages d’E. coline se développent plus a des concentrations supérieures a 4mg/L de
minocycline. Pour Klebsiella spp. et Enferobacter cloacae, |a valeur de 'lECOFF est plus
élevée avec respectivement 8 et de 16 mg/L. Ainsi en choisissant une concentration en
minocycline supérieure ou égale a 8mg/L on s’assure que seules les souches d’E. coli et
de Klebsiella spp. non sauvages peuvent s’y développer. Par contre, les souches
d’ Enterobacter spp. sauvages (et non sauvages) pourront toujours se développer. A cette

concentration, la probabilité que des souches sauvages se développent reste élevée.
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Tableau 3 : ECOFFs et TECOFFs* pour la minocycline de bactéries appartenant a la flore

commensale digestive

Enterobacter cloacae 16
Escherichia coli 4
Klebsiella spp. ((sauf K. aerogenes)) 8 ((16))
Enterococcus faecalls (0,5)

A la concentration de 16mg/L en minocycline, on s’assure donc que les souches qui s’y
développent sont des souches non sauvages résistantes, c’est donc cette concentration
en minocycline qui a été choisie dans les géloses Mac Conkey. Le risque d’utiliser une
telle concentration est linhibition d’un grand nombre de souches bactériennes
notamment de E. coliayant acquis des genes de résistance leur permettant de résister a

4 mg/mL mais pas a 16 mg/mL.

3. Modalités de collectes des échantillons et traitements immédiats

Des échantillons de feces ont été prélevés tous les matins directement dans le
rectum des porcelets. Les prélevements ont débuté un jour avant le début du traitement
antibiotique, puis ont été réalisés pendant toute la durée du traitement antibiotique ainsi
qu’a J6, J7, J8, J10, J12, J15 et J18. Au total treize prélevements de feces ont été réalisés
sur chaque porc, I'état général de I'animal, I'heure du prélevement et la consistance des
selles étaient a chaque fois notés. Afin de réaliser I'analyse microbiologique une dilution
au 1/10eme était réalisée : 2g de féces étaient pesés et homogénéisés dans 18mL d’eau

peptonée-30%glycérol a I'aide d’'un bag-mixer®. Une partie de ’lhomogénat était réparti

4 Les TECOFFs sont basés sur 3 a 4 distributions tandis que les ECOFFs sont basés sur 5 a 100

distributions.
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de fagon égale dans deux aliquots de 3mL et stockés a -80°C, 'autre partie était diluée
au 1/10éme en ajoutant 900uL de NaCl 0,9% a 100uL d’homogénat. Des dilutions en série
au 10éme en plaque 96 puits étaient ensuite réalisées.

Une fois les dilutions réalisées, 5uL de chaque dilution (de 10-' a 10-8) étaient
ensemenceées en ftriplicat sur des géloses Mac Conkey avec cristal violet. Enfin deux
géloses contenant de la minocycline étaient ensemencées avec 500uL d’homogénat a la

dilution 10-1. Les boites étaient ensuite placées a I'étuve a 35°C pendant 18 a 24 heures.

4. Modalités de comptage et de traitement des données

Les colonies ont été dénombrées et le nombre de bactéries par gramme de féces
a été calculé a partir des facteurs de dilution. Des remarques sur la couleur des colonies
bactériennes mais également sur la qualité d’ensemencement étaient aussi ajoutées. Le
nombre d’entérobactérales totales, le nombre d’entérobactérales résistantes (en UFC/g
de féces) et la proportion d’entérobactérales résistantes sont les données qui ont été
enregistrées. L'utilisation de la proportion nous informe de la sélection de résistance, elle
permet de savoir si la population sensible a été remplacée par une population bactérienne
résistante. Les résultats ont ensuite été traités par le biais du logiciel R®. L’étude
descriptive s’est appuyée sur les graphiques obtenus a l'aide de ce logiciel mais
€galement a ceux obtenus grace au logiciel Microsoft Excel®.

Un modele linéaire mixte statistique a été appliqué avec les porcs pour effet
aléatoire et la dose, les jours, et la phase pour effets fixes. Nous avons également étudié
l'interaction Dose:Jour en l'ajoutant comme effet fixe dans notre modele. Ce modéle
permet de prendre en compte les variabilités interindividuelles, chaque porc est
indépendant et les valeurs recueillies chez un méme porc sont corrélées entre elles. I
permet également de donner la part de variabilité entre chaque porc, un tel modéle est
indispensable dans ce type d’études car il permet d’étudier les effets fixes tout en
gommant les effets aléatoires que sont les porcs. Pour la modélisation, on a appliqué une
méthode pas-a-pas descendante (backward stepwise selection) :

- On définit en premier lieu la structure des effets aléatoires en choisissant quels
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parametres sont les plus significatifs pour décrire cet effet

Ensuite on travaille sur les effets fixes, on part d’'un modéle qui contient toutes les
variables considérées (Phase, Animaux, Dose, Dose:Jour) et on le compare, a
I'aide d’un test de rapport de vraisemblance (Likelihood Ratio Test = LRT), avec
un modele contenant une variable en moins (seulement Dose, Phase et Animaux
par exemple). Si ces deux modéles ne sont pas significativement différents on
choisit le modele le plus simple et on continu jusqu’a ce qu’il n’y ait plus de

variables.

L’hypothése HO est I'absence d’effet/ absence de différence et a le seuil de significativité

est fixé a 0,05. Ainsi si p-value < a, 'hypothése HO est rejetée.

Aprés avoir modélisé on vérifie les hypothéses du modéle linéaire mixte, a savoir :

L’homoscédasticité (caractéristique d'un modeéle de régression linéaire qui
implique que la variance des erreurs est constante dans le temps)
La normalité des effets aléatoires

La normalité des effets fixes

B. Choix du porc comme modeéle d’étude

Afin de déterminer l'impact de I'association antibiotique sur la flore digestive

humaine, le porc a été choisi comme modele. Lors du choix du modéle d’étude plusieurs

criteres ont été pris en compte notamment la facilité de manipulation, le colt mais aussi

la similarité de leur microbiote intestinal avec celui de I'espéce humaine.

1. Comparaison des tractus intestinaux et de leur composition

Le porc et 'THomme ont de nombreuses similarités anatomiques et physiologiques.

Ce sont toutes deux des espéeces monogastriques, omnivores avec des processus

d’absorption et de digestion analogues ainsi que des temps de transit équivalent (87).

Des différences anatomiques sont notables au niveau de I'estomac, chez le porc

la muqueuse cesophagienne occupe une partie plus importante que chez I’'homme. Ces
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particularités physiologiques sont a l'origine de différences importantes de la flore
gastrique et rendent difficiles I'utilisation du porc comme modéle lorsque cette flore est
concernée (88). Mis a part 'estomac, I'appareil digestif du porc est trés similaire a celui
de 'homme. Chez ces deux espéces, le cblon est le site principal de la fermentation
contrairement aux rongeurs pour qui elle a principalement lieu dans le caecum, c’est
également dans ce segment d’intestin qu’on retrouve la plus grande population de micro-
organismes.

Les similarités de ces espéces ne sont pas seulement anatomiques, leurs flores
bactériennes intestinales sont aussi trés proches, comme pour ’'homme les deux phyla
de bactéries prédominantes sont les Firmicutes et Bacteroidetes suivi des
Proteobactéries (85). On observe toutefois des différences dans les genres et especes
bactériens isolés, contrairement a I'homme c’est les genres Prevotella spp. et
Anaerobacter spp. qui prédominent parmi les Bacteroidetes et les Firmicutes

respectivement et non Bacteroides spp. et Clostridium spp (89).

2. Choix de la dose a administrer aux porcelets

Cette combinaison d’antibiotiques est destinée au traitement par voie
intraveineuse de patients en réanimations. Chez 'lhomme, les doses de minocycline et
de polymyxine B a administrer sont de 3mg/kg/j et de 2,5mg/kg/j respectivement (cf
IV.A.3). Afin d’étudier leur impact sur le microbiote humain en utilisant le modéle du porc
il était nécessaire d’obtenir une exposition du microbiote aux antibiotiques similaire chez
le porc et chez ’lhomme. Pour cela une étude pharmacocinétique a été réalisée chez le
porc, avec une administration d’'une une dose IV de 4 mg/kg de minocycline seule ou en
combinaison avec la polymyxine B a 3mg/kg. Les concentrations plasmatiques en
minocycline ont été suivies en fonction du temps. Afin d’obtenir la méme exposition aux
antibiotiques on souhaite obtenir la méme aire sous la courbe (AUC) chez 'lHomme et

chez le porc.
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La courbe représentée sur la Figure 3 a été obtenue chez le porc.

—&— Minocycline - Seule

@— Minocycline - Combinaison

AUC

Concentrations plasmatiques en
minocycline (ug/mL)
()]
e —

11 ]

0 2 4 6 8 10 12
Temps apres administration (h)

Figure 3 : Concentrations plasmatiques en minocycline en fonction du

temps chez le porc

On observe que l'exposition (AUC) a la minocycline est identique lorsqu’elle est
administrée seule ou en combinaison avec la polymyxine B. Ces résultats ont permis

d’obtenir la clairance totale en L/h/kg chez le porc grace a la formule suivante :

Clairance totale = DOSE(iv) /AUC(plasma)

On a ainsi obtenu Cliot, porc = 0,29 L/h/kg. Or d’aprés une étude, la clairance totale de la
minocycline chez ’lhomme se situe dans l'intervalle [3,4-5,7 L/h] (74), soit [0,048-0,081]
L/h/kg pour un homme de 70kg. La clairance totale du porc est donc 3,6 a 6 fois plus

élevée que celle de 'homme. Afin d’obtenir la méme AUC chez le porc il faut donc une
Dose (iv,porc) = Clairance(iv,porc) * AUC(plasma, homme)
Soit Dose (iv,porc) = 3,6 — 6 * Clairance (iv,homme) * AUC (plasma, homme)
= 3,6 — 6 x Dose(iv, homme)
Il faut donc administrer 3,6 a 6 fois la dose administrée chez ’lhomme, soit une dose de

minocycline entre 10,8 et 18mg/kg. Les doses de 8mg/kg pour le groupe Low Dose (LD)
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et de 16mg/kg pour le groupe High Dose (HD) ont été choisies, une dose plus élevée
étant impossible a tester du fait de la précipitation de la minocycline dans le solvant

d’administration au-dela de 16mg/kg.

VI. Résultats

A. Etude descriptive

Suite au dénombrement des bactéries, les données disponibles pour les analyses étaient
donc:
- « Logtot » logarithme du nombre de bactéries totales dénombrées sur milieu
sélectif d’ Enferobactérales
-« LogMino » logarithme des bactéries dénombrées sur milieu de culture contenant

de la minocycline sélectif de bactéries résistantes
Mino
tot

)

-« LogPropor » logarithme de la proportion en bactéries résistantes, Log(

et ce pour chaque porc numérotés de 1 a 8, chaque dose (LD, HD,T), pour chaque jour

(allant de -1 a 18) et pour chaque phase (2 et 3).

Avant d’étudier les effets des différents facteurs, nous nous sommes appuyés sur une

étude descriptive.
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1. Evolution du nombre total de bactéries au cours de I'étude

HD3 — LD2 — LD6 — 12
— HD1 — LD4 — LD3 — 18
—— HDB6 — LD5 — LD1 16
—— HD4 LDY —— LD8 — T3

LOGTOT

[N - S N = s L=
]

Day

Figure 4 : Représentation des Logtot de tous les porcs des phases 2 et 3 en fonction des jours

La figure 4 représente les LogTot de chaque porc entre J1 et J18. De ces
graphiques plusieurs tendances se dégagent, on observe que pour les individus dans le
groupe témoin le nombre total d Enferobacterales est compris entre 104 et 108 UFC/g
pour tous les individus. Pour le groupe HD on observe une diminution du nombre total

d’ Entérobactérales durant les premiers jours, ce qui correspond aux jours traitement (J1
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a J5) il y a ensuite une ré-augmentation et a nouveau des valeurs majoritairement
comprises entre 104 et 108 UFC/g. Concernant le groupe LD, la diminution du nombre
d ‘Enterobactérales est moins marquée que pour HD en début de traitement et la
variabilité est élevée pour les jours suivants. Ces graphiques suggeérent donc que la dose
administrée pourrait avoir un impact le nombre de bactéries totales notamment pour le
groupe HD et qu'il existe également un facteur « jour » puisque cet impact est d’autant
plus marqué au début du traitement. Suite a cette observation, nous avons choisi de faire
une étude statistique avec les données des jours 1 a 18 mais également en se limitant
aux données de J1 a J6. On se concentre alors sur la période traitement (J1 a J5) et post-
traitement immédiat (J6). En effet d’aprés I'étude de Q.Valle (90) la concentration en
minocycline dans les fécés est encore élevée (supérieure a la CMI des Entérobacterales)
24h aprés le dernier traitement qui a lieu a J5 et elle devient ensuite bien inférieure a la

CMI 48h apres le dernier traitement.

2. Evolution des proportions d’Enferobactérales résistantes a la

minocycline au cours du traitement

La figure 5 est la représentation graphique de la proportion d’Entérobactérales
résistantes a la minocycline en fonction des jours, dénombrées dans les feces des trois
groupes de porcs (T, LD et HD). LogPropor = 0 correspond au remplacement total de la
population sauvage d’Enferobactérales par des souches résistantes. On observe qu’au
cours du traitement et plus précisément entre J2 et J6, il y a une tendance a
'augmentation de la proportion d’Entérobacterales résistantes chez le groupe HD. La
proportion d’ Enférobactérales résistantes chez le groupe qui a recu une forte dose est

plus élevée que celle du groupe témoin et du groupe faible dose.
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Ces résultats suggérent donc qu’il existe un impact de la dose sur la proportion
d’ Entérobactérales résistantes méme si la différence avec le groupe témoin reste faible

et trés variable.
0
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Figure 5 : Histogramme de LogPropor des trois groupes de porcs de la phase 2 et

3 en fonction des jours

3. Comparaison des différentes phases

Nous avons supposé au début de notre manipulation qu’il n’y avait pas de facteur
phase. On s’attendait a ce que les données recueillies chez tous les porcs en fonction
des jours, soient trés proches. Pourtant lorsqu’'on compare les courbes LogPropor ou
LogMino des phases P2 et P3 (Figure 6) on observe des écarts importants. Les données
LogMino de la phase P3 par exemple présente des données maijoritairement réparties
entre 2,5 et 4 log UFC/g tandis que LogMino de P2 présente des données plus variables
comprises entre 0,5 et 4 log UFC/g. Cette observation suppose que retirer completement
le facteur phase peut étre un biais dans notre étude statistique. |l sera donc gardé comme

facteur pour la suite.
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Figure 6 : Représentation graphique de LogPropor et LogMino, des phases P2 et P3, pour tous

les porcs en fonction des jours

4. Evolution du nombre total pour chaque porc en fonction des jours

Le but de notre modélisation est de rechercher le modéle qui correspond le mieux
a notre étude afin d’interpréter au mieux les valeurs des effets fixes mais aussi de pouvoir
quantifier les effets observés.
La Figure 7 représente le nombre de bactéries chaque jour de la manipulation pour
chaque individu. Les courbes noires représentent les régressions linéaires qui ont pour

équation y= ax+b, avec x les jours, a le coefficient de corrélation et b I'intercept (ordonnée
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a l'origine). On voit que pour chaque individu la pente (a) et l'intercept (b) sont tres

différents. Cette variabilité interindividuelle nous a mené a choisir les porcs comme effet
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Figure 7 : LogTot de chaque individu en fonction des jours avec
leurs courbes de régression linéaire (en noire)
aléatoire.

Les observations faites dans I'étude descriptive nous ont menées a choisir les jours, la
dose, la phase et l'interaction dose : jour comme effets fixes. Elles nous ont également
menées a effectuer une modélisation en prenant les données des jours 1 a 18 mais

également jours 1 a 6.
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B. Etude statistique des effets observés entre les jours 1 a 18

1. Etude statistique des nombres totaux de bactéries

Comme expliqué dans la partie matériel et méthodes, un modéle linéaire mixte a
été utilisé avec les porcs pour effet aléatoires. Le modéle complet a d’abord été testé puis

la méthode pas a pas descendante a été appliquée.

a) Structure des effets aléatoires

Les effets aléatoires sont définis par les intercept (b) et les coefficients de
régression linéaire (a). On crée alors un modéle complet avec les effets aléatoires définis
par intercept et pente puis on le compare au modele ne considérant que I'intercept. On
compare ensuite ces deux modeles, on a obtenu un p-value de 0,99 >> a. Il n’'y a donc
pas de différence significative entre ces deux modeles, celui choisi est le plus simple, la

structure des effets aléatoires restera donc sur 'intercept.

b) Structure des effets fixes

On crée un modele complet avec les effets aléatoires structurés sur l'intercept et
tous les effets fixes (les jours, la dose, la phase et I'interaction dose : jour). On crée un
modele sans l'effet « Phase » et on le compare au modéle complet. On obtient une p-
value de 0,19. Ces deux modéles ne sont donc pas significativement différents, on peut
donc retirer I'effet phase. Ainsi pour LogTot des jours 1 a 18, la phase n’a pas d’'impact
significatif sur le nombre total d’Entérobactérales des porcelets. En suivant la méme
meéthode, on obtient que I'effet d’interaction Dose :Jour peut étre retiré (p-value de 0,09)
et que l'effet dose peut également étre retiré (p-value de 0,85). Enfin on obtient que I'effet
jour est significatif avec une p-value de 0,047 , le jour de prélévement a donc un impact
sur le nombre total d’Enférobactérales des porcelets. Le modeéle final est donc défini par

les effets aléatoires structurés par l'intercept et les effets fixes avec seulement I'effet jour
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retenu. Lorsque I'on quantifie cet impact avec la fonction « summary » de R on quantifie
la diminution du LogTot a 0,02 tous les jours (Figure 8) avec un intervalle de confiance a
97,5 % de [-0,04 ;-0,0003]. Si cet effet jour existe réellement, il est extrémement faible.
Le modéle indique également qu’environ 20% de cet effet est d0 a la variabilité
interindividuelle des porcs aprés calcul de I'lCC (Coefficient de Corrélation Intraclasse)
qui est égal a la variance des effets aléatoires divisée par la variance totale. En effet ici
'ICC =0,1841/(0,1841 + 0,7495) = 19,7%

REandom effects:

Groups Hame Variance 5td.Dew.
Animal [(Imtercept) A 0.42891
Residual ) 0.8658

Hunker of obs: 285, groups: Animal, 24

Fixed effects:
Eszstimate 5td. Error t wvalue
(Imtercept) 5.5805¢6 0.12736 43.818

Day 0.01025 -1.992

Figure 8 : Paramétres d’intérét du modele LogTot

On vérifie ensuite les hypothéses citées dans la partie matériel et méthode a savoir
’lhomoscédasticité, la normalité des effets aléatoires et la normalité des résidus. Parmi
ces hypothéses, seule la normalité des résidus n’est pas respectée, en effet la p-value
du test Shapiro-Wilk (qui est un test de normalité) est de 0,04. Toutefois le modéle linéaire
mixte est un modéle robuste, méme si on s’éloigne légerement de la normalité les

estimations restent trés bonnes.

2. Etude statistique des nombres de bactéries résistantes

En suivant la méme démarche que pour LogTot les variables fixes non
significatives sont retirées les unes aprés les autres. Finalement on obtient un modéle
avec les effets aléatoires seulement car aucun effet fixe n’a d'impact significatif. Rien ne

ressort de ce modéle.
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3. Etude statistique des proportions de bactéries résistantes

De la méme maniére un modéle LogPropor a été créé, les effets aléatoires sont
structurés sur l'intercept. Concernant la structure des effets fixes, I'effet phase apparait
comme significatif (p-value de 0,05) et I'effet dose également (p-value de 0,02). Le reste
des effets fixes n'apparait pas comme significatif. Finalement le modéle comprend I'effet
aléatoire défini par l'intercept, I'effet dose et 'effet phase.

Des différences dans la variation des proportions de bactéries résistantes sont détectées
entre les groupes HD, T et LD mais également entre les phase 2 et 3. Afin de déterminer
si ces différences sont significatives nous réalisons des tests de comparaisons multiples

par la méthode de Bonferroni (Tableau 4).

Tableau 4 : Comparaison des facteurs Phase

Estimation P value

P2-P3 -0,83 0,0008

Les valeurs de LogPropor de la phase P2 sont significativement plus faibles que celles
de la phase P3. On doit ajouter a chaque valeur de Logpropor de la deuxiéme phase 0,8
(avec un intervalle de confiance a 97,5% [0.44 ;1.22]) pour se rapprocher de la proportion
en bactéries résistantes de la phase 3.

Nous avons ensuite comparé les facteurs dose deux a deux. Les résultats suivants sont

obtenus
Tableau 5 : Comparaison deux a deux des facteurs doses
Estimation P value
HD - LD 0,666 0,053
HD-T 0,563 0,1253
LD-T -0,103 1,000

Finalement la p-value est toujours supérieure a 0,05, on estime donc qu’il n’y a pas de

différences significatives de la proportion de bactéries résistantes chez les groupes HD,
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T et LD.
La encore d’aprés I'ICC la variabilité interindivuelle est estimée a 20% ce qui justifie bien

I'utilisation d’'un modéle mixte qui tient compte de cette variabilité.

C. Etude statistique des effets observés entre les jours 1 a 6

1. Etude statistique des nombres totaux de bactéries

a) Structuration des effets aléatoires

On crée un modele complet avec tous les effets fixes et avec effets aléatoires sur
intercept et pente. Ensuite on crée un modele identique mais avec effets aléatoires
seulement sur intercept. On compare ensuite ces deux modeles via le test de rapport de
vraisemblance (Likelihood Ratio Test = LRT), on n’obtient pas de différence significative,

la structure de I'effet aléatoire reste donc sur l'intercept.

b) Structuration des effets fixes

Par la méme méthode dite pas a pas descendante, on obtient que I'effet
d’interaction Dose:Jour, I'effet Phase et I'effet Dose n'ont pas d’impact significatif sur les
LogTot, ils ont donc été retirés du modéle. Seul I'effet aléatoire structuré sur l'intercept et

I'effet jour sont donc retenus.

REandom effects:

Groups Hame Variance 5td.Devw.
Bnimal (Intercept)/0.1752 0.4186
Residual 0, 6958 0.8341

Humber of obs: 144, groups: fnimal, 24
Fixed effects:
Eszstimate 5td. Error t wvalue

{(Intercept) 6.1688 0.1801 34.258
Day ~0.2102 0.0407 -5.164

Figure 9 : Parameétres d’intérét du modéle LogTot de J1 a J6
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Chaque jour le logarithme du nombre total de bactéries diminuaient de 0,2 au cours du
traitement (Figure 9), cette valeur est comprise dans l'intervalle de confiance a 97,5% [-
0,29 ; -0,13 log UFC/g]. De nouveau I'lCC est de 20%. Nous obtenons finalement le

modele représenté par la droite fuchsia sur la Figure 10.
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Figure 10 : Représentation graphique du modéle LogTot sur J1 a J6

L’homoscédasticité est respectée, la normalité des résidus et des effets aléatoires le sont

également.

2. Etude statistique des nombres de bactéries résistantes

Lors de la modélisation de LogMino la structuration des effets aléatoires a été faite
sur l'intercept et la pente, les deux ont été conservés. Ensuite tous les effets fixes ont été
retirés car non significatif mis a part I'effet phase. Or garder un modéle avec pour seuls
effets, les effets aléatoires et la phase pour effet fixe n’avait pas de sens biologique au

vu de notre étude. Nous avons donc reproduit ce modeéle sans I'effet phase, dans ce cas
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a nouveau les effets fixes n'apparaissent pas comme significatifs. Ce modele n’est alors

régi que par les effets aléatoires, I''CC calculé est de 70%.

3. Etude statistique des proportions de bactéries résistantes

a. Modélisation avec I’effet phase

La structure des effets aléatoires reste sur l'intercept. On structure ensuite les
effets fixes, on crée un modeéle sans I'effet phase qu'on compare au modéle complet. La
p-value obtenue est trés inférieur a 0.05, il y a donc une différence significative entre les
deux modéles. La phase a un effet significatif sur LogPropor, son effet est donc maintenu
dans le modéle. L’interaction Dose:Jour est retirée du modeéle. L’effet dose est maintenu
dans le modéle car une différence significative avec le modéle sans a été détectée (p-
value de 0,0099). L’effet jour a également été conservé dans le modéle avec une p-value
de 0,00045. Finalement la phase, la dose et les jours sont retenus dans le modéle comme

étant des variables impactant significativement LogPropor.

b. Comparaison avec un modéle qui ne considére pas cet effet phase

Nous nous sommes ensuite intéressés au bien-fondé de la considération de I'effet
phase, pour ce faire nous avons recréé un modele LogPropor qui ne prend pas en compte
I'effet phase. Nous avons ensuite a nouveau structuré les effets aléatoires et les effets
fixes par la méthode pas a pas descendante. Un modéle avec une structure des effets
aléatoires sur l'intercept et seulement les jours pour effet fixe a été retenu.

Nous avons ensuite comparé entre eux les deux modéles mixtes linéaires créés ('un
prenant en compte l'effet phase, I'autre non). Pour comparer ces deux modeéles nous
avons utilisés les coefficients d’informations a savoir I'AIC (Critere d’Informations
d’Akaike) et le BIC (Critere d’'Information de Bayes). L’intérét de ces criteres est qu’ils
permettent de comparer n’importe quels modeles créés a partir de la méme base de
données. Plus leur valeur est faible, plus les données sont ajustées et meilleur est le

modéle. Les AIC et BIC obtenus sont représentés dans le Tableau 6.
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Tableau 6 : AIC et BIC des deux modéles créés

Modele LogPropor AIC BIC
Sans le facteur phase 411,06 422,91
Avec le facteur phase 393,46 414,20

Ces deux paramétres sont plus faibles pour le modéle prenant en compte la phase. Le
modele avec l'effet Phase a donc un meilleur ajustement que celui sans, il est donc
important de tenir compte de I'effet phase dans nos modéles.

Nous avons ensuite compareé les facteurs doses deux a deux (Tableau 7).

Tableau 7 : Comparaison des groupes HD, LD et T deux a deux

Estimation P value

HD - LD 0,741547 0,0465
HD-T 0,742341 0,0458
LD-T 0,000794 1,000

D’aprés les résultats de modélisation il existe une différence significative entre les
proportions de bactéries résistantes des groupes HD et LD, ainsi qu’entre les groupes
HD et T. Notre modéle estime d’ailleurs cette différence de LogPropor a environ 0,74
avec [0,22 ;1,26 log UFC/g] pour intervalle de confiance a 97,5%.

Les proportions de bactéries résistantes des groupes LD et T n’apparaissent pas dans

notre modéle comme significativement différentes.

Fixed effects:

Estimate 5td. Error t walue
(Intercept) -3.03547 0.27203 -11.15%
Day 0.,15104 0.04208 3.580
DoseLD -0.74155 0.28027 -2.646
DoseT -0.74234 0.27962 -2.655
PhasecP3 1.12080 0.22866 4,801

Figure 11 : Paramétres d’intérét du modéle LogPropor de J1 a J6
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Comme on peut le lire sur la Figure 11, tous les jours une augmentation du Logpropor de

0,15 chez le groupe HD, avec [0,07 ; 0,24 log UFC/g] pour intervalle de confiance a 97,5%

est également estimé par notre modéle.

c. Vérification des hypothéses du modéle et représentation finale

L’homoscédasticité est respectée, la normalité des résidus aussi et la normalité

des effets aléatoire également. Nous avons ainsi pu représenter le modele final

représenté par la droite fuchsia sur la Figure 12, en le superposant aux courbes

réellement obtenu lors du comptage bactérien (courbe bleu).
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VII. Discussion

A. Effet de la minocycline sur les Entérobacterales fécales

1. Concentrations en minocycline dans le tractus digestif et hypothéses
de départ

L’étude de l'impact de la minocycline sur '’émergence de résistance au niveau de
la flore commensale s’est d’abord appuyée sur I'étude de I'exposition du microbiote
intestinal a la minocycline. Afin de déterminer cette exposition, une étude a été menée
prélablement a cette thése dans l'unité INTHERES (90). Dans cette étude, une dose
unique de 8 mg/kg de minocycline était administrée par voie intraveineuse a des porcelets
agés de 2 a 4 mois et pesant environ 12kg. Trois porcs étaient ensuite sacrifiés a chaque
temps de prélevement a savoir 1h, 4h, 7h, 24 et 48h post-injection. Du sang, de la bile,
du contenu digestif des différents segments du tube digestif et des féces étaient prélevés
a chaque temps(90). Les résultats obtenus sont représentés sur la Figure 13. Les
concentrations en minocycline du jéjunum au rectum étaient 6 a 39 fois plus élevées que
celles dans le plasma entre 1h et 24h post-administration. En effet la motilité intestinale
ralentit la progression du médicament dans les segments distaux et augmente ainsi sa
concentration. On peut observer que la concentration en minocycline retrouvées dans les
contenus digestifs et les feces dépasse la plus grande valeur d’ECOFF des
Enfterobacterales (16mg/L) au-dessus de laquelle seules les bactéries ayant acquis des

mécanismes de résistances peuvent se développer.
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Figure 13 : Concentrations en minocycline dans le plasma et les différents segments du tube

digestif aprés administration intraveineuse de 8mg/kg de minocycline a des porcs

2. Analyse des résultats

L’analyse des comptages bactériens obtenus entre J1 a J18 a révélé une
diminution minime, mais significative du nombre de bactéries totales au cours des jours
et ce chez tous les porcs C’est la seule observation qui ressort de ces modéles. Cette
modélisation n’a donc décelé aucun impact de la minocycline sur la sélection de
résistance au niveau de la flore commensale. La non significativité de nos résultats peut
s’expliquer par le faible effectif de porcs utilisés lors de notre étude. Il serait judicieux, si
cette manipulation est reproduite, de déterminer l'effectif de porcs qui permettrait

d’augmenter la puissance statistique de celle-ci.

Puisque la minocycline est a priori présente dans le tube digestif des porcs que de

J1 a J6, nous avons décidé de restreindre notre analyse aux données obtenues de J1 a
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J6 (période traitement et post-traitement immédiat).

Cette analyse a révélé, comme celle réalisée entre J1 et J18, une diminution
significative du nombre total de bactéries au cours du temps pour les 3 groupes. Ces
modélisations ont également mis en évidence une proportion en bactéries résistantes
significativement plus élevée chez les groupes HD que chez les groupes LD et T au cours
du traitement. Il y a sélection de bactéries résistantes a la minocycline chez les individus
ayant regu une dose forte d’antibiotique (16mg/kg). Ces résultats concordent avec une
étude similaire réalisée avec I'oxytétracycline pour antibiotique (91). Cette étude montre
que les porcs recevant une forte dose d’oxytétracycline (20 mg/kg) présentaient pendant
environ 3 semaines un niveau plus élevé de bactéries résistantes que les porcs recevant
une dose plus faible (5 a 10mg/kg). Dans notre étude, la sélection de bactéries résistantes
était aussi significativement plus faible chez les individus ayant recu une faible dose de
minocycline (8 mg/kg). Les animaux ayant regu une faible dose avaient une proportion
de bactéries résistantes qui n’étaient significativement pas différentes des individus
témoins. On peut supposer que la fraction libre en minocycline dans le tube digestif des
individus du groupe HD est plus forte que celle chez ceux du groupe LD. La concentration
en minocycline serait alors plus propice a la sélection des mutants (concentration proche
de la fenétre de sélection des mutants).

Ces résultats nous ont incités a étudier I'exposition réelle du microbiote a la minocycline,

et notamment a la fraction libre de minocycline dans le tube digestif.

L’analyse statistique a mis en évidence un effet phase sur LogPropor pour
'analyse entre J1 et J18 et sur LogMino et LogPropor pour I'analyse entre J1 et J6. Les
individus n’étaient pas les mémes entre la phase 2 et la phase 3, cette différence peut
expliquer la significativité de I'effet phase. En effet, une différence de flore naturelle entre
les deux lots peut-étre a l'origine de cet effet. Un biais a aussi pu étre introduit sans que
nous l'ayons détecté (ex : traitement antibiotique des meéres des porcelets avant la
manipulation). Il aurait été intéressant d’analyser LogPropor et LogMino en étudiant les
données de la phase 2 et de la phase 3 séparément afin d’identifier un potentiel effet

dose sur une des phases.
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Nous avons choisi de réduire I'analyse aux jours J1 a J6 pour n’avoir que les effets
du traitement. Cependant, a J1, le prélevement des féces a été effectué en méme temps
que I'administration de minocycline. La minocyline n’avait donc pas encore eu le temps
d’atteindre la flore intestinale au moment du prélevement. Il aurait donc également été

intéressant de modéliser LogTot, LogMino et LogPropor sur la période J2 a J6.

3. Exposition réelle de la flore intestinale a la minocycline

Compte-tenu des concentrations en minocycline mesurées dans les contenus
digestifs, on s’attendait a ce qu’une forte pression de sélection soit exercée par la
minocycline sur la flore commensale digestive. Toutefois, seule la minocycline sous forme
libre et active peut avoir un effet sur la flore commensale, un antibiotique lié au contenu
digestif a un impact plus faible sur la sélection de résistance. L’étude menée par Q. Vallé
(90) s’est intéressée a l'activité de la minocycline dans le tube digestif (contenu iléal) en
la comparant a son activité dans un bouillon de culture Mueller-Hinton (MH) ou la totalité
de l'antibiotique est sous forme libre. Pour cela, il a comparé les courbes de bactéricidie

d’ Escherichia coli exposés a la minocycline dans ces deux milieux (Figure 14).
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Figure 14 : Courbes de bactéricidie d'inoculum d’Escherichia coli en présence de

concentrations différentes de minocycline dans un bouillon MH et dans du contenu intestinal
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Dans l'iléon, le méme effet bactériostatique que dans le milieu MH (courbe verte
graphique de gauche — 1 CMI) est observé pour une concentration huit fois supérieure
en minocycline (courbe violette graphique de droite -16 CMI). Pour obtenir un effet
bactéricide, il faut une concentration en minocycline égale a deux fois la CMI dans le
bouillon MH et seize fois supérieure a la CMI dans le contenu iléal. L'effet de la
minocycline dans le contenu digestif est donc trés inférieur a I'effet de la minocycline sous
forme libre dans le milieu MH. Les résultats de cette étude suggérent que la fraction non
liée au contenu digestif de minocycline présente dans le milieu n’est que de 10%. La
pression de sélection exercée par celle-ci sur la flore commensale est donc probablement
plus faible que celle initialement attendue a partir des concentrations totales retrouvées

dans le contenu digestif.

Notre étude in vivo, en administrant I'antibiotique a I'animal, a permis d’évaluer les effets
de la minocycline sur la flore dans des conditions identiques a celles retrouvées en
clinique avec un contenu digestif non modifié (contre du contenu filtré, stérilisé et dilué
pour les expériences in vitro) et une flore compléte (contre seulement quelques especes

bactériennes pour les expériences in vitro).

B. Limites de I’étude

1. Consistance des selles

La consistance des selles des porcelets a été un facteur qui a été difficile a
contréler tout au long de I'étude. En effet un porcelet avec des selles liquides a déja des
selles plus diluées qu’un individu présentant des selles moulées et cette dilution est
difficilement évaluable. Afin de palier a cette inconnue, les porcelets présentant des selles
liquides dés leur arrivée ont été répartis de maniére équilibrée dans les trois groupes (LD,
HD, et témoin) afin que la moyenne du nombre total d’Entérobacterales soit la méme
dans chaque groupe en début de manipulation. De plus l'utilisation d’'un modele

statistique mixte avec les porcs pour effet aléatoire permet de s’affranchir des variabilités
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interindividuelles, un porc avec des selles liquides au début de la manipulation ne
provoque donc pas d’erreurs dans les résultats. Il est aussi intéressant de remarquer que
les proportions d’ Entérobacterales résistantes ne dépendaient pas de la dilution puisque
les Enterobactérales totales et les Enterobactérales résistantes étaient soumises a la

méme dilution.

2. Méthode d’évaluation de 'émergence et de la sélection de résistance

des souches bactériennes issues de la flore des porcs traités

Le choix d’'une concentration en minocycline de 16mg/mL dans les milieux
d’ensemencements comporte un risque d’inhiber de nombreuses souches bactériennes
non sauvages. Utiliser une telle concentration nous permet de ne dénombrer que des
bactéries résistantes mais ne nous permet pas de dénombrer toutes les bactéries
résistantes qui sont apparues suite au traitement. Une étude menée par InTheres (92)
s’est également intéressée a I'excrétion de bactéries résistantes a la minocycline lors du
traitement antibiotique des mémes porcs utilisés lors de notre étude. Afin de quantifier la
résistance phénotypique des souches issues des féces des porcs, ils ont utilisé une
méthode différente de la nétre. lls ont procédé a la mesure de la CMI de pres de 600
souches d’Enferobacteérales recueillies dans les feces de ces porcs avant et apres
traitement. Les résultats de leur étude montrent que le traitement HD induit un décalage
des CMI vers des valeurs élevées, avec une médiane a 16mg/L apres le traitement alors
qu’elle était de 2mg/L avant le traitement. Ces résultats sont significativement différents
de ceux observés pour les porcs témoins. En comparant ces CMI a I'ECOFF
(epidemiological cut-off value) de souches d’E.coli qui est de 4mg/L, ils observent que
prés de 87% des souches excrétées aprés traitement avec la forte dose portent un
mécanisme de résistance (92). Notre étude montre également une différence significative
de la proportion de bactéries résistantes excrétées par le groupe HD. Toutefois dans
notre étude nous sommes loin d’obtenir 87% de bactéries résistantes. On observe que
75% des valeurs de Logpropor sont comprises entre -5 et -1,7 (Figure 15) ce qui

correspond a un pourcentage de bactéries résistantes compris entre 0,001% et 2%.
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Figure 15 : Diagramme en boite de Logpropor entre J1 et J6 pour le groupe HD

L’effet de I'antibiothérapie mesuré dans notre étude est faible et grandement variable d’un
individu a l'autre. Cette différence de résultat peut s’expliquer par TECOFF choisi dans
notre étude. En effet, nous avons choisi un ECOFF quatre fois plus élevée que celle
choisi dans I'étude de Dumas et al.. Cette valeur nous assurait de ne comptabiliser que
des bactéries résistantes mais empéchait aussi la croissance de bactéries résistantes
pour de plus faible concentrations en minocycline. Nous avons pu sous-estimé le nombre

de bactéries résistantes.

VIl. Conclusion

L’utilisation d’antibiotiques pour le traitement des infections bactériennes entraine
une pression de sélection sur les bactéries commensales et favorise 'émergence et la

sélection de bactéries résistantes. La résistance peut ensuite étre transmise a d’autres
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bactéries par transferts horizontaux et/ou verticaux.

I a également été mis en évidence que la présence d’antibiotiques dans
'environnement bactérien a des concentrations méme faibles favorisait 'émergence de
résistance. Les humains, les animaux mais aussi I'’environnement sont des réservoirs de
bactéries résistantes qui sont interconnectés ce qui rend d’autant plus compliqué la
gestion de I'antibiorésistance.

La sélection de bactéries résistances concerne aussi bien les bactéries pathogénes
ciblées que les bactéries non ciblées faisant partie de la flore commensale. Lors de notre
étude sur I'impact de I'administration systémique de polymyxine B/minocycline sur la
sélection de résistance dans la flore digestive chez le porc, nous avons mis en évidence
que I'administration d’'une dose forte d’antibiotique (16 mg/kg) par voie IV entrainait une
augmentation de la proportion de bactéries résistantes chez les Entérobactérales
commensales durant la période de traitement et post-traitement immédiat.
L’administration d’'une dose plus faible d’antibiotique (8mg/kg) n’a pas semblé avoir
d’effet sur la sélection de résistances. Compte-tenu de la grande variabilité inter-
individuelle, il serait intéressant d’effectuer cette méme étude avec plus d’animaux pour
mieux évaluer I'impact du traitement.

Lors de notre étude nous n’avons étudié la résistance phénotypiquement détectable que
sur certaines bactéries facilement cultivables de la flore digestive commensale. D’autres
études permettant d’évaluer les modifications génotypiques de la flore totale survenues
suite au traitement sont en cours. Elles permettront de quantifier I'impact du traitement
sur les génes de résistance a la minocycline et des autres familles d’antibiotiques, sur les
genes intervenant dans la mobilité du matériel génétique par PCR quantitative et enfin

sur la diversité microbienne par séquencage de ’ARNr 16S.
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SLIM Aymelle

Impact de I'administration systemique de polymyxine b et de minocycline sur la selection de resistance

dans la flore digestive chez le porc.
Résumé :

L’administration d’antibiotiques pour le traitement des infections bactériennes entraine une
pression de sélection sur les bactéries commensales et favorise '’émergence et la sélection de bactéries
résistantes. L'objectif de cette thése était de déterminer I'impact de I'administration systémique de
polymyxine B/minocycline sur la sélection de résistance dans la flore digestive chez le porc. Pour cela,
nous avons prélevé les féces de 24 porcelets avant, pendant et aprés un traitement par voie intra-
veineuse de minocycline. Ces porcelets étaient divisés en trois groupes, le groupe HD (high-dose)
recevant une forte dose d’antibiotique (16 mg/kg), le groupe LD (low-dose) recevant une faible dose
(8mg/kg) et le groupe T (témoin) ne recevant pas d’antibiotique. Nous avons mesuré l'impact de la
combinaison de traitement sur la flore bactérienne facilement cultivable, les Entérobactérales. Nous
avons déterminé I'évolution du nombre d’Entérobactérales en UFC/g de feces et de la proportion
d’ Entérobactérales résistantes a la minocycline chez les trois groupes de porcs. Nous avons mis en
évidence que 'administration d’'une dose forte d’antibiotique (16 mg/kg) par voie intraveineuse entrainait
une augmentation de la proportion de bactéries résistantes chez les Entérobactérales commensales
durant la période de traitement et post-traitement immédiat. L’étude des modifications génotypiques de
la flore totale survenues suite au traitement permettra de mieux caractériser I'évolution du microbiote

au cours du traitement.

Mots clés : Antibiorésistance, antibiotiques, résistances, minocycline, polymyxine B, flore

digestive, commensale, microbiote, resistome, porcs, feces, traitement, combinaison,

Summary :

The administration of antibiotics for the treatment of bacterial infections results in selection
pressure on commensal bacteria and promotes the emergence and selection of resistant bacteria. The
objective of this thesis was to determine the impact of systemic administration of polymyxin
B/minocycline on resistance selection in the digestive flora of pigs. For this purpose, we collected feces
from 24 piglets before, during and after intravenous minocycline treatment. These piglets were divided
into three groups, the HD (high-dose) group receiving a high dose of antibiotic (16 mg/kg), the LD (low-
dose) group receiving a low dose (8mg/kg) and the T (control) group receiving no antibiotic. We
measured the impact of the treatment combination on the easily cultivated bacterial flora,
Enterobacteriaceae. We determined the evolution of the number of Enterobacteriaceae in CFU/g feces

and the proportion of minocycline-resistant Enterobacteriaceae in the three groups of pigs. We



demonstrated that administration of a high dose of antibiotic (16 mg/kg) by the intravenous route resulted
in an increase in the proportion of resistant bacteria in commensal Enterobacteriaceae during the
treatment period and immediately after treatment. The study of genotypic changes in the total flora

following treatment will allow a better characterization of the evolution of the microbiota during treatment.

Key words : Antibiotic resistance, antibiotics, resistance, minocycline, polymyxin B, digestive

flora, commensal, microbiota, resistome, pigs, faeces, treatment, combination,



