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Introduction

En médecine vétérinaire et humaine, les antibiotiques posseédent un intérét majeur face aux
infections bactériennes. Toutefois, la forte utilisation d’antibiotiques, parfois a tort, a favorisé
I’émergence d’antibiorésistance chez les bactéries pathogeénes. Cette résistance aux
antibiotiques représente une réelle menace pour la santé¢ humaine, du fait de son développement
toujours plus important, en aggravant le pronostic des infections bactériennes qui deviennent
de plus en plus difficiles a traiter. Certaines bactéries conduisent a des impasses thérapeutiques
car résistantes a tous les antibiotiques connus. L’absence de développement de nouvelles
molécules antimicrobiennes nécessite d’explorer de nouvelles approches. C’est 1’objectif du
programme européen Joint Programming Initiative on Antimicrobial Resistance (JPIAMR), qui
a par exemple financé des projets visant a proposer de nouvelles associations de molécules
pouvant étre efficaces contre les bactéries multirésistantes. Les molécules candidates pouvaient
étre des antibiotiques déja existants, et notamment des anciennes molécules antibiotiques mal

connues et peu utilisées, mais aussi des molécules non antibiotiques.

Le principal objectif des traitements antibiotiques est qu’il soit efficace sur la bactérie
pathogene mais il est aussi important que la sélection de bactéries pathogénes ou commensales
résistantes soit limitée. En effet, les résistances apparaissent spontanément et peuvent ensuite
se transmettre entre bactéries via des transferts horizontaux de genes. Ces résistances peuvent
étre plus ou moins sélectionnées en fonction de la pression environnementale, notamment en
cas de présence d’antibiotique. Ainsi, la gestion de I’environnement est essentielle pour limiter
a la fois la propagation des génes de résistance, mais aussi leur sélection. Il est maintenant
conseillé d’utiliser les antibiotiques de maniere plus rationnelle afin de limiter au maximum le

développement de bactéries résistantes, voire multirésistantes.

Plus spécifiquement, le projet Coaction dont 'UMR INTHERES INRAE/ENVT est
partenaire a pour objectif d’évaluer I’'intérét de combinaisons de molécules antibiotiques, et
non-antibiotiques, en s’intéressant notamment aux molécules antibiotiques anciennes et
délaissées, qui pourraient étre utiles en médecine humaine et vétérinaire. Le JPIAMR inclut 29
pays membres, et le projet Coaction regroupe 6 partenaires européens (Danemark, Belgique, 2
en Suede et 2 en France). Ces différents partenaires ont ét¢ impliqués a différents niveaux du
projet, avec notamment 1’identification des associations de molécules, la validation de ces
associations sur des pathogeénes multirésistants in vitro, puis in vivo sur des modeles animaux

d’infection, afin de vérifier I’efficacité de la combinaison.
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L’association sélectionnée par le consortium est une association de polymyxine B de la
famille des polypeptides, et de minocycline de la famille des tétracyclines. Ces antibiotiques
sont destinés a étre administrés par voie intraveineuse a des patients humains en réanimation
lors de pathologies respiratoires, telles que celles a Acinetobacter baumanii, Klebsiella
pneumoniae, et Pseudomonas aeruginosa. Le but de I'unit¢ INTHERES dans ce projet ¢était de
réévaluer les doses de ces antibiotiques anciens en prenant le porc pour modele de I’Homme,
et d’évaluer les effets sur le microbiote, en particulier le développement d’antibiorésistance
dans les bactéries du tube digestif. Puisque la polymyxine B n’est pas ¢éliminée par voie
digestive, I’impact sur le microbiote a été suppos¢ inexistant et nous nous sommes donc

seulement concentrés sur I’impact de la minocycline au niveau du microbiote porcin.

Cependant, pour cela, il a fallu recréer, chez le porc, la méme exposition a I’antibiotique que
chez ’Homme, aprés une dose estimée a 3mg/kg (soit une injection IV de 200mg pour un
homme de 70 kg). La méme exposition signifie que les concentrations plasmatiques moyennes
chez le porc sont égales aux concentrations plasmatiques moyennes chez I’Homme et cela est
évalué par I’aire sous la courbe des concentrations (AUC) qui doit étre la méme chez les deux

especes.

Pour obtenir une exposition similaire a celle d’une dose de 3 mg/kg chez ’Homme, des
¢tudes pilotes ont été préalablement menées, et ont conclu qu’il fallait administrer entre 8 a
20mg de minocycline par kg de poids vif. La dose supérieure administrée au porc s’explique
par une capacité d’¢limination de la minocycline plus importante chez le porc que chez
I’humain. La variabilité des concentrations retrouvées chez le porc pour une méme dose étant
relativement grande, nous avons choisi, dans nos expérimentations de tester deux doses chez le

porc : 8 et 16 mg/kg.
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1. Bibliographie

1.1. Antibiorésistance
1.1.1. Définition et présentation de 1’antibiorésistance

Afin d’introduire et de présenter le concept d’antibiorésistance, nous allons tout d’abord
définir ce qu’est une souche bactérienne résistante. Lorsqu’une souche acquiert un mécanisme
de résistance, sa concentration minimale inhibitrice (CMI) pour I’antibiotique concerné est
supérieure a celle de la souche sauvage (Martinez, Coque, Baquero 2015). Autrement dit, le
gene de résistance diminue la sensibilité de la bactérie pour 1’antibiotique, qui peut survivre a
des concentrations supérieures a la CMI de la souche sauvage, ou encore, I’absence de ce géne
rend la bactérie plus sensible a 1’antibiotique concerné (Martinez, Baquero, Andersson 2007).
Cette résistance peut étre plasmidique, ou chromosomique selon que le géne de résistance est

porté par le plasmide ou le chromosome.

La résistance peut étre due a des mutations dans les génes de la bactérie ou a I’acquisition
de nouveaux génes par transferts horizontaux. On dénombre plus de 10°° bactéries sur Terre
(Bengtsson-Palme, Kristiansson, Larsson 2018), ce qui explique cette immense variabilité
génétique, d’autant plus que le cycle de division de certaines bactéries est relativement rapide
(E.coli se divise toutes les 20 minutes a 37°C dans un milieu favorable). La fréquence de
mutations est assez élevée (107 a 10). De cette maniére, les génes de résistance peuvent
apparaitre méme en absence d’une pression de sé€lection. Ils sont sélectionnés lorsque cette

pression existe, notamment lors de la présence d’un antibiotique.

Toutefois, trés souvent, les facteurs de résistances s’accompagnent d’une diminution de la
valeur sélective de la bactérie, ou fitness, qui correspond a la capacité d’une bactérie a croitre.
En effet, I’acquisition d’un nouveau gene de résistance peut se faire au détriment d’une fonction
importante pour la bactérie, ou I’expression du gene peut avoir un colt énergétique €leve. C’est
pour cela que les geénes de résistance sont plutot sélectionnés lors de pression sélective,
notamment lors de la présence d’antibiotiques ou d’autres substances génératrices de stress pour
la cellule (Stokes, Gillings 2011; Martinez 2012; Martinez, Coque, Baquero 2015). Dans
certains cas plus rares, les génes de résistance peuvent conférer des avantages a la cellule, méme
en 1’absence de pression de sélection, auquel cas ils seront conservés (Enne 2004). De méme
certaines souches ont compensé leurs mécanismes de résistance par des mutations, ce qui

diminue leur cofit de fitness, et permet leur maintien au sein de I’environnement au méme titre
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que leurs homologues sensibles (Bjorkman, Hughes, Andersson 1998; Paulander, Maisnier-
Patin, Andersson 2007; Peter A. Lind, et al. 2010). La diminution de la valeur sélective dépend

donc du type de mécanisme de résistance (Melnyk, Wong, Kassen 2015).
1.1.2. Transmission des genes d’antibiorésistance

La transmission de génes de résistance peut s’effectuer par transfert vertical a la
descendance, ou bien par transfert horizontal. Le transfert horizontal de génes peut se définir
comme le processus de transmission d’ADN d’une cellule a une autre, sans nécessité de division
cellulaire, associé a I’incorporation de cet ADN dans le génome de le cellule réceptrice. Ces
transferts horizontaux permettent ainsi 1’échange ou la transmission de plasmides ou de
fragments de matériel génétique entre des bactéries phylogénétiquement différentes. On estime
que le transfert horizontal de geéne concerne jusqu’a 25% de certains génomes bactériens, ce
qui refléte bien I’importance de ce mécanisme dans la population bactérienne (Ochman,
Lawrence, Groisman 2000). Pour que le transfert soit possible, cela nécessite deux processus
indépendants : le déplacement physique de I’ADN, et I’incorporation dans le génome récepteur
permettant un héritage stable (Stokes, Gillings 2011). Il existe trois mécanismes majeurs de

transferts horizontaux de genes :

- La transformation bactérienne qui correspond a la récupération des fragments
génétiques bactériens issus de bactéries mortes, par d’autres bactéries. Ces derniéres
peuvent les intégrer a leur génome, notamment par un phénomene de crossing-over

- Laconjugaison bactérienne qui se fait via la formation d’un pont de conjugaison
entre 2 bactéries permis par la présence d’un plasmide sexuel. La bactérie donneuse
peut transmettre certains plasmides via ce pont. Ainsi, si un des plasmides est porteur
de genes de résistance, la bactérie receveuse pourra développer cette résistance, et la
transmettre a sa descendance. Il existe des souches HFR (Haute Fréquence de
Recombinaison), dans lesquelles le plasmide sexuel s’est intégré au chromosome
bactérien. Dans ce cas-1a, le chromosome bactérien est lysé pour perdre sa circularité,
et une partie est transmise via le pont de conjugaison a l’autre bactérie. Si un
appariement est possible, il peut y avoir un crossing-over, et par conséquent, intégration
d’une partie du génome de la bactérie HFR dans la deuxiéme bactérie.

- La transduction bactérienne qui se caractérise par la transmission d’information
bactérienne via un bactériophage. En introduisant son matériel génétique dans une
bactérie, le bactériophage détourne la machinerie cellulaire pour se reproduire. Dans

certains cas, il capte des génes bactériens, qui vont €tre transmis a une autre bactérie via
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le bactériophage. De¢s lors, si ’appariement est possible, le crossing-over permettra

I’intégration de nouveaux geénes de résistance.

D’autres ¢léments génétiques mobiles tels que les intégrons, les transposons, les éléments

conjugatifs intégratifs peuvent aussi étre impliqués dans le transfert horizontal de gene.

Toutefois, pour que les transferts horizontaux soient réussis, il faut que I’appariement soit
possible et généralement, ces transferts sont plus fréquents lorsque les bactéries sont proches
phylogénétiquement. (Philippot et al. 2010). Or, les bactéries présentes dans 1’environnement,
et les bactéries pathogeénes ne sont pas souvent proches d’un point de vue phylogénétique, ce
qui limite alors le transfert de geénes de résistance de 1’une a 1’autre. Pour que des bactéries
puissent intégrer des génes provenant de bactéries ¢loignées phylogénétiquement, il faut qu’il
y ait des facteurs de stress dans I’environnement, comme la présence d’antibiotiques ou d’autres
substances telles que certains métaux ou biocides, qui peuvent potentiellement déclencher ce
transfert de génes (Beaber, Hochhut, Waldor 2004; Zhang et al. 2017). Une fois la résistance
transmise a un pathogeéne humain, celle-ci va plutot étre transmise a des bactéries commensales

ou a d’autres pathogénes humains, plutot qu’a de nouvelles bactéries environnementales.

Une des conditions importantes pour permettre le transfert de genes est que la bactérie
donneuse et la bactérie receveuse partage le méme habitat. Dans certains cas, une chaine de
micro-organismes peut les relier et permettre au final le transfert de genes (Martinez 2012). 11
existe aussi des pathogénes opportunistes comme Burkholderia cepacia, Ochrobactrum
intermedium et Stenotrophomonas maltophilia, appartenant toutes les trois au microbiote du
sol, et qui peuvent servir d’intermédiaires. Elles peuvent recevoir les genes de résistance, et les
retransmettre plus tard a d’autres pathogeénes, ou bien devenir elles-mémes pathogénes (Berg,

Eberl, Hartmann 2005).

En effet, I’environnement peut €tre un véritable réservoir de geénes de résistance, c’est
pourquoi il est important de connaitre les facteurs environnementaux qui favorisent la
propagation de ces genes, ou 1’apparition de nouvelles résistances afin de les limiter dans le
futur. Cela permettrait aussi de construire des modeles sur 1I’émergence des résistances ainsi

que sur leur dissémination (Bengtsson-Palme, Kristiansson, Larsson 2018).

Les geénes de résistances existaient déja plusieurs décennies avant ’utilisation de molécules
antibiotiques (Martinez 2012). Rappelons que les antibiotiques dérivent pour la plupart de
substances naturelles, produites par d’autres micro-organismes, naturellement présents dans
I’environnement. Ainsi, cela n’est pas étonnant que des résistances soient présentes dans les

bactéries de I’environnement (Stokes, Gillings 2011; Martinez 2012; Hiltunen, Virta, Laine
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2017), qui peuvent ainsi se protéger d’autres organismes producteurs de substances
antibiotiques, sans toutefois eux-mémes produire de molécules antibiotiques (Martinez et al.
2009; Davies, Davies 2010). Par exemple, le géne gnrA, qui est un géne de résistance aux
quinolones (antibiotiques synthétiques), provient d’une bactérie aquatique Shewanella algae,
qui ne produit pas de substance antibiotique (Poirel et al. 2005). Ces résistances acquises dans
des microorganismes environnementaux peuvent ensuite étre transmises a d’autres bactéries,

dont des bactéries pathogenes humaines. (D’Costa et al. 2006).

L’utilisation importante de molécules antibiotiques a largement favorisé le maintien et
I’émergence des nouveaux génes de résistance. Les gradients de concentrations d’antibiotiques
dans I’environnement, favorisent le maintien des geénes de résistances en éliminant les bactéries

les plus sensibles (Andersson, Hughes 2014).

Les disséminations de bactéries résistantes ont lieu fréquemment lors d’un contact rapproché
entre individus, notamment par le biais d’un contact direct ou indirect, les aérosols, ou fluides
corporels. Toutefois, la transmission par la voie environnementale ne doit pas étre négligée ;

elle peut se faire via les eaux usées, la poussiere, ou encore par la nourriture contaminée.

Les procédés utilisés dans les stations d’épuration ne suffisent pas pour éliminer toutes les
bactéries des eaux usées chargées de flore digestive, mais contribuent a réduire la population
bactérienne, et donc la quantité de genes de résistance ; de plus, les facteurs de sélection de ces
genes sont dilués, ce qui réduit la pression sélective et participe a 1’élimination des génes de
résistance. Au total, I’abondance bactérienne est réduite de 10 a 1000 fois, ce qui est déja non
négligeable, mais non suffisant, expliquant alors les possibles contaminations par les eaux
traitées (Bengtsson-Palme et al. 2016; Karkman et al. 2016). Ainsi, cela peut soulever un
probléme notamment par la persistance de bactéries résistantes, pathogenes ou non. Par
exemple, I’eau traitée dans une station d’épuration peut étre utilisée pour arroser des cultures,
remplir des piscines, ou bien est encore utilisée en tant qu’eau courante que 1’on peut boire. De
méme, les animaux peuvent boire de 1’eau souillée contaminée par des bactéries et de cette
facon, contaminer I’Homme, soit par contact direct avec I’animal (par exemple pour les
Staphylococcus aureus Meticilline Resistant (SARM)), soit dans les produits consommables de
ces animaux, comme dans le cas des Salmonelles pour les ceufs, le lait ou encore la viande.
Enfin, les boues issues des procédés de traitement des stations d’épurations peuvent étre
utilisées en tant que fertilisant et donc étre répandues sur le sol. Au final, les bactéries résistantes

peuvent se retrouver dans le tube digestif de ’Homme ou elles peuvent transmettre leurs génes
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de résistance aux bactéries commensales de la flore digestive humaine qui a leur tour peuvent

les transmettre a des pathogeénes dans 1’intestin (Martinez 2012; Hiltunen, Virta, Laine 2017).

Ainsi, I’environnement peut étre un réservoir de genes de résistance, notamment via le sol,
et les bactéries opportunistes, mais aussi par le biais des eaux usées méme traitées dans les

stations d’épuration.
1.2. Minocycline

La minocycline est une molécule antibiotique, appartenant a la classe des tétracyclines de

deuxiéme génération. Son usage est actuellement exclusivement limité a la médecine humaine.

I1 s’agit d’une molécule antibiotique ancienne, ayant ét¢ découverte en 1965, peu de temps
apres la doxycycline, elle-méme découverte en 1962. Ces deux molécules ont été identifiées
apres plusieurs années de recherche visant a améliorer 1’efficacité des tétracyclines de premiére
génération. Il s’agit donc de molécules semi-synthétiques. Elles présentent alors une meilleure
absorption intestinale et une meilleure pénétration tissulaire, ainsi qu’un temps de demi-vie plus

long (Jonas, Cunha 1982).

La minocycline a assez peu été utilisée du fait d’effets secondaires, tels que des troubles
vestibulaires (étourdissements, pertes d’équilibres), ou plus rarement de la photosensibilité,
bien qu’elle soit plus modérée qu’avec les autres tétracyclines (Cunha et al., 2018). Elle a méme
été retirée du marché en 2005 a cause de sa trop faible utilisation en médecine humaine, avant
d’étre réintroduite en 2009 pour le traitement d’infections a bactéries multirésistantes (Colton
et al. 2016a). En effet, suite a ’augmentation des souches multirésistantes, les chercheurs se
sont tournés vers d’anciennes molécules, dont la minocycline, seule ou en associations avec,
par exemple, la polymyxine B dans les infections & Klebsiella pneumoniae. La minocycline
améliore notamment I’ effet bactéricide de la polymyxine B et en rallonge le temps de croissance

des bactéries par synergie (Zhao et al. 2020; Huang et al. 2017; Wistrand-Yuen et al. 2020).
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1.2.1. Propriétés de la minocycline

La minocycline possede la structure de base a 4 cycles de toutes les tétracyclines avec un
noyau hydronaphtacéne et un groupe carbomixide en position C2, essentiel a 1’activité
antibactérienne. En plus de cela, on trouve un groupe diméthylamine en position C7, et
I’absence d’un groupe fonctionnel en position C6 (Jonas, Cunha 1982). Sa formule chimique
est C23H27N307 et son poids moléculaire est de 457.5g/mol (Garrido-Mesa, Zarzuelo, Géalvez
2013; Asadi et al. 2020). Il s’agit d’'une molécule ayant une activité antibactérienne de type
bactériostatique, et possédant un spectre large. En effet, elle est efficace contre les bactéries a
Gram +, a Gram -, mais aussi contre de nombreux autres microorganismes tels que Rickettsia,
et Mycoplasma pneumonia. Elle agit en inhibant la synthése protéique de la bactérie en se liant

a son unité ribosomale 30S, ce qui modifie la conformation de I’ARN (Cunha, Baron, Cunha

2018b; Lashinsky et al. 2017).
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Figure 1: A) structure chimique de la molécule de minocycline ; B) Structure chimique d’autres

molécules appartenant a la famille des tétracyclines (Asadi et al. 2020)

La structure de la minocycline permet d’expliquer sa forte liposolubilité, traduite par un
meilleur coefficient de partage a pH neutre que les autres tétracyclines. Cela se traduit par une
trés grande pénétrabilité tissulaire, et donc une bonne diffusion dans 1’organisme. La
minocycline est aussi quasiment intégralement, et rapidement, absorbée lors d’une prise orale.
Elle diffuse trés bien dans les tissus avec un ratio tissu/plasma > 1 pour le foie, la vésicule
biliaire, les fluides biliaires, la prostate, les organes génitaux ainsi que les poumons (Colton et
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al. 2016a; Asadi et al. 2020). Dans ce dernier cas, le ratio atteint méme 3.80, la minocycline
étant notamment activement secrétée dans la lumiére bronchiale par les cellules épithéliales et
le tissu glandulaire. Ainsi, la concentration atteinte en minocycline dans les poumons, et dans
les sécrétions respiratoires, rend cette molécule plus efficace contre les pathogénes pulmonaires
tels que Streptococcus pneumoniae, Streptococcus de groupe A, Haemophilus influenzae,
Mycoplasma sp., et Legionella sp., qued’autres antibiotiques tels que les autres tétracyclines,

I’ampicilline, I’érythromycine et les céphalosporines. (Jonas, Cunha 1982).

La minocycline est trés rapidement absorbée aprés une administration par voie orale. M.
Jonas and al. ont montré qu’apres une administration de 200 mg de minocycline par voie orale,
la molécule était détectée dans le sang des la premiere heure, avec un pic de concentration a
2h compris entre 2 et 4 pg/mL. Le temps de demi-vie est compris entre 12 et 16 h selon des
études faites en 1982, pour étre corrigé en 2018 comme étant compris entre 15 et 23 h (Jonas,
Cunha, 1982 ; Cunha et al., 2018). Un temps de demi-vie long permet de réduire la fréquence
de prise du médicament. Par exemple, chez ’'Homme, pour maintenir une concentration
efficace (entre 2.4 et 3.5ug/mL), il est recommandé d’administrer une dose de 100 mg toutes
les 12 h (Jonas, Cunha 1982). Cependant, ces temps de demi-vie longs pour les nouvelles
tétracyclines, entre 18 et 24h dans le cas de la doxycycline sont associés & une phase
d’accumulation avant d’atteindre un plateau d’équilibre des concentrations. Pour atteindre des
concentrations plasmatiques efficaces, et donc un effet thérapeutique, plus rapidement il faut
I’administration d’une dose de charge qui correspond a une dose plus élevée au début du
traitement. Par exemple, si les nouvelles tétracyclines sont utilisées sans dose de charge par
prise de 100mg toutes les 12h par voie intraveineuse ou par voie orale, il n’y a pas
d’amélioration clinique avant 3-4 jours de traitement. Alors que si on utilise une dose de charge
de 200mg par voie intraveineuse ou par voie orale, et qu’on poursuit le traitement a une dose
de 100mg une fois par jour, par voie intraveineuse ou voie orale, les concentrations
thérapeutiques sont atteintes des le premier jour de traitement et donc les améliorations
cliniques peuvent étre plus rapides. En fonction des pathogénes concernés, la dose de charge
peut varier. Par exemple dans le cas de pneumonies séveres a Legionella sp., 1a dose de charge
recommandée est de 200mg (IV ou PO) toutes les 12h, pendant 3 jours avant de passer a des

doses d’entretien (Cunha, Baron, Cunha 2018b).

Du fait de sa distribution tissulaire importante, le volume de distribution de la minocycline
est relativement €levée, compris entre 67,5 et 115 L chez ’Homme (Asadi et al. 2020). De plus,
la minocycline est aussi la tétracycline qui traverse le mieux la barriére hémato-méningée, bien

que les concentrations dans le liquide cérébrospinal soient 50% inférieures a celles trouvées
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dans le plasma chez les humains et animaux (Cunha, Baron, Cunha 2018a; Asadi et al. 2020,

Colton et al. 2016a; Cunha 2000).

La minocycline est métabolisée par le foie, avant d’étre excrétée en grande quantité dans la
bile, avec une concentration biliaire supérieure a 76pug/mL aprés une dose de charge de 200mg
suivie de dose d’entretien a 100mg BID, pendant 2 a 7 jours. Elle est donc en grande majorité
excrétée sous forme active ou métabolisée par les feces et partiellement par les urines (entre 5
et 12%) (Asadi et al. 2020; Colton et al. 2016a; Macdonald et al. 1973). Du fait de cette
métabolisation hépatique et 1’absorption quasiment compléte au niveau du duodénum, la
molécule active est peu présente dans la partie distale du tractus intestinal, ce qui limite I’impact
au niveau de la flore microbienne et limite certains des effets secondaires propres aux
tétracyclines, tels que les troubles digestifs. En effet, les tétracyclines de premiére génération
peuvent étre moins bien absorbées lorsqu’elles sont prises au moment des repas a cause de
I’interaction avec certains ions formant des complexes insolubles. Au contraire, 1’absorption
intestinale de la minocycline n’est pas perturbée en présence de nourriture ou de lait ce qui

permet une administration pendant les repas (Jonas, Cunha 1982).

Ainsi, la minocycline est donc une bonne molécule antibactérienne, ayant une excellente
absorption tissulaire, un temps de demi-vie long et un spectre relativement large. Elle possede
aussi des effets anti-inflammatoires qui justifient son utilisation pour certaines pathologies a
composantes inflammatoires et infectieuses telles que I’acné (Garrido-Mesa, Zarzuelo, Galvez

2013).

Enfin, on peut dire aujourd’hui que la minocycline est une molécule qui est plutdt bien
tolérée chez ’Homme, y compris pour de longues durées de traitement. En effet, en respectant
une dose maximale de 200mg/jour, les effets secondaires sont relativement rares. Les plus
communs sont des nausées, vertiges ou étourdissements qui apparaissent rapidement apres
I’administration, et cessent a I’arrét du traitement. Il est toutefois recommandé par le British
National Formulary, dans le cas des traitements excédant 6 mois, de surveiller tous les 3 mois
les parametres hépatiques, 1’apparition de pigmentation cutanée ou I’apparition de lupus
érythémateux. S’il y a une modification des parameétres hépatiques, ou apparition d’un de ces
troubles cutanés, le traitement doit impérativement étre stoppé. Les cas de pigmentation cutanée
irréversibles sont plus fréquents avec la minocycline qu’avec les autres tétracyclines. Cela
s’observe notamment lors des traitements contre 1’acné (Garrido-Mesa, Zarzuelo, Galvez

2013).
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1.2.2.  Quelques exemples d’indications

La minocycline a un spectre large, et agit sur les bactéries a Gram +, & Gram — et certains
autres microorganismes mais son usage clinique est assez limité. Elle est le plus souvent utilisée
contre I’acné et certaines maladies sexuellement transmissibles comme la syphilis ou encore la
chlamydiose. Elle est aussi indiquée contre la maladie de Lyme, mais la doxycycline lui est
préférée dans ce cas, du fait des effets vestibulaires secondaires plus fréquents avec la

minocycline (Cunha 2000).

Néanmoins, du fait de I’augmentation de 1’antibiorésistance au fil des années, un nouvel
intérét est porté a la minocycline qui est proposée dans le traitement des infections a pathogenes
multirésistants. Il a en effet ét¢ montré qu’elle est relativement efficace contre Klebsiella
pneumoniae, notamment en association avec la polymyxine B dont elle limite les effets
neurotoxiques (Zhao et al. 2020; Lewis, Altemeier 1976). Les deux molécules agissent en
synergie ce qui permet d’augmenter les effets bactéricides de la polymyxine B. La différence
d’efficacité entre une monothérapie avec la polymyxine B ou avec la minocycline et la
combinaison de ces deux antibiotiques est significative. La polymyxine B augmenterait la
perméabilité membranaire des bactéries qui permettrait d’atteindre des concentrations
intracellulaires en minocycline plus élevées. Cette association est d’autant plus efficace que les
pathogenes sont sensibles a la polymyxine B. Sur les souches les plus résistantes, la réflexion

d’une trithérapie se pose néanmoins (Huang et al. 2017).

Des recherches ont été menées sur des bactéries multirésistantes de différents genres
impliquées dans des pathologies respiratoires. Depuis quelques années, le nombre des souches
d’Acinetobacter baumanii, responsables de pneumopathies, multirésistantes, extrémement
résistantes, voire panrésistantes, a beaucoup augmenté, si bien qu’elles représentent aujourd’hui
une réelle menace pour la santé humaine. Les carbapénemes, antibiotiques de la classe des
bétalactamines, étaient les plus indiqués contre ce pathogene, mais les bactéries ont rapidement
développé une résistance contre ces antibiotiques Aujourd’hui, les souches d’A. baumannii
carbapéneme-résistantes (CRAB) représentent 65% des pneumonies a A. baumanii aux Etats-
Unis et en Europe, et plus de 60% en Asie. Des analyses ont aussi révélé une résistance a
I’ampicilline — sulbactam pour 40% des souches. C’est pourquoi de nouvelles approches
thérapeutiques sont en cours d’étude. Les essais avec la minocycline et la doxycycline ont été
concluants, mais doivent étre approfondis pour évaluer si ces molécules sont plus efficaces en

monothérapie, ou en combinaison avec d’autres molécules. (Lashinsky et al. 2017)
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La minocycline possede d’autres effets que son activité antibactérienne. Elle a aussi des
effets anti-inflammatoires, anti-apoptotiques, et inhibe la protéolyse ainsi que I’angiogenése.
C’est pour cela qu’elle est parfois utilisée dans le cas de maladies inflammatoires
dermatologiques, telles que des dermatites, dermatoses bulbeuses, pyodermites gangréneuses,
sarcoidoses, mais aussi d’autres types de maladies inflammatoires telles que des périodontites,
des arthroscléroses, des maladies intestinales inflammatoires, des maladies neutrophiliques.
Elle est aussi utilisée dans le cas de maladies auto-immune comme 1’arthrite rhumatoide et la
sclérodermie (Sapadin, Fleischmajer 2006; Griffin et al. 2010; Soory 2008; Zemke, Majid 2004;
Golub et al. 1998; Bain et al. 1997).

Pénétrant relativement bien la barriere hémato-méningée du fait de sa grande liposolubilité,
et étant la tétracycline considérée comme la plus efficace en termes de neuroprotection, son
utilisation a été suggérée dans les cas d’ischémie, de traumatismes craniens, de douleur
neuropathique, de méningites, d’abces intra-craniaux a Staphylococcus aureus, ou encore dans
le cas de certaines maladies dégénératives telles que la maladie de Parkinson, la maladie
d’Huntington, la sclérose latérale amyotrophique, la maladie d’Alzheimer, ou encore dans le
cas de Iésions de la moelle épiniere (Kim, Suh 2009; Kielian et al. 2007; Kim, Suh 2009; Zemke,
Majid 2004). Ce sont ses effets anti-inflammatoires qui sont recherchés dans ces cas. Dans tous
les cas cités précédemment, on retrouve une neuro-inflammation, qui se traduit par une
activation des cellules du systéeme immunitaire de la microglie au niveau du cerveau, ainsi
qu’une activation des astrocytes, cellules du systéme nerveux. Cela est possible justement car
la minocycline inhibe 1’activation des cellules de la microglie et donc la libération de certaines
molécules inflammatoires (Yrjdnheikki et al. 1998). Toutefois, elle n’empéche pas 1’activation
des astrocytes. (Yrjanheikki et al. 1999; 1998). Les propriétés anti-inflammatoire et anti-
apoptotiques de la minocycline en font donc un candidat pour la prise en charge de maladies
neurodégénératives mais des études cliniques seront nécessaires pour confirmer ou non son

intérét (Cankaya et al. 2019; Du et al. 2001).

D’autres effets de la minocycline ont aussi été mis en évidence sans application clinique a
I’heure actuelle. Parmi ces effets, la minocycline limiterait la croissance de cellules malignes
en inhibant P’activité des enzymes métalloprotéinases matricielles, notamment au niveau des
tumeurs pulmonaires, du sein, et osseuses (Hua et al. 2011; Lokeshwar 2011) et préviendrait la

résorption osseuse (Sapadin, Fleischmajer 2006).
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1.2.3. Mécanismes de résistance

La résistance aux tétracyclines est induite par des geénes portés par différents groupes de
plasmides et occasionnellement par le chromosome. Les génes de résistance aux tétracyclines
les plus communs codent pour les protéines Tet(B), Tet(A), Tet(K), Tet(M) et Tet(S). Tet(A),
Tet(B), Tet(K) sont des protéines membranaires et plus précisément des pompes a efflux, qui
expulsent les tétracyclines hors de la bactérie en échange d’un proton. Les concentrations
intracellulaires de tétracyclines sont donc diminuées en présence de ces protéines. Tet(M) et
Tet(S) sont des protéines qui se fixent sur le ribosome et induisent une modification de sa
conformation qui empéche la fixation de ’antibiotique sans stopper la synthése des protéines.
En présence de Tet(M) et Tet(S), les concentrations intracellulaires ne sont pas modifiées mais
la bactérie est moins sensible a I’antibiotique (Asadi et al. 2020). Le gene le plus fréquent est
tetA codant pour la protéine Tet(A). Il confere une résistance seulement a la tétracycline et a la
doxycycline, les bactéries restant sensibles a la minocycline. Pour qu’elles soient résistantes a
la minocycline, les bactéries doivent posséder le géne fetB, codant pour la protéine Tet(B). La
présence de ce geéne fetB entraine une haute valeur prédictive positive (93%), et son absence
engendre une valeur prédictive négative de 100% pour une résistance a la minocycline. Ainsi,
la présence du gene tetB sert de marqueur de résistance a la minocycline (Cunha, Baron, Cunha

2018a; Lomovskaya 2018; Lashinsky et al. 2017)

La tigécycline est une tétracycline dérivée de la minocycline synthétisée en 2006 dans le but
de contourner les mécanismes de résistance aux tétracyclines. Toutefois, il a été observé un
développement rapide de nouveaux mécanismes de résistance lors de traitements avec la
tigécycline. Cette résistance est probablement associée au geéne fetX, ou chez 4. baumannii, a
une surexpression des genes codant pour les pompes a efflux. Par exemple, les pompes
AdeABC sont retrouvées chez les souches résistantes a la tigécycline et sont particuliérement
efficaces contre ’antibiotique car elles rejettent directement la molécule dans le milieu
extracellulaire, et non pas dans I’espace périplasmique. De maniére intéressante, ces pompes
AdeABC ne semblent pas engendrer de résistance a la minocycline (Hornsey et al. 2010;

Montafia 2015).

I existe aussi un gene tetR, qui code pour une protéine répresseur TetR. En 1’absence de
tétracycline, la protéine TetR se fixe sur les opérateurs des genes fet, afin d’éviter leur
transcription. Au contraire, en présence de tétracyclines, TetR se détache de ces sites opérateurs,

ce qui va permettre la transcription et I’expression des pompes TetA ou TetB. (Nguyen et al.
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2014; Pournaras et al. 2015). Ce mécanisme permet a la bactérie d’économiser de I’énergie

pour ne transcrire les séquences impliquées dans la résistance que lorsque cela est nécessaire.

Dans notre étude, de la minocycline a été administrée a des porcs, modeles pour la médecine

humaine, pour réévaluer les doses utilisées actuellement, et I’impact sur la flore microbienne.

1.3. Mode¢le du porc

Il existe plusieurs types d’animaux pouvant étre utilisés comme mod¢les pour ’Homme : les
plus fréquents sont les rongeurs ou les porcins (Sciascia, Dag, Metges 2016a). Le porc est une
espece facile a élever, avec un temps de gestation court et une croissance relativement rapide.
C’est aussi un animal ayant une durée de vie relativement longue, entre 10 et 20 ans en fonction
des races, ce qui permet d’étudier le développement de maladies sur du long-terme. Le porc est
connu pour présenter de nombreuses similarités avec I’Homme, plus particuliérement au niveau
des caractéristiques dentaires, de la morphologie et physiologie rénales, de 1’acuité visuelle et
de la structure oculaire. Il est aussi semblable sur la morphologie et physiologie de la peau,
I’anatomie et la physiologie cardiovasculaires, et présente des similitudes sur le plan digestif

puisque, comme I’Homme, il est lui aussi omnivore (Meurens et al. 2012; Pond, Mersmann

2001).

Le porc est donc tres utilis¢é comme modele pour de nombreuses études dans les domaines
cardiovasculaires, pulmonaires, digestif/nutritionnel, rénal, immunologique, métabolique,
embryologique, feetal, et tégumentaire. Il est aussi apprécié pour les recherches chirurgicales

depuis les années 1970 (Guilloteau et al. 2010).

Nous allons justifier ici 1’utilisation du porc comme modele pour cette étude, en comparant
son systéme digestif avec celui de I’Homme d’un point de vue anatomique mais aussi

physiologique, sans oublier le microbiote intestinal, tout en présentant les limites de ce modele.

1.3.1. Similarités et différences anatomiques digestives

Tout d’abord, le porc présente de nombreuses ressemblances anatomiques avec I’Homme.
La ressemblance anatomique la plus importante réside au sein de I’intestin gréle : on y retrouve
des plis circulaires, ou plis de Kerckring, chez les deux especes. Ces plis sont trés importants

car ils augmentent considérablement la surface d’absorption, ce qui va jouer un role sur le plan
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métabolique, notamment en augmentant la vitesse d’absorption des molécules. (DeSesso,
Jacobson 2001). De plus, le caecum et le colon de I’'Homme et du porc présentent des
haustrations, c’est-a-dire des bosselures au niveau du la paroi caeliaque. Ces haustrations sont
formées par les structures musculaires et chez ces deux especes, le caccum possede trois bandes
musculaires longitudinales, appelées tenia, alors que la portion proximale du colon n’en

possede que deux. (Swindle et al. 2012).

Le pancréas porcin est aussi trés proche de celui de ’homme, au niveau de la texture, de la
couleur, de la densité, et posséde une vraie capsule similaire a celle trouvée autour du pancréas
humain. On y trouve a la fois des canaux pancréatiques principaux et des canaux pancréatiques
accessoires. De plus, la topographie de la veine porte, des vaisseaux mésentériques et du
duodénum est similaire a celle de I'homme, ce qui fait du porc un bon mod¢le pour les
expérimentations chirurgicales. Sur le plan fonctionnel, le pancréas du porc est aussi trés

similaire a celui de I’'Homme. (Truty, Smoot 2008).

Malgré les similitudes présentées au-dessus, certaines différences anatomiques sont a
relever. Bien que les deux soient des monogastriques, 1’estomac du porc présente un diverticule
important au niveau du cardia, sphincter situ¢ entre 1I’estomac et 1’cesophage. (Meurens et al.
2012). Ensuite, ’appareil digestif du porc est bien plus long que chez ’Homme : I’intestin gréle
mesure 11 a 14 fois sa longueur corporelle soit une taille de 16 a 21 m chez un porc adulte, dont
5% correspond au duodénum, 90% au jéjunum et 5% a I’iléon. A la différence, chez ’Homme
I’intestin gréle ne mesure qu’entre 4 et 7m, et le gros intestin entre 1,1 et 1,8m, contre pres de
4m chez le porc (Sciascia, Das, Metges 2016a). Enfin, chez le porc, au niveau du caecum, du
colon ascendant et transverse, ainsi qu’au niveau de la partie proximale du c6lon descendant,
on trouve des séries de spirales centrifuges et centripetes, ce qui différe structurellement du

colon humain (Swindle et al. 2012; Meurens et al. 2012).
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Tableau 1 : Comparaison anatomique des différentes parties du tractus intestinal entre

I’Homme et le porc.

Organes Ressemblances Différences
Estomac e Monogastriques e Diverticule présent chez le porc
e Partie sécrétoire glandulaire e Muqueuse cesophagienne plus
développée chez le porc
Intestin gréle e Présence de plis circulaires sur e Longueur plus importante chez le
I’ensemble de I'intestin gréles porc (cf figure 2)
Caecum e Méme taille e Mieux différencié chez le porc

e Présence de spirales centrifuges et
centripétes au niveau de la
mugqueuse digestive

Colon e Méme structures musculaires e Présence de spirales centrifuges et

formant des haustrations centripétes au niveau de la

muqueuse digestive

Table 1. Geometry and pH of the gastrointestinal tract

(GIT) of adult pigs. rats. and humans!
Rat Human
| f L
Gu)
2 E _
i 0 - 30
0 !|

Geometry pH Geometry pH® Geometry  pH

Stomach? 4 3-5 0.002 3151 1 1535
Duoderim 0.8 -8 0.1 6.0 0.38 6
Jejunum 19 6-8 135 74 25 =
[leum 05 68 0.004 74 4 5668
Cecum 024 67 0.007 6468 01-03% 56
Colon - 6-8 0.011 6.8 15 67

mages of the GIT used with permission from Stevens and Hume
(1998).

IWard and Coates (1987).

3Stomach peometry is presented as volume (L), while the geometry of
the remaining sections of the GIT is presented as length (m).

“Kararli (1995)

‘Cummings et al (1987)

Figure 2 : comparaison des caractéristiques chimiques et anatomiques des appareils digestifs

du porc, du rat, et de ’Homme. (Sciascia, Das, Metges 2016a)
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1.3.2. Similarités et différences physiologiques digestives

Le porc et ’Homme sont deux espéces a temps de gestation plutot long, ce qui permet un
développement prénatal de la fonction digestive durant les deux derniers tiers de gestation
(Sangild et al. 2002; Sangild 2006; Pacha 2000). En effet, le ratio poids du tractus intestinal
par rapport au poids du feetus augmente de 2,5% a 6,2% durant cette période (McPherson et al.
2004), et si I’on compare les enzymes digestives durant les périodes prénatales et postnatales
du porc et de ’Homme, on y trouve de nombreuses ressemblances (figure 3). Le tube digestif
arrive a maturité apres le sevrage chez le porc, soit apres 28 jours, et entre 6 et 12 mois chez
I’Homme (Guilloteau et al. 2010; Sangild et al. 2013). Cette similitude au niveau de la maturité
du tractus digestif permet d’utiliser des porcs nouveau-nés, ou adolescents, comme modeles
pour le tube digestif humain de I’enfant et de ’adulte. Cela permet d’éviter de travailler avec
des animaux adultes, engendrant des contraintes de place, et surtout des difficultés de

manipulation dues a leur taille et leur poids (Sciascia, Das, Metges 2016b).

Le temps de transit est, quant a lui, tout a fait similaire chez les deux especes. Globalement,
le bol alimentaire va mettre 3 a 4h pour traverser I’intestin gréle que ce soit chez le porc ou chez
I’Homme (DeSesso, Jacobson 2001; Davis, Illum, Hinchcliffe 2001). Au niveau du gros
intestin, on retrouve les mémes ordres de grandeurs avec un temps de transit compris entre 28
et 43.5 heures pour ’Homme, et 23.5 et 56 heures pour le porc (Hendriks, van Baal, Bosch

2012). Il varie de maniere semblable lorsque la quantité de fibres dans la ration est élevée.

De plus, la fonctionnalité du tractus digestif porcin est la plus proche de celle de I’ Homme
que de tout autre modele, excepté les primates, concernant par exemple la fagon dont les
nutriments et métabolites sont absorbés au niveau de la paroi intestinale. Il existe toutefois des
différences fonctionnelles concernant le site de digestion, la production et I’absorption des
nutriments/métabolites. Par exemple chez I’Homme, les glucides non digestibles sont
majoritairement fermentés dans le colon, tandis que chez le porc, cette fermentation commence
des I’estomac et est majoritairement précaecale. Le site de digestion peut varier en fonction de
la nature de ces glucides (Sciascia, Das, Metges 2016a). Dans les deux cas, le microbiote joue
un role relativement faible dans la modification des nutriments ingérés en comparaison a

d’autres especes, en particulier les herbivores tels que les ruminants ou les chevaux.

Sur le plan enzymatique, comme on peut le voir sur la figure 1, on retrouve globalement les
mémes enzymes, en proportions semblables, quel que soit 1’age ou 1’état physiologique
(gestation, lactation). Les activités de la trypsine pancréatique et de la dipeptidase, impliquées
dans la digestion des protéines, sont toutefois plus élevées chez I’ Homme que chez le porc.
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Néanmoins, en supplémentant les truies gestantes avec un ensemble de substance bioactives
telles que des acides gras n-3, des polyphénols végétaux, de la taurine et de la L-carnitine ainsi
que d’autres antioxydants, 1’estomac et ’intestin des porcelets sont plus développés a la
naissance que ceux dont les meres n’ont pas regu de supplémentation (Zabielski et al. 2007), ce

qui se rapproche un peu plus de ’Homme.

Le pancréas répond a la stimulation nutritionnelle dés les premiers jours de vie, bien que la
sécrétion pancréatique reste faible. Elle augmentera apres le sevrage chez les deux especes. Les
récepteurs de la cholécystokinine (CCK), qui est une hormone de I’intestin gréle activant la
sécrétion des enzymes pancréatiques et déclenchant la vidange de la vésicule biliaire, sont
distribués de manicre similaire chez le porc et ’Homme. Les mécanismes neuro-hormonaux
qui controlent la sécrétion du suc pancréatique sont identiques, ce qui va impliquer des
mécanismes digestifs similaires chez les deux especes. La seule différence réside dans le fait
que chez le porc, ¢’est principalement le canal accessoire qui est impliqué dans la sécrétion du
suc pancréatique, contrairement a I’Homme, ou cela concerne majoritairement le canal

principal (Zabielski, Lesniewska, Guilloteau 1997).

Les acides gras a chaines courtes ont un role important dans le métabolisme et sont utilisés
par de nombreux tissus, et joue une réle potentiel dans la régulation de la santé intestinale
(Miller, Ullrey 1987; Govers et al. 1999). Par exemple, chez ’Homme et le porc, 10-30% de
I’énergie dépensée est permise par 1’oxydation de ces acides gras a courtes chaines (Bergman
1990). Ces molécules sont produites via la fermentation microbienne de substances végétales
telles que la cellulose, les fibres. C’est en effet avantageux pour I’organisme car les mammiferes
ne produisent pas d’enzymes capables d’hydrolyser les glucides structurels a longue chaine. La
fermentation microbienne est logiquement plus développée chez les herbivores, mais on la
retrouve tout de méme dans une moindre mesure chez les omnivores comme le porc et
I’Homme. Chez les carnivores comme le chien, cette fermentation existe mais est relativement
faible. Les acides gras a courtes chaine contiennent un a sept carbones et les plus fréquents sont
’acide acétique, I’acide propionique et ’acide butyrique. Etant des acides faibles, possédant un
pKa de 4.8, ils sont présents dans le tractus intestinal sous formes d’anions, le milieu étant plutot
neutre. L’ion acétate est celui que 1’on retrouve en plus grande quantité, par rapport aux autres
acides gras. Globalement, les ratios d’acétate, propionate, et butyrate sont compris entre
75/15/10, a 40/40/20. Comme ce sont deux omnivores, ayant de surcroit des ressemblances
anatomiques du tube digestif, on retrouve des profils comparables de la quantité des acides gras
a courte chaine dans chaque portion du tube digestif. (voir Tableau 2) (Sciascia, Das, Metges

2016b; Cummings et al. 1987; Loh et al. 2006).
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Tableau 2 : comparaison de concentrations en acides gras a chaines courtes en mmol/kg de

contenu humide dans différentes parties du tractus digestif chez ’Homme et chez le porc

Concentration en mmol/kg Homme Porc
Jéjunum 1 4-5
Caecum 131 80-114
Colon 80-123 96-115

De la méme manicre, les concentrations en acides gras a courte chaines retrouvées au niveau
de la veine porte et de la veine hépatique, sont similaires chez les deux espéces, quoique
1égerement plus élevées chez le porc. (Ingerslev et al. 2014; Cummings et al. 1987). Du fait de
ces ressemblances physiologiques et métaboliques, le porc semble étre un bon modele pour

étudier le tractus digestif de ’Homme.

Gestation duration (%)
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Fig. 1. Ontogeny of gastric acid production and gastric, pancreatic and intestinal enzyme activities. Comparisons are between man, the Eig and
the rat. For each species, the larger the body, the more mature is the enzyme activity. Synthetic schema are from previous studies!®:%:104.134=181)_

Figure 3 : comparaison des différentes enzymes a différents stades physiologiques chez le porc et

chez I’Homme (Guilloteau et al. 2010)
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1.3.3. Microbiote intestinal

A la naissance, le tube digestif est stérile : c’est lors de la mise-bas qu’il va étre colonisé par
la flore vaginale de la mére mais aussi par la flore présente dans I’environnement : le microbiote
intestinal va commencer a se mettre en place. Lors de césariennes, le microbiote est par
conséquent moins riche en bactéries que lors de mises-bas spontanées (Benno, Mitsuoka 1986).
Chez le nouveau-né, les bifidobactéries sont majoritaires, suivies par les clostridies, les
entérobactéries, les streptocoques, et staphylocoques. Chez le porc, les premiers organismes
fécaux prédominants sont d’abord les lactobacilles qui représentent 1,5% de la flore fécale a la
naissance, puis 44,6% a trois semaines, et 11% a 10 semaines, puis viennent les streptocoques,
les entérobactéries, les bactéroides et les clostridies (Benno, Mitsuoka 1986; Heinritz,
Mosenthin, Weiss 2013a; Wang, Donovan 2015). La population microbienne reste a peu pres
stable pendant toute la période d’allaitement, étant donné que le lait est la seule alimentation
recue. Les différences de composition du lait humain et porcin résultent en des populations
microbiennes différentes durant cette période (Wang, Donovan 2015; Sciascia, Das, Metges

2016b).

Toutefois, les mémes espéces bactériennes majoritaires sont retrouvées chez les deux

especes et appartiennent aux phyla Firmicutes et Bacteroidetes (E R Miller, Ullrey DE 1987).

Chez les humains adultes, 60% des bactéries du microbiote intestinal appartiennent au
groupe des Firmicutes : en grande majorité les groupes Eubacterium et Clostridium, jusqu’a
28% de la flore fécale, dont Ruminococcus et Butyrivibrio (Sghir et al. 2000). On retrouve
ensuite entre 9 et 42% des bactéries de la famille des Bacteroidetes. Le troisieme groupe
majoritaire, a hauteur de 15% de la flore microbienne, est la famille d’Actinobacteria, avec
notamment les groupes Colinsella, et Atopobium. Enfin, le groupe Bifidobactera, avec en
particulier Bifidobactrium bifidum, Bifidobacterium longum, Bifidodobactereium infantis,
Bifidobacterium adolescentis, et Bifidobacterium pseudocatenulatum correspond a 4% de la
flore fécale humaine. Ce groupe est connu pour ses effets bénéfiques sur la santé, Le groupe

Lactobacillus correspond a environ 2% de la flore microbienne.

Chez le porc, on retrouve les mémes groupes majoritaires avec les familles dominantes
Firmicutes, dont le groupe prédominant est Anaerobacter a hauteur de 10,4% de la flore
microbienne et Bacteroidetes avec le groupe majoritaire Prevotella, correspondant a 11,6% de
la flore fécale. La population Prevotella diminue avec ’age, alors que celle d’Anaerobacter
augmente. Toutefois, le groupe Bifidobacterium est présent en trés faible quantité dans le tractus
digestif porcin, en proportion inférieure a 1%, et il est parfois indétectable, ce qui marque la
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{Mean values and standard deviations)

plus grande différence avec ’Homme. (Heinritz, Mosenthin, Weiss 2013b; Loh et al. 2006).
On y retrouve principalement B. suis, B. globulus, B. pseudolongum, B. thermophilum, B.
choerinum, B. boum des espéces différences de celles retrouvées chez I’Homme. (Mikkelsen et
al. 2003; Simpson et al. 2003). Les Lactobacilles sont trés présents chez les jeunes, et persistent

en quantité importante, environ 11% de la flore fécale chez les porcs adultes. (Leser et al. 2002).

Tableau 3 : Comparaison des microbiotes porcin et humain. A) Proportions de chaque bactérie
retrouvée dans les féces humaines. B) Les 5 familles bactériennes les plus retrouvées dans le

microbiote porcin (Heinritz, Mosenthin, Weiss 2013b).

Proportions of bacteria in human faeces assessed by fluor- B Five most abundant bacteria families in piglets (n 6)" (adapted
escent in sifu hybridisation combined with flow cytometry detection® from Petri et al'®™)

Percentages of gene sequences

*Donors on a Western European diet.

t Data compiled according to Lay ef ai''™. Age of donors: 7-52 years (i 91).

t Data compiled according to Rigottier-Gds o al™'. Age of donors: 3-68 years (n23).
§ Data compiled according to Lay et al'™. Age of donors: 25—45 years (n21).

Les différentes bactéries retrouvées dans les maticres fécales chez ’Homme et chez le porc

sont présentées dans le tableau 3.

L’alimentation joue un rdle majeur au niveau du microbiote. En effet, 1’utilisation de
probiotiques permet d’ensemencer la flore de sorte a éviter la colonisation des bactéries
pathogenes (Haenen et al. 2013; Petkevicius et al. 2007). Les prébiotiques correspondent a un
ensemble de molécules appartenant a la famille des glucides non digestibles, comme par
exemple I’inuline, et participent a la stimulation ainsi qu’a la croissance de bactéries de la
famille des Bifidobactéries, des Lactobacilles et des Eubactéries au niveau du gros intestin
(Rastall, Gibson 2015). Cette modification du microbiote va s’accompagner de changements

au niveau du profil des acides gras a courte chaines produits au niveau du gros intestin, a des

Page 26 sur 66

A o
Proportion of total e %)
bacteria in faecal Average
sample (%) Family 6h Day 20 6h—20d
Probe Mean sD Lactobacilaceae 1-5 44.6 23-3
Clestridiaceae 338 14 171
Clostridium coccoides—Eubacterium 28-01 113 Streptococcaceae 1.5 5-4 154
rectale (Erec 482) 22.0¢ 76 Enterobacteriaceae 25-0 00 60
Clostridium leptum (Clep B&8) 25.21 76 Moraxellaceae 88 2.7 35
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changements au niveau des site de digestion, et de la production des nutriments et autres
métabolites (Lamichhane et al. 2014; Bruzzese et al. 2006). De plus, en participant au
développement de certains populations bactériennes telles que Bifidobacteria et Lactobaccilli,
cela réduit le développement de bactéries comme Escherichia coli et donc le risque de
diarrhées, notamment chez les porcelets (Oli, Petschow, Buddington 1998; Petkevicius et al.
2007). Cela peut donc étre une bonne méthode pour éviter 1’implantation de bactéries

pathogenes, particuliérement chez les nouveau-nés.

1.3.4. Limites du modéle

Le mode¢le du porc n’est bien sir pas parfait, mais c’est celui qui se rapproche le plus de
I’Homme en ce qui concerne son systeme digestif, en dehors des grands singes, sur lesquels
I’expérimentation animale souléve de nombreux problémes d’éthique. On retrouve une
ressemblance anatomique, métabolique, et alimentaire, se traduisant par un microbiote
relativement proche. Depuis quelques années, il est possible de réaliser des transplantations de
flore fécale humaine aux animaux tels que le rat, la souris et le porc afin de transmettre a
I’identique la flore microbienne d’un individu humain. Néanmoins chez les rongeurs, les
Bifidobacterium spp. ne colonisent pas 1’intestin, contrairement au porc qui est par ce fait un
meilleur modele. (Imaoka et al. 2004; Raibaud et al. 1980). Chez les porcelets, recevant la
transplantation a la naissance, aprés césarienne, les résultats sont probants : ils expriment les
mémes souches Bifidobacterium que chez le donneur, et en méme quantité (nombre total de
bifidobactéries chez le donneur : 8,1log.190 par gramme de feces, contre 8,4log.10 chez le porc
receveur) (Pang et al. 2007). Des résultats similaires ont été observés pour le genre Bacteroides.
L’introduction d’aliments solides au cours de la période de sevrage modifie le microbiote des
porcelets, avec notamment une diminution de Bifidobacterium bifidum, et Bifidobacterium
infantis semblable a celle observée chez ’Homme (Sakata et al. 2005). L’évolution

microbienne est donc similaire chez les porcelets ayant recu la transplantation fécale.

Ainsi, a I’aide de cette méthode, le modele est alors encore plus fiable, avec exactement les
mémes proportions bactériennes, dont notamment des especes Bifidobacterium spp, mais aussi
avec une évolution de la population microbienne similaire a celle de ’Homme en fonction de
I’age. (Pang et al. 2007). Toutefois, ces expérimentations doivent étre menées dans des
enceintes stériles, ce qui alourdit considérablement le colit des manipulations et qui limite le

nombre d’animaux.
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2. Matériels et Méthodes

2.1. Pharmacocinétique

2.1.1. Description des animaux et de leurs conditions
d’hébergement

Réception et allotement des porcelets

Les porcelets venaient d’un méme élevage, le GAEC Calvignac, et sont arrivés a 1’age de 4
semaines apres sevrage. Afin d’éviter I’échange ou I’homogénéisation de la flore digestive, ce
qui aurait compromis I’expérimentation, les porcelets ont été placés dans des boxes individuels,
sur copeaux, avec des abreuvoirs automatiques, une alimentation ad [ibitum, et des

enrichissements ludiques (balles a macher, ballon).

Les porcelets ont €té pesés quelques jours apres leur arrivée, et ont été étroitement surveillés
pour s’assurer qu’ils se nourrissaient et s’abreuvaient correctement. Un premier prélévement de
feces a eu lieu a J-5 pour répartir les porcs en trois groupes €quilibrés : un groupe recevant une
faible dose de minocycline (individus LD, Low Dose, a 8mg/kg de minocycline), un groupe
recevant une dose plus élevée (individus HD, High Dose, a 16mg/kg de minocycline) et un
groupe témoin. L allotement a pris en compte la flore microbienne d’origine de chaque porcelet,
le sexe et le GMQ. L’objectif de 1’allotement était d’avoir des populations similaires dans les 3
groupes pour comparer 1’évolution de la flore microbienne en fonction des différents

traitements.

Les administrations de minocycline ont commencé apres dix jours d’acclimatation. Les

porcelets étaient donc agés d’un peu plus de 5 semaines lors de I’expérimentation.

Préparation des porcelets

La veille de la premic¢re administration, les porcelets ont été anesthésiés afin de poser un
cathéter intraveineux central dans une des veines jugulaires pour faciliter les injections de
minocycline. Le volume a administrer étant relativement grand du fait de la faible solubilité de
la minocycline dans le solvant, et les injections étant répétées quotidiennement, il n’était en
effet pas possible de faire ces injections dans des cathéters courts positionnés temporairement

dans la veine de l'oreille comme pour des administrations uniques de faible volume. En
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médecine humaine, la minocycline est parfois administrée par voie intramusculaire mais
I’injection est trés douloureuse et les porcs y réagissent trés mal. Quant a la voie orale, elle
n’était pas envisagée ici étant donné qu’on a choisi de se concentrer sur les patients en soins

intensifs ou la voie parentérale est largement privilégiée.

Les animaux ont été anesthésiés par injection intra-musculaire de Zoletil 100®, a la dose de
Smg/kg de tilétamine/zolazépam, et du Métédor® a la dose de 0.1mg/kg de médétomidine. Un
anti-inflammatoire Antalzen® leur était aussi administré par voie intramusculaire a la dose de

2mg/kg de flunixine méglumine.

Une fois les animaux anesthésiés, le cathéter (Vygon ® LEADER CATH 2 00122520 25 cm
6.0 Fr) était inséré dans la veine, puis suturé a la peau du porc et protégé par le biais d’un

pansement. Les animaux ont été surveillés jusqu’a leur réveil.

Préparation de la solution de minocycline

La solution de minocycline a injecter était préparée juste avant les administrations. La
concentration de minocycline dans la solution a été fixée a 6.48mg/mL, Il s’agit de la
concentration maximale permettant une dissolution compléte dans un solvant peu toxique. Pour
cela, 1.75 g de minocycline en poudre ont été dissous dans 250mL de solution de glucose a 5%.

Le mélange a été vortex¢é jusqu’a dissolution complete.

Des seringues contenant la solution ont ensuite été préparées chaque jour, juste avant les
administrations, pour chaque porc, excepté pour les témoins. Nous avons choisi
d’administrer 8mg/kg pour les individus LD et 16mg/kg pour les individus HD. Ces doses ont
été choisies pour s’approcher des concentrations plasmatiques retrouvées chez I’homme (entre
2.4 et 3.5ug/mL). Les volumes administrés ont été calculés en fonction du poids de chaque
porcelet. Les pesées des porcs ont été faites 3 jours avant le début des administrations, et a J4,

juste avant le deuxieme suivi pharmacocinétique.
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2.1.2.  Suivi pharmacocinétique (méthode de prélevements, temps

de prélévements et gestion des échantillons)

Deux suivis pharmacocinétiques ont été réalisés durant la semaine d’administration : a J1 et
a J5, soit apres la premicre et la derniére administration intraveineuse de minocycline, pour
déterminer s’il pouvait y avoir une évolution des paramétres pharmacocinétiques de la
minocycline au cours du temps lors d’administrations répétées avant d’étudier

I’antibiorésistance au niveau du microbiote.

Une prise de sang a été faite la veille de la premicre administration, lors de la pose du
cathéter, correspondant a I’échantillon 0. Le temps T correspond la premiére administration de

minocycline a J1.
Ensuite, les porcs ont été prélevés a Ti+smin, T1+20min, T1+1h, T1+2030, T1+4n, T1+6h, T1+8h€t T1+10n.

A J2, un dernier prélévement a lieu a T1+23n30, avant la deuxiéme injection de minocycline

T2.

Pour les jours 3 et 4, seuls les prélévements a T2+23n30 €t T3+23n30 ont été faits. Pour le jour 5,

un deuxieéme suivi pharmacocinétique a été réalisé comme pour le jour 1 (Figure 4).

Au total, 20 prises de sang ont été faites pour chacun des porcs, sauf pour les témoins dont

seules les feces ont été prélevées (Annexe 1).

Pour les prises de sang, les porcs ont ét€ placés sur une gouttiere pour réaliser le prélévement
au niveau de la veine jugulaire, du c6té opposé a I’administration de minocycline afin de ne pas
contaminer le prélévement. Pour cela, nous avons utilisé un systeme Vacutainer® doté d’une
aiguille 21G 38mm 8/10 et d’un tube hépariné (héparinate de lithium) de 2 mL pour collecter
le sang. Une personne réalisait le prélevement, pendant qu’une autre maintenait le porc sur la

gouttiere
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Figure 4 : chronologie des suivis pharmacocinétiques de JO a J5. ATB= administration de

minocycline, Txxx = prélévement sanguin

2.1.3. Dosage de la minocycline

Les concentrations en minocycline ont ét¢ déterminées par LC/UV en couplant une chaine
UHPLC (Ultra Haute Performance Liquid Chromatography, Waters) a un détecteur UV (PDA
(photodiode array), Waters). L’ extraction de la minocycline dans les échantillons de 100uL de
plasma a été réalisée par précipitation avec 100 puL de standard interne (tétracycline) dans 200
puL d’acide trichloracétique a 5%. Les échantillons extraits ont ét¢ séparés sur une colonne
Fluoro Phenyl (ACQUITY UPLC CSH Fluoro-Phenyl 1.7 pm, 2.1 mmm x 100 mm, Waters)
avec un gradient H20/AcN acidifi¢ avec 0.1% d’acide formique. La quantification de la
minocycline a été réalisée a 350 nm. La courbe de calibration couvrait des concentrations de

0.052a 10 pg/mL.

2.1.4. Analyses pharmacocinétiques

Les parametres pharmacocinétiques de la minocycline ont été¢ déterminés par une analyse
compartimentale & I’aide du logiciel Phoenix® (Phoenix, WinNonlin 6.4, NLME 1.6, Certara
L. P., Pharsight, St-Louis, MO, USA).
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2.2. Microbiologie

2.2.1. Prélévements des feces (incluant gestion des échantillons)

Les prélevements des féces ont commencé 5 jours avant le début des administrations de
minocycline afin d’alloter les porcs dans les groupes LD, HD et témoins en prenant en compte

le poids, le sexe, ainsi que la proportion de bactéries résistantes a la minocycline déja présentes.

Ainsi, dans chaque lot, nous avions des individus ayant beaucoup de bactéries résistantes a
la minocycline et d’autres en ayant trés peu, de sorte a ce que les trois groupes soient équivalents

et donc comparables.

Les prélévements de feces ont ensuite été réalisés dans des pots stériles la veille de la pose
des cathéters, puis chaque jour pendant les administrations, et ont continué jusqu’a 18 jours

aprés le début des traitements (Annexe 1).

Apres le prélevement, les feces ont été placés a +4°C. Des aliquots de 2g + 10% ont été pesés
et placés dans un sac a filtre (100pm). 18mL d’eau peptonnée/ 30% glycérol ont été ajoutés
dans le sac qui a ensuite été placé dans un bag mixer® pour homogénéisation. Apres
homogénéisation, du liquide dans le compartiment filtré a été ensemencé sur géloses (macro et

microdilutions) et le liquide restant a été stocké dans des tubes qui ont été congelés a -80°C.

2.2.2. Dénombrement des bactéries

Les dilutions d’homogénat ont été étalées sur trois types de géloses différentes : une gélose
MacConkey pour dénombrer les entérobactéries totales, une gélose MacConkey supplémentée
avec 16pug/mL en minocycline pour dénombrer les entérobactéries résistantes a la minocycline,
et une gélose MacConkey supplémentée avec 2ug/ml en céfotaxime, céphalosporine de 3™
génération (C3G). Les géloses contenant les antibiotiques permettent d’évaluer la résistance, et
son évolution au cours du temps. L’utilisation du céfotaxime permet de détecter les bactéries

résistantes aux C3G excrétées apreés traitement a la minocycline, potentiellement par des

phénomenes de sélection croisée.

Pour les géloses sans antibiotique, nous avons ensemence en triplicat de petits volumes
d’homogénat dilués au 1/10°™ successivement (microdilution). Pour les géloses avec
antibiotique, nous avons ensemencé, en premicre intention, des volumes de 100 ou 500 pL
d’homogénat non dilué (macrodilution).
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L’homogénat correspondait & une solution diluée a 10°!. Pour préparer les solutions a 1072,
on a dilué I’homogénat au 1/10°™ (100puL dans 900uL de NaCl 0,9%) puis nous avons vortexé
pour disperser les éventuels agrégats de bactérie et obtenir une meilleure homogénéisation

(Figure 5).

Pour réaliser les microdilutions jusqu’a 10, 200uL des solutions 10! et 10~ ont été placés
respectivement dans les puits 1 et 2. Dans les puits restants (3 a 8), nous avons déposé 180uL
de NaCl a I’aide d’une multipipette, et 20uL du puits 2 était placé dans le puits 3, puis 20uL du
puits 3 dans le puits 4, etc., jusqu’au puits 8. Les puits étaient homogénéisés a I’aide de plusieurs

pipetages avant de prélever pour le puits suivant (Figure 5).

180pL NaCl ﬁ
200l /*U Solution (107?)

\ 200pL
- _1 .
Homogénat (107) \ 20pL a chaque fois
200‘“/ VaWaYaYaVaa)
(T @TmMmOoOO ® > )

COQOOQO0O
QOOOOOO0ON
010100010001
0]0]0]0]0]0I0I01,
QOO0
0000000l
ORQOOOOO0O~
OQEQOOOO0 e
BB BB BIB]
OO0O00O0000s
OOO00O0000=
00000000

T T

—

xI
ONOOIONOO OO ND O H

T
180uL NaCl placés au préalable

Figure 5 : organisation de la microdilution pour le dénombrement des bactéries

5 pL des microdilutions ont été déposés sur des géloses MacConkey, et sur les géloses
contenant de la minocycline ou du céfotaxime lorsque le nombre de colonies aprés dépot de

100pL d’homogénat non dilué était trop important (> 200 colonies/boite).
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L’intérét ici est I’obtention des triplicats (Figure 6), ce qui permet d’avoir des résultats plus
fiables ainsi que d’avoir toutes les dilutions regroupées sur une méme gélose. Les

macrodilutions servaient lorsque qu’il y avait peu de bactéries dans 1’homogénat.

Copie 1

Copie 2

Figure 6 : présentation de la disposition des triplicats sur gélose Mac Conkey

Préparation des géloses
Les géloses ont ét¢ préparées maximum 3 jours avant la mise en culture et stockées a 4°C.

Les populations bactériennes étudiées étaient des entérobactéries, d’ou 1’utilisation d’un
milieu MacConkey, gélose enrichie en sels biliaires et contenant du cristal violet inhibant le
développement des souches bactériennes autres que les entérobactéries. La présence de rouge
neutre et de lactose permettait aussi de faire la différence entre les souches lactases +, en rouges,

et les souches lactases -, incolores ou jaunes.

Les principales entérobactéries retrouvées dans les féces des porcs sont des Escherichia coli,

Enterobacter spp., Citrobacter spp..

Les concentrations en antibiotiques étaient calculées avec les données présentes sur le site

de ’EUCAST. Nous avons utilisé les valeurs ’ECOFF (Epidemiological cut-off value) propre
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a la minocycline, ¢’est-a-dire a la concentration en minocycline pour laquelle on distingue la
population sauvage de la population ayant acquis un mécanisme de résistance a la minocycline.
En effet, nous voulions étudier 1’évolution de I’antibiorésistance en fonction du temps, donc
lors de nos mises en culture, nous avons cherché a inhiber les populations d’entérobactéries

sauvages.

Par exemple, pour E.coli, ’ECOFF est de 4 pg/mL. Pour Enterobacter, elle est de 16pug/mL,
et pour Citrobacter de 8ug/mL. Ainsi, la concentration choisie en minocycline dans les géloses
est de 16pug/mL, ce qui permet d’éviter la croissance de souches sauvages, et donc de
sélectionner véritablement les souches résistantes. Toutefois, pour E.coli et Citrobacter dont
les ECOFF sont plus bas, certaines souches résistantes pouvaient étre inhibées du fait de la forte
concentration en minocycline dans le milieu. Le nombre d’E.coli et Citrobacter résistants a

donc pu étre sous-estimé.

Parmi les entérobactéries résistantes aux céphalosporines, les entérobactéries produisant des
bétalactamases a spectre ¢élargi (BLSE), qui conferent une résistance a la fois aux C3G et C4G,
sont parmi les plus communes en France. Selon le Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI), il est possible de faire un premier screening parmi les bactéries sur gélose contenant au

moins 2 pg/mL de céfotaxime qui est la concentration que nous avons choisie.

2.2.3. Controles

On utilise comme souche contrdle la souche E.coli ATCC 25922, qui est une entérobactérie
sensible. Ainsi, elle va permettre de vérifier que les antibiotiques sont actifs dans les géloses
MacConkey enrichies en minocycline ou en céfotaxime, et qu’ils n’ont pas été altérés lors de

la préparation des milieux. De plus, on vérifie que I’antibiotique est stable dans les cultures.
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3. Analyses des résultats

3.1. Pharmacocinétique

Difficultés rencontrées lors des administrations de minocycline

Toutes les difficultés rencontrées lors des administrations de minocycline dans les cathéters
intraveineux centraux sont présentées ci-dessous (Tableau 4). Ces problémes étaient notamment
liés aux cathéters qui ont, pour certains, été arrachés pendant la phase d’expérimentation,
rendant compliquée 1’administration de I’antibiotique, notamment pour les gros volumes, donc
en particulier pour les individus HD qui ont recu une dose de 16mg/kg associée a des volumes
pouvant dépasser les 30mL. Lors des administrations sans cathéter, les mouvements du porc
ont parfois perturbé les injections qui ont alors été réalisées en deux temps au lieu d’un bolus.
Les mouvements des porcs ont parfois conduit a des administrations dans le compartiment péri-
veineux qui ont modifié la cinétique. Ainsi, il y a probablement eu des administrations pour
lesquelles toute la dose n’a pas été directement injectée dans la veine. Ces problémes ont surtout
été rencontrés chez les individus HD, pour lesquels le volume a administrer était beaucoup plus

conséquent.
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Tableau 4 : détails des administrations pour chaque individu. Les problémes sont identifiés en orange.

D2 Pas de cathéter Pas de cathéter Pas de cathéter Pas de cathéter
Admin. & droite (artériel) Admin. & droite, apnée Admin. & droite Admin. & droite

D3 Pas de cathéter Pas de cathéter Pas de cathéter Pas de cathéter Pas de cathéter
Admin. & droite Admin. & droite (artériel) Admin. & droite, apnée Admin. & droite Admin. & droite

D5 Pas de cathéter Pas de cathéter Pas de cathéter Pas de cathéter Pas de cathéter
Admin._ & droite (artériel) Admin_ & droite Admin_ & droite Admin_ & droite (artériel) Admin. & droite

Pas de cathéter Pas de cathéter Pas de cathéter Pas de cathéter

Admin. & droite Admin. & droite Admin. & droite Admin. & droite

J2 J3 J4 J5
Pas de cathéter Pas de cathéter Pas de cathéter Pas de cathéter
Admin. a gauche Admin. a gauche Admin. a gauche Admin. a gauche

Pas de cathéter Pas de cathéter Pas de cathéter Pas de cathéter
Admin. & droite Admin. & droite Admin. & droite Admin. & droite

Pas de cathéter Pas de cathéter
Admin_ & droite (artériel) Admin_ & gauche
HD4 Pas de cathéter Pas de cathéter Pas de cathéter Pas de cathéter Pas de cathéter
Admin. a droite Admin. & droite Admin. a droite Admin. a droite Admin. & droite (artériel)

Pas de cathéter
Admin. a gauche

Pas de cathéter
Admin. a gauche

Pas de cathéter
Admin. & gauche

Pas de cathéter
Admin. a droite

Sur les figures 7 et 8 sont présentées les concentrations plasmatiques de minocycline pour

chaque porc au cours du temps. Les figures 9 et 10 présentent les moyennes avec écart-type

pour chaque groupe (LD et HD)
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Figure 7 : Détails des cinétiques individuels pour les individus LD
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Figure 8 : Détails des cinétiques individuels pour les individus HD
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Figure 9 : cinétiques moyennes pour les individus LD
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Figure 10 : cinétiques moyennes pour les individus HD
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La concentration maximale moyenne (+ ET) de minocycline au premiers temps de
prélévement apres la premiére administration était de 7.3 + 4.0 pug/mL pour les LD ayant regu
8 mg/kg de mincocyline et de 14.9 £ 9.0 pg/mL pour les HD ayant recu 16 mg/kg de
minocycline. La concentration maximale moyenne (= ET) apres la derniére administration était
de 8.1+2.9 ug/mL pour les LD etde 20.8 = 13.9 pg/mL pour les HD. Ces pics de concentrations
sont observés immédiatement aprés 1’administration de 1’antibiotique. Les concentrations en
minocycline étaient supérieures a la limite de quantification du dosage (LOQ) de 0.05 pg/mL

jusqu’a 10h apres I’administration que ce soit pour les individus LD et pour les individus HD.

Comparaison des deux lots LD et des deux lots HD

Nous n’avons pas pu réaliser 1’expérimentation sur tous les porcs en méme temps, les

animaux ont alors été séparés de la fagon suivante :
- Lot 1 : porcs LD1 a LD4 et porcs HD1 a HD4 (+ porcs témoins 1 a 4).
- Lot 2 : porcs LD5 a LDS et porcs HD5 a HDS8 (+ porcs témoins 5 a 8).

Pour les individus LD, les résultats sont trés cohérents d’un lot a 1’autre, excepté pour les
porcs LD3 et LDS5 lors de la premicre administration a J1 et le porc LD6 lors de la derniére
administration a J5 ou les concentrations plasmatiques sont anormalement faibles
(concentration maximale entre 1.9 et 2.3 pg/mL). L’évolution des concentrations plasmatiques
de la minocycline lors des administrations citées ci-dessus ne ressemble pas a ce que 1’on doit
retrouver lors d’une administration intraveineuse mais plutét au profil cinétique d’une
administration par voie extravasculaire avec une phase d’absorption. Il est a noter que chez ces
porcelets, il n’y avait pas de cathéter pour I’administration ce qui conforte I’hypothese d’une

administration péri-veineuse.

Pour les individus HD, il y a plus d’hétérogénéité que pour les individus LD, avec des pics
de concentrations entre 3.799 et 51.108 pg/mL et beaucoup plus de profils cinétiques suggerent
des administrations intraveineuses incomplétes (HD2, HD3, HD4, HD6 et HD7 pour la 1lére

administration ; HD3 et HD7 pour la 5¢me administration).

Les cinétiques anormales sont souvent associées a des problemes lors des injections (Tableau
4, page 39). Elles ont été exclues lors de I’analyse pharmacocinétique (cinétiques en jaune ;

Figure 11).
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On observe que les porcelets dont le cathéter est resté correctement positionné tout au long
de I’étude pharmacocinétique présentent des Cmax plus élevés que les autres. Par exemple,
parmi les cinétiques du groupe LD, nous avons gardé la valeur du Cmax de 13 cinétiques, dont
8 d’entre elles proviennent des porcs avec cathéter correctement positionnés (J1 et J5 : LDI,
LD4, LD7, LDS). Parmi le groupe HD, seulement 9 cinétiques sur 16 ont été conservées, dont
5 d’entre elles sont issues de porcelets avec cathéter correctement positionnés (J1 : HD1, HDS,
HDS / J5 : HD5, HDS). Pour le premier jour de cinétique, seuls les porcelets avec cathéter
correctement positionnés ont eu un suivi cinétique complet, tandis que les autres cinétiques des
porcs sans cathéter ont été exclus. Globalement, toutes les cinétiques exclues sont issues de

porcs sans cathéter (J1 : LD1, LD5, HD3, HD4, HD6, HD7 /J5 : LD6, HD3, HD7).

Le récapitulatif des cinétiques conservées est indiquée dans le tableau 5, qui distingue les
porcs ayant conservé un cathéter fonctionnel lors des jours de suivi pharmacocinétique, et ceux

n’ayant plus leur cathéter.

Tableau 5 : Bilan des cinétiques conservés en fonction des jours, en distinguant les porcs ayant

conservé un cathéter fonctionnel et ceux n’ayant plus de cathéter.

Jours Inclus Exclus
J1 Avec cathéter : Sans cathéter : Avec cathéter : Sans cathéter :
LDI1 LD2 Aucun LD3
LD4 LD6 HD2
LD7 HD3
LD8 HD4
HDI1 HD6
HDS5 HD7
HDS
J5 Avec cathéter : Sans cathéter : Avec cathéter : Sans cathéter :
LD1 LD2 Aucun LD6
LD4 LD3 HD3
LD7 LD5 HD7
LD8 HD1
HD5 HD2
HD8 HD4
HD6
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Dose = 8 mg/kg/f pendant 5 jours IV
LOT 1 - Fevrier 2020 LOT 2 - Juillet 2020
Dose 11 |mg/kg)| 817 g,3% 2,39 8,18 B,04 7,58 711 7,95
Dose 12 mg/kg)| 7,30 8,39 7,56 7,69 7,88 7,07 7,62 7,69
Dose I3 (mgfkgl| 7,22 7,40 7,24 7,33 7,55 7,11 7,18 7,54
Dose J4 (mgfkg)| 7,04 7,47 5,98 7,32 7,22 6,23 7,48 7,81
Dose I5 (mgfkg)|  7.63 7,29 7,25 7,42 7,49 7,20 7,69 7,53
Temps (h) LD1 LDS Moyenne ET
0,00 InfLOQ InfLOQ infLOQ InfLOGQ InfLO infLOQ InfLO infLOQ #DIV/0! #DIV/0!
0,08 15,918 10,547 2,038 6,271 2,263 6,592 B,355 B.273 7,282 3,982
0,33 8,167 6,914 2,004 5,748 1,618 5,177 4636 4,492 4 856 2,216
1,00 4176 5,187 1,752 4343 1,366 4,207 2,804 3,132 3,382 1,337
2,50 2,059 2,892 1,311 2,454 0,949 1,967 1,546 1,329 1,815 0,652
4,00 1,344 1,981 1,003 1,603 0,759 1,384 1,111 0,949 1,278 0,388
6,00 0,781 1,235 0,956 0,919 0,539 0,819 0,610 0,472 0,791 0,251
8,00 0,500 0,959 0,619 0,554 0,450 0,508 0,414 0,494 0,562 0,172
10,00 0,321 0,648 0,463 0,360 0,328 0,362 0,232 0,266 0,373 0,131
23,50 0,088 0,116 0,166 0,113 0,237 0,112 0,116 0,167 0,139 0,048
47,50 0,101 0,152 0,214 0,149 0,245 0,210 0,142 0,166 0,172 0,047
71,50 0,095 0,087 0,161 0,144 0,143 0,190 0,116 0,116 0,131 0,035
95,50 0,105 0,094 0,183 0,240 0,189 0,206 0,118 0,147 0,160 0,053
95,08 11,195 8,604 8738 10,417 5,560 1,895 8,807 8,360 8,083 2,857
35,33 5,353 5,230 5,658 6,459 3,805 1,758 5,188 5,371 4929 1,493
97,00 3,574 3,520 4,000 3,627 3,165 1,616 3,021 3,447 3,296 0,761
38,50 2,285 2,106 1,901 1,933 1,795 1,211 1,789 1,605 1,829 0,326
100,00 1,231 1,262 1,130 1,070 1,083 0,843 1,013 1,006 1,081 0,134
102,00 0,732 0,800 0,711 0,679 0,685 0,702 0,522 0,560 0,674 0,091
104,00 0,493 0,405 0,715 0,433 0,526 0,606 0,360 0,373 0,489 0,123
106,00 0,326 0,321 0,308 0,302 0,416 0,535 0,248 0,283 0,342 0,091
Dose = 16 mg/kg/J pendant 5 jours IV
LOT 1 - Fevrier 2020 LOT 2 - Juillet 2020
Dose 11 (mg/kg)| 16,74 16,36 16,62 16,82 16,14 16,30 15,79 15,99
Dose J2 (mgfkg)| 15,24 14,98 15,25 15,46 15,63 15,73 15,42 15,68
Dose J3 (mgfkg)| 14,80 14,45 3,25 15,02 14,33 14,95 14,69 14,77
Dose J4 (mgfkg)| 14,82 14,38 14,55 15,05 15,31 15,30 14,78 15,27
Dose J5 (mgfkg)| 15,18 15,06 14,57 14,88 15,06 15,31 14,82 15,18
Temps (h) HD1 Moyenne ET
0,00 infLOQ infLOQ infLOQ infLOQ inflLOQ infLOQ infLOQ infLOQ #DIV/0! #DIV/O!
0,08 33,853 8491 9,282 7,192 18,353 11,581 9,348 18,471 14,286 9,004
0,33 20,121 6,182 6,745 6,268 10,666 6,933 7,314 10,611 5,430 4 683
1,00 15,855 5,525 5,216 5,640 9,501 5,817 7,061 7,886 7,825 3,553
2,50 8,404 3,416 5,216 3,936 5,330 3,848 4,361 3,810 4928 1,687
4,00 5,481 2,862 3,359 3,210 3,439 3,322 3,084 2,576 3,417 0,882
6,00 3,362 1,718 2,192 2,040 1,629 1,726 1,910 1,268 1,981 0,624
8,00 1,852 1,262 1,215 1,423 0,839 1,370 1,201 0,897 1,257 0,317
10,00 1,140 0,892 0,967 1,299 0,514 1,159 0,810 0,543 0,915 0,286
23,50 0,190 0,277 0,519 0,512 0,077 0,397 0,158 0,154 0,236 0,107
47,50 0,152 0,379 0,261 0,250 0,112 0,524 0,176 0,161 0,252 0,138
71,50 0,255 0,359 0,298 0,458 0,171 0,319 0,238 0,167 0,284 0,098
35,50 0,416 0,362 0,438 0,313 0,132 0,266 0,191 0,209 0,291 0,110
95,08 20,356 26,017 3,799 18,910 16,475 17,079 12,320 51,108 20,758 13,852
96,33 11,260 15,314 4,038 11,997 14,387 10,836 8,658 24,195 12,586 5,844
97,00 g,431 9,457 4,005 10,178 5,936 6,995 7,247 12,015 8,544 2,431
98,50 4993 5,100 2,533 5,887 5,478 4,550 5,241 8,106 5,236 1,539
100,00 3,037 3,590 2,029 2,958 3,447 2,769 2,927 4,253 3,126 0,654
102,00 1,588 2,126 1,486 1,783 1,646 1,886 1,701 2,338 1,820 0,286
104,00 0,978 1,155 1,089 1,044 1,030 1,272 1,215 1,278 1,133 0,115
106,00 0,651 0,744 0,901 0,652 0,632 0,838 0,300 0,805 0,765 0,112

Figure 11 : concentrations plasmatiques de minocycline au cours du temps pour chaque porc. Les

concentrations exclues pour I’analyse compartimentale sont surlignées en jaune
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L’observation des courbes montre que la décroissance des concentrations plasmatiques en
¢échelle logarithmique se fait en deux phases. Pour calculer les paramétres pharmacocinétiques
de la minocycline, I’analyse des données a alors été réalisée a 1’aide d’un modele
bicompartimental. Les principaux parameétres pharmacocinétiques calculés sont présentés dans
le tableau 6, soit: le temps de demi-vie d’¢limination (t1/2f), la concentration maximale
atteinte (Cmax), 1’aire sous la courbe des concentrations (AUC pour Area Under Curve) et la
clairance (Cl) de la minocycline. Ce sont ces paramétres pharmacocinétiques qui nous
permettront de comparer les concentrations plasmatiques obtenues chez I’Homme et chez le

porc en fonction de la dose administrée chez I’Homme et 1’animal (voir discussion).

On a conservé ici seulement les parametres pharmacocinétiques qui vont pouvoir étre
comparés a I’Homme pour revoir les posologies. Les autres parameétres calculés sont présentés

dans I’annexe 2 et 3.

Tableau 6 : Paramétres pharmacocinétiques calculés a I’aide du logiciel Phoenix en regroupant les

résultats de la premiére et de la derniere cinétique ensemble, en excluant les valeurs aberrantes

t1/2(8) Cmax AUC cl
Dose
hr ug/mL hr*ug/mL mL/hr/kg

MOQOY 3.33 9.41 17.63 445,92
LOW DOSE

ET 0.75 2.56 3.40 66.46

MOQOY 2.53 36.03 45.73 355.90
HIGH DOSE

ET 0.35 20.07 11.95 76.55

On peut observer que I’AUC est 2,59 fois plus élevée pour les individus HD que pour les
individus LD. On retrouve le méme ordre de grandeur de différences que pour les doses ; les

HD recevant une dose 2 fois plus ¢levée que les LD.

Concernant la concentration maximale moyenne, on atteint les valeurs de 9,4 + 2,6 pg/mL
pour les individus LD et de 36,0 + 20,1 pg/mL pour les individus HD. Ainsi, la concentration
maximale est presque 4 fois plus grande pour les individus HD. Néanmoins, 1’écart-type est tres
¢levé, notamment a cause d’une valeur tres ¢élevée pour le porc HDS lors de la cinquieme
administration (concentration maximale = 69,53 pg/mL). Il est de plus a noter que la valeur
pour les HD est moins précise car, apres exclusion des cinétiques anormales, il ne reste que 9

cinétiques sur 16 pour les individus HD contre 13 cinétiques sur 16 pour les individus LD.
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La clairance a été estimée a 445,9 + 66,5 mL/h/kg pour les LD et ; 335.9 £ 76.6 mL/h/kg
pour les HD. Les valeurs sont relativement proches dans les deux lots, ce qui est attendu pour

une molécule avec une cinétique linéaire.

3.2. Antibiorésistance

Pour la recherche de résistance dans les feces, seuls les résultats de la premiere partie de
I’expérience ont pu étre analysés ici, c’est-a-dire pour le lot 1, comprenant les individus LD1 a
LD4, HD1 a HDA4, ainsi que les 4 premiers porcs témoins. Le dénombrement individuel des
souches bactériennes totales, résistantes a la minocycline et résistantes au céfotaxime, est

présenté dans I’annexe 7.

Les résultats présentés dans la figure 12 présentent 1’évolution du nombre moyen
d’entérobactéries totales, résistantes a la minocycline et résistantes au céfotaxime en fonction
du temps. On observe une légeére diminution du nombre de bactéries totales pendant la durée
du traitement antibiotique, mais celle-ci est probablement non significative (tests statistiques
non réalisés). La moyenne des entérobactéries totales fluctue entre 10* et 107 bactéries par

gramme de féces, de facon similaire dans le groupe témoins et les groupes traités.

Minocycline J1 a J5
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Figure 12 : dénombrement des entérobactéries totales avant, pendant et apres traitement a la

minocycline
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Avant le traitement, la présence d’entérobactéries résistantes a la minocycline était décelable

(avec en moyenne de 10" et 103 bactéries par gramme de feces (avec des variations individuelles

allant de valeurs inférieures a la LOD a 10° bactéries par gramme) soit moins de 1/1000°™ de

la population totale (Figure 13). Globalement, le traitement a la minocycline semble avoir peu

d’impact sur I’augmentation du nombre de bactéries résistantes a cet antibiotique, excepté pour

les individus ayant recu une forte dose, ou I’augmentation semble un peu plus marquée, la

proportion de bactéries résistantes atteignant alors 1/100°™ de la population totale

d’entérobactéries chez certains individus. Cependant, du fait de la forte variabilité des résultats,

il aurait probablement fallu inclure beaucoup plus d’individus pour obtenir des différences

significatives entre les groupes.
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Figure 13 : dénombrement des entérobactéries résistantes a la minocycline avant, pendant et apres

traitement a la minocycline. A) le taux de bactéries résistantes a la minocycline excrétées dans les
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feces et B) la proportion de bactéries résistantes retrouvées dans les feces (Log(1)=0 représente 100%

de résistance). Limite de détection du dénombrement : 20 CFU/g de feces.

* . Pour les échantillons proches de la LOD (réplica < et > LOD, remplacé par 10) et pour ceux en
dessous de la LOD, remplacé par 0.2)

L’intégrité des résultats concernant 1’antibiorésistance ont été présentés dans la these

d’Aymelle Slim (2023 — TOU 3 —4007).

Discussion, Perspectives

Comparaison avec la cinétique de la minocycline chez

I’Homme

Tout d’abord, il est important de noter que la variabilité inter-individuelle entre les porcelets
attendue pour les cinétiques de minocycline était plutdt faible. En effet, les porcs étant issus du
méme ¢élevage, ayant la méme lignée génétique, ainsi que le méme environnement, les
cinétiques devraient étre relativement proches les unes des autres. Chez I’Homme, on peut noter
une certaine variabilité inter-individuelle, avec une concentration plasmatique maximale de
minocycline comprise entre 3 et 8,75mg/L, apreés une injection de 200mg de minocycline par
voie intra-veineuse (Colton et al. 2016a). Il n’a pas été¢ montré que I’insuffisance rénale influait
véritablement sur le temps de demi-vie de la minocycline. En effet, aprés une unique injection
intraveineuse, et 5 jours d’administration orale de minocycline chez des patients atteints
d’insuffisance rénale, la clairance n’est pas modifiée (Sklenar, Spring, Dettli 1977). Il est
seulement recommandé¢ de ne pas dépasser 200mg en 24h chez les patients insuffisants rénaux.
Quant aux patients ayant des problémes hépatiques, la variation de concentrations plasmatique

en minocycline n’est pas significative.

Chez ’'Homme, le pic de concentration dans le sérum est compris entre 3 et 8,75mg/L et
I’AUC est de 55-69,8 h.ug/mL, aprés une injection de 200mg de minocycline administrée par
voie intra-veineuse (Colton et al. 2016a) et I’objectif dans nos expérimentations était de se

rapprocher de ces concentrations plasmatiques chez le porc pour pouvoir prédire les effets de
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la minocycline sur le microbiote digestif de ’Homme. Le tableau 7 regroupe les valeurs des

parametres pharmacocinétiques de la minocyline chez I’Homme, les porcs LD et les porcs HD.

Tableau 7 : comparaison des différentes paramétres pharmacocinétiques obtenues chez les porcs LD

et HD, avec celles trouvées chez I’Homme (Colton et al. 2016)

Paramétres Homme LD HD
pharmacocinétiques
Dose (mg/kg) 2,86 8 16
Cmax (pg/mL) 3-8,75 8,45+£3,47 36,03+20,07
T1/2 (h) 15-23 3,33+0,75 2,53+0,35
AUC (h*pg/mL) 69,8 17,63+3,40 45,73+11,95
Clairance (mL/h/kg) 40,97 -52 445,92 + 66,46 355,90+76,55

Chez les individus LD, nous avons obtenu un pic de concentration autour de 8 pg/mL apres
I’administration d’une dose de 8mg/kg ce qui est proche de la valeur la plus élevée retrouvée
chez I’Homme. Par contre, I’AUC aprés 8 mg/kg chez les porcs était de 17.6+3.4 h*pg/mL, ce

qui est 3 fois inférieur aux valeurs d’AUC décrites chez ’Homme (Tableau 7).

Chez les individus HD, le pic de concentration de minocycline était de 36.0+20.1 pg/mL
apres 1’administration d’une dose de 16 mg/kg ce qui est bien supérieur aux valeurs retrouvées
chez I’Homme. Cependant, la valeur d’AUC de 45.7£12.0 h*pg/mL chez ces individus est tres
proche des 55 h*ug/mL rapportés chez ’Homme.

On observe aussi que le temps de demi-vie plasmatique de cet antibiotique est relativement
court chez le porc : entre 2 et 4h, alors que chez I’Homme, il est compris entre 15 et 23h (Colton
et al. 2016a). On a donc un temps de demi-vie 3 a 6 fois plus court chez le porc que chez
I’homme, ce qui se retrouve avec la clairance jusqu’a 8 fois plus élevée chez le porc. Des lors,
pour atteindre les mémes concentrations plasmatiques moyennes, il faudra une dose 3 a 8 fois
plus élevée chez le porc, ce qui justifie nos doses choisies de 8mg/kg et 16mg/kg,
respectivement 2,80 et 5,60 fois plus élevée que celle utilisée chez I’homme (en se basant sur

un individu moyen de 70kg, pour une dose de 200 mg : Dose/kg = 200 / 70 = 2,86mg/kg).

Ces doses ont été choisies a la suite d’une étude pilote ou les porcs recevaient 4mg/kg de
minocycline. Cette étude a permis de montrer que la clairance chez le porc est 3 a 8 fois plus
¢levée, ce qui fait qu’on aurait pu choisir d’autres concentrations, telles que 3x4 = 12mg/kg ou

8x4=32mg/kg. Pour des soucis de solubilité¢ de la minocycline dans le solvant, on a choisi une
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dose intermédiaire correspondant a 16mg/kg, et une autre dose plus basse correspondant a la

moitié de cette dose, soit 8mg/kg.

L’exposition du tube digestif dépend probablement plus de ’AUC que du Cmax. En effet,
I’ AUC représente I’exposition globale a la minocycline dans le plasma en intégrant a la fois les
valeurs de concentrations et le temps. Nous avons fait I’hypothése que la relation entre les
concentrations plasmatiques et digestives chez I’Homme et le porc étaient similaires. Cela sous-
entend que le métabolisme et I’excrétion de la minocycline dans le tube digestif sont similaires.
Avec cette hypothése, I’obtention d’'une méme AUC plasmatique doit conduire a une exposition
moyenne du microbiote digestif identique. Dans notre étude, la dose la plus représentative de
I’exposition chez I’Homme et celle qui nous permettra d’évaluer les effets sur le microbiote est

donc la dose HD de 16 mg/kg.

Néanmoins, nous avons aussi vu que les résultats étaient plus variables chez les individus
HD, notamment di au fait que le volume injecté était assez important. Malheureusement,
seulement un peu plus de la moiti¢ des résultats ont pu étre utilisés. La pose de cathéter intra-
veineux centraux ¢€tait judicieuse pour optimiser I’administration, mais ce dispositif n’a pas tenu
malgré la protection des cathéters. Peut-étre aurait-il fallu utiliser des porcelets de plus petits
modeles, ou I’acces a la veine jugulaire est plus aisé et pour lesquels le volume administré serait

réduit.

Un risque d’antibiorésistance réduit ?

Au vu de nos résultats, le traitement de minocycline sur 5 jours ne semble pas impacter la
population bactérienne résistante a la minocycline, ni a un autre antibiotique critique pour

I’homme, le céfotaxime.

Cela se traduit-il alors comme un risque d’antibiorésistance réduit pour I’Homme lors de ce

traitement ?

Nous avons fait cette étude dans le but de réviser les schémas posologiques utilisés chez les
patients en soins intensifs traités avec la minocycline par voie intraveineuse. Si la durée de
traitement est de seulement 5 jours, nous pouvons supposer, a partir de notre modéele, que cela
n’aura pas d’impact important sur la proportion d’entérobactéries résistantes a la minocycline

excrétées dans les feces. Dés lors, nous pourrions méme proposer d’augmenter la dose sous
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réserve d’une absence de toxicité car nous avons vu que méme chez les individus ayant regu

une forte dose de minocycline, I’augmentation de la résistance n’était pas significative.

Ces hypotheses sur I’impact de la minocycline sur la flore sont cependant a modérer par la
composition de la flore digestive avant traitement. Nous avons montré que les doses
administrées aux porcs permettaient probablement d’obtenir les mémes concentrations
digestives moyennes que chez I’Homme et que la composition de la flore digestive est
généralement proche entre le porc et I’Homme. Cependant, il est possible que certains patients
hébergent des bactéries résistantes a la minocycline, différentes de celles retrouvées chez les
individus de cette expérimentation, qui pourraient étre plus facilement sélectionnées par le
traitement. Par ailleurs, notre étude s’est limitée a 5 jours d’exposition a la minocycline et nous
ne pouvons pas prévoir I’effet d’une exposition prolongée lors de traitements plus longs chez

’'Homme.

Conclusion

Notre étude pharmacocinétique menée avec deux doses de 8 et 16 mg/kg de minocycline
administrées a des porcs a permis de reproduire les concentrations maximales et 1’exposition
moyenne en minocycline observées chez I’Homme aprés 1’administration de doses
thérapeutiques. En émettant I’hypothése que le porc est un bon modele pour 1’étude des effets
sur le microbiote humain, nos expériences permettront de prédire les effets de la minocycline

sur le microbiote digestif des patients traités.
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Annexes

Annexe 1 : Organisation des différents prélévements de sangs (rouge), de féces (vert), et

d’administration de minocycline (bleu) pour le 2°™ lot de porcs (T5 a T8, LD5 a LD8, HD5 a HDS),

réalisés en juin 2020.

Date Jour Porc TS5 Porc T6 Porc T7 PorcT8 PorclLD5 PorclD6 PorclD7 PorclD8 PorcHD5 PorcHD6 Porc HD7 Porc HD8
Me 17/06 J-10 Arrivée 12 porcs 12:00
Ve 19/06 J-6 Examen clinique d'entrée 10:00-11:00
Ma 23/06 J-5 Feces 08:00-09:00
Je 25/06 J-2 Examen clinique avant expé + pesée + allotement selon les résultats féces 09:00-11:00
Sa 27/06 J-1 Féces 08:00-09:00
Di 28/06 J0 Pose cathéters veineux centraux + T0 plasma 07:30-12:30
Préparation solutions administration minocycline 07:15-08:15
08:00 08:05 08:10 08:15 08:20 08:25 08:30 08:35 08:40 08:45 08:50 08:55 Feces
08:30 08:35 08:40 08:45 08:50 08:55 09:00 09:05 ATBT1
08:35 08:40 08:45 08:50 08:55 09:00 09:05 09:10 T145'
08:50 08:55 09:00 09:05 09:10 09:15 09:20 09:25 T1+20'
Lu 29/06 J1 09:30 09:35 09:40 09:45 09:50 09:55 10:00 10:05 Ti+1h
11:00 11:05 11:10 11%15 11:20 11:25 11:30 11:35 T1+2h30
12:30 12:35 12:40 12:45 12:50 12:55 13:00 13:05 T1+4h
14:30 14:35 14:40 14:45 14:50 14:55 15:00 15:05 T1+6h
16:30 16:35 16:40 16:45 16:50 16:55 17:00 17:05 T1+8h
18:30 18:35 18:40 18:45 18:50 18:55 19:00 19:05 T1+10h
Préparation solutions administration minocycline 07:00-08:00
Ma 30/06 12 08:00 08:05 08:10 08:15 08:20 L 08:25 ' 08:30 8 08:35 L 08:40 L 08:45 b 08:50 08:55 Féces
08:00 08:05 08:10 08:15 08:20 08:25 08:30 08:35 T1+23h30
08:30 08:35 08:40 08:45 08:50 08:55 09:00 09:05 ATB T2
Préparation solutions administration minocycline 07:00-08:00
Me 01/07 13 08:00 08:05 08:10 08:15 08:20 5 08:25 L 08:30 B 08:35 B 08:40 L 08:45 L 08:50 08:55 Feces
08:00 08:05 08:10 08:15 08:20 08:25 08:30 08:35 T2+23h30
08:30 08:35 08:40 08:45 08:50 08:55 09:00 09:05 ATBT3
Préparation solutions administration minocycline 07:00-08:00
08:00 08:05 08:10 08:15 08:20 08:25 08:30 08:35 08:40 08:45 08:50 08:55 Féces
Je 02/07 14 4 v 4 4 4 4
08:00 08:05 08:10 08:15 08:20 08:25 08:30 08:35 T3+23h30
08:30 08:35 08:40 08:45 08:50 08:55 09:00 09:05 ATB T4
Préparation solutions administration minocycline 07:00-08:00
08:00 08:05 08:10 08:15 08:20 08:25 08:30 08:35 08:40 08:45 08:50 08:55 Feces
08:00 08:05 08:10 08:15 08:20 08:25 08:30 08:35 T4+23h30
08:30 08:35 08:40 08:45 08:50 08:55 09:00 09:05 ATB TS5
08:35 08:40 08:45 08:50 08:55 09:00 09:05 09:10 T545'
Ve 03/07 I5 08:50 08:55 09:00 09:05 09:10 09:15 09:20 09:25 T5+20'
09:30 09:35 09:40 09:45 09:50 09:55 10:00 10:05 T5+1h
11:00 11:05 11:10 1315 11:20 11:25 11:30 11:35 T5+2h30
12:30 12:35 12:40 12:45 12:50 12:55 13:00 13:05 T5+4h
14:30 14:35 14:40 14:45 14:50 14:55 15:00 15:05 T5+6h
16:30 16:35 16:40 16:45 16:50 16:55 17:00 17:05 T5+8h
18:30 18:35 18:40 18:45 18:50 18:55 19:00 19:05 T5+10h
Sa 04/07 16 08:00 08:05 08:10 08:15 08:20 08:25 08:30 08:35 08:40 08:45 08:50 08:55 Feces
Di 05/07 17 08:00 08:05 08:10 08:15 08:20 08:25 08:30 08:35 08:40 08:45 08:50 08:55 Féces
Lu 06/07 18 08:00 08:05 08:10 08:15 08:20 08:25 08:30 08:35 08:40 08:45 08:50 08:55 Feces
Me 08/07 J10 08:00 08:05 08:10 08:15 08:20 08:25 08:30 08:35 08:40 08:45 08:50 08:55 Féces
Ve 10/07 J12 08:00 08:05 08:10 08:15 08:20 08:25 08:30 08:35 08:40 08:45 08:50 08:55 Féces
Lu 13/07 J15 08:00 08:05 08:10 08:15 08:20 08:25 08:30 08:35 08:40 08:45 08:50 08:55 Féces
Je 16/07 J18 08:00 08:05 08:10 08:15 08:20 08:25 08:30 08:35 08:40 08:45 08:50 08:55 Féces
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Annexe 2 : données pharmacocinétiques moyennes, avec écart-type, avec ou sans exclusion. Tableau

final regroupant tous les parameétres pharmacocinétiques calculés, avec écart-type, et avec exclusions.

d Day i £ 8 B tipai iz Gaem Cmax AUC cl MRT Vss
ug/mL 1/hr ug/mL 1/hr hr hr hr ug/mL hr*ug/mL mL/hrikg hr mL/kg
Moyenne Low dose 1 497 1,83 2,69 0,20 0,53 3,67 2,02 7,66 17,06 505,09 455 243121
ET 3,62 108 0,92 0,04 0,33 0,51 1,19 431 5,19 154 94 1,46 1501,63
Aoyenne avec exclusions 6,42 1,66 3,03 0,21 0,58 3,29 1,48 9,44 18,76 438,39 3,81 1652,80
ET avec exclusions 2,87 1,08 0,79 0,03 035 0,48 0,50 3,28 4,70 86,40 0,52 327,99
Moyenne Low dose 2 5,92 1,81 2,54 0,19 0,67 £0,38 15,39 8,45 54,80 398,62 84,98 3317,64
ET 2,14 1,17 1,20 0,09 0,67 161,29 39,89 3,24 107,88 158,94 229,63 457423
Aoyenne avec exclusions 5,55 2,02 2,83 0,22 0,45 3,35 1,29 9,38 16,66 452 37 3,79 170477
ET avec exclusions 1,27 1,09 0,94 0,05 0,25 0,97 0,36 2,05 1,53 50,07 0,85 362,68
Moyenne Hizh dose 1 15,92 7,44 7,75 0,19 0,76 67,79 9,06 23,68 114,00 370,99 91,90 4043,79
ET 17,34 812 6,02 0,12 1,24 177,40 20,93 21,60 206,76 161,45 247,21 6067,67
Aoyenne avec exclusions 32,08 12,32 13,34 0,30 0,10 2,33 0,82 45,42 47,99 370,85 3,13 1152,13
ET avec exclusions 20,33 11,96 5,07 0,03 0,06 0,19 0,35 21,81 18,96 120,71 0,22 367,87
Moyenne Hizh doze 2 17,11 409 8,83 0,23 0,64 70,24 8,95 25,94 87,31 316,00 96,68 4545 62
ET 15,69 2,78 453 0,10 1,05 191,10 21,84 19,39 124,15 124,22 263,80 9371,67
Aoyenne avec exclusions 21,07 4,30 10,27 0,27 0,32 2,63 1,15 31,34 4460 348,42 3,30 1165,60
ET avec exclusions 16,39 2,54 3,51 0,04 0,39 0,328 0,39 19,37 2,94 57,84 0,42 314,23
Maoyenne Low dose 1at2 5,44 1,82 7,61 0,19 0,60 32,02 8,71 5,06 35,93 451 86 4476 207443
ET 2.92 109 1,04 0,07 0,51 114,01 28,12 3,71 76,31 161,29 162,27 3320,57
Min 0,17 0,31 0,48 0,00 0,18 2,63 0,90 1,95 9.87 2236 3,13 1289,40
Max 11,69 3,81 4,05 0,26 2527 459,55 114,12 15,32 321,78 814,61 653,27 14607,74
Aoyenne avec exclusions 5,49 1,86 2,92 0,22 0,51 3,33 1,38 9,41 17,63 44592 3,20 1680,78
ET avec exclusions 2,06 1,05 0,54 0,04 0,30 0,75 0,42 2,56 3,40 65,46 0,69 333,55
Min aver exclusions 3,54 0,61 1,50 0,13 0,18 2,63 0,90 5,81 13,97 313,49 3,13 1289,40
Max avec exclusions 11,69 3,81 4,05 0,26 113 5,27 2,09 1532 26,76 561,20 5,56 2462,73
Moyenna High dose lat2 16,52 5,76 8,29 0,21 0,70 £9,01 9,00 24,81 100,66 343,49 94,29 429720
ET 15,98 5,11 5,18 0,11 1,11 178,13 20,66 19,87 165,33 142,03 245,98 7631,08
Min 3,39 0,22 0,23 0,00 0,03 2,10 0,42 434 31,67 26,31 2,75 673,71
Max 5483 26,10 13,61 0,33 3,10 543,18 62,98 £9,53 £24,85 516,60 749,54 27726,29
Aoyenne avec exclusions 24,74 6,98 11,29 028 0,24 2,53 1,04 36,03 4573 355,90 324 116111
ET avec exclusions 17,36 7,47 4,06 0,04 033 0,35 0,39 20,07 11,95 76,55 0,36 309,17
Min avec exclusions 11,04 0,63 5,70 0,22 0,03 2,10 0,42 16,74 33,33 241,14 2,75 673,71
Max avec exclusions 54.83 25,10 13,61 0,33 1,10 3,11 178 £9,53 69,40 479,89 4,04 1641,18
Avec exclusions - Premiére et derniére cinétiques ensemble

Dose A a B ] tiaie | tize | tiexio) | Cmax AUC Cl MRT Vss

ug/mL | 1/hr | ug/mL 1/hr hr hr hr ug/mL | hr*ug/mL | mL/hr/kg | hr L/kg

MOQOY | LOW 6,49 1,86 | 2,92 0,22 0,51 | 3,33 1,38 9,41 17,63 445,92 | 3,80 1,68

ET |DOSE| 2,06 1,05 | 0,84 0,04 0,30 | 0,75 0,42 2,56 3,40 66,46 0,69 0,33

MOY | HIGH | 24,74 | 6,98 | 11,29 0,28 0,24 | 2,53 1,04 | 36,03 45,73 355,90 | 3,24 1,16

ET |DOSE| 17,36 7,47 | 4,06 0,04 0,33 | 0,35 0,39 20,07 11,95 76,55 0,36 0,31

K10

t1/2(a)

ti2p)
MRT
Vss

concentration de distribution extrapolée au temps 0

constante de distribution du médicament

concentration d'élimination extrapolée au temps 0

constante globale d'élimination du médicament a partir de la totalité de
I'organisme

constante de vitesse d'élimination du médicament a partir du compartiment
central

demi-vie de distribution

demi-vie d'élimination plasmatique

temps moyen de résidence de la molécule dans le compartiment

Volume de distribution

Page 63 sur 66




Annexe 3 : données graphiques des moyennes avec exclusion des cinétiques erronées
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Annexe 4 : données individuelles de dénombrement d’entérobactéries totales, résistantes a la
minocycline, résistantes cefotaxime.

Limite de détection du dosage microbiologique : 20 CFU/g de féces. Tous les nombre en gras
représentent des échantillons non quantifiés : proches de la LOD (réplicat <et > LOD, remplacé

par log(10)=1 et pour ceux en dessous de la LOD, remplacé par log(0.2)=-0.7).

J-1 11 J2 13 14 J5 J6 J7 J8 Jio J12 J15 Jis

iy 5.94 6.43 5.67 6.39 6.19 5.20 4.87 4.58 6.64 7aki] 6.64 6.05

T2 2.82 5.43 4.10 3.82 4.10 5.45 4.87 4.60 12 4.65 5.12 438

3 5.24 5.78 6.70 5.60 4.30 4.29 3.27 4.30 5.37 4.87 3,02 5.89 523
T4 7.03 6.51 7.60 6.67 6.40 6.89 6.04 4.60 5.46 5.67 6.50 6.08 5.82
LD1 5.08 6.92 7.78 4.05 4.52 5.73 3.94 4.30 6.12 3.78 4.90 327 3.71
LD2 6.29 6.30 4.67 5.87 4.78 478 417 4.45 5.61 5.61 3.78 451 3.52
LD3 6.00 7.73 5.97 5.94 6.82 5.46 5.49 4.30 4.78 5.9 6.00 S L 6.44
LD4 4.82 6.48 6.05 4.70 4.51 3.82 4.05 3.32

Moyenne 5.26 6.04 6.02 5.62 5.25 5.46 4.76 4.52 5.65 .58 5.95 5.60 553
ET 1.78 0.52 1.50 1.28 1.21 1.08 1.14 0.15 0.68 1.15 0.74 0.32 0.42
Moyenne 5.55 6.86 6.12 5.14 5.16 4.95 4.41 4.09 5.07 472 4.59 4.92 4.64
ET 0.71 0.64 1.28 0.92 1.12 0.85 0.72 0.52

J-1 1 J2 i3 14 15 le 17 i Jio0 J12 115 Jig
m 3.45 3.14 1.95 3.40 3.15 0.70 -0.70 2.60 2.40 2.58 2.00 2.48 r#NDMBRE!
T2 -0.70 1.70 -0.70 -0.70 -0.70 0.70 -0.70 1.48 0.70 1.85 2.30 Peatl "4NOMBRE!
13 -0.70 3.43 3.34 2i51 2.7 1.78 -0.70 3.24 4.02 218 3.08 2.76 1.30
T4 2.65 379 4.18 3.63 2.98 2.78 3.10 3.34 3.61 4.15 4.02 3.92 3.50
LD1 -0.70 2.70 5.49 2.65 2.78 3.39 1.00 1.60 ity 1.00 2.00 1.70 1.70
LD2 1.60 2.93 1.00 1.30 1.70 0.70 -0.70 -0.70 0.70 -0.70 -0.70 1.00 -0.70
LD3 2.26 2.00 295 1.78 1.85 3.04 3.26 1.70 -0.70 2.99 3.70 233 bt
LD 2.43

Moyenne 1.18 3.01 2.19 .22 2.00 0.79 0.25 2.67 233 2.69 2.85 2.82 2.40
ET 2.19 0:92 2.13 2.00 1.82 1.77 1.90 0.86 2.13 1.02 0.90 078 1.56
Moyenne 1.04 2.91 3.30 1.68 2.03 211 0.71 0.48 0.26 1.07 1.50 1.08 1.64

J-1 1 J2 13 J4 J5 Je 17 J8 Jio 112 J15 118
L 3.71 3.01 3.88 411 3.94 4.14 3.72 2.88 £0.70 3.79 3.21 278 "NOMBRE!
T2 -0.70 1.78 -0.70 -0.70 0.70 1.00 -0.70 -0.70 0.70 1.60 1.70 -0.70 FNOMBRE!
13 -0.70 1.30 -0.70 -0.70 -0.70 2.20 -0.70 -0.70 1.00 1.85 2.30 5.06 2.30
T4 2.70 1.00 1.30 -0.70 21 259 -0.70 1.30 130 1.70 2.90 1.85 2.62
D1 3.56 2.78 5.46 -0.70 -0.70 1.60 -0.70 -0.70 3.05 251 2.49 211 -0.70
D2 2:52 1.30 -0.70 1.20 1.60 2.87 -0.70 -0.70 148 2.74 1.00 354 2.60
LD3 2.77 213 2.46 1.78 -0.70 -0.70 -0.70 -0.70 3.07 2.67 2.53 3.34 2.56

1.00

Moyenne 1.25 1.77 0.94 0.50 Al 2.48 0.41 0.69 023 2.23 2.55 225 2.46
3] 2:29 0.88 217 2.40 2.28 1.29 2.21 1.73 1.07 1.04 0.70 2.38 0.23
Moyenne 2.04 1.95 2.33 0.92 0.42 1.31 -0.70 -0.70 237 1.80 1.76 S 1.36

Page 66 sur 66






Auteur : Valentine GAIGNET

ETUDE PHARMACOCINETIQUE DE LA MINOCYCLINE CHEZ LE PORC

Mots clés : minocycline, pharmacocinétique, porc, doxycycline, tétracycline, antibiorésistance

Résumé : L’étude expérimentale qui a donné licu a cette thése a été réalisée dans I’Unité de Recherche INTHERES
sur le site de I’Ecole Vétérinaire dans le cadre du projet Européen CO-ACTION financé par le JPI-AMR. La
premicre partie de la thése inclut une étude bibliographique décrivant les mécanismes généraux de
I’antibiorésistance ainsi que les propriétés de la minocycline. L’anatomie et la physiologie digestives de I"’Homme
et du porc sont ensuite comparées pour démontrer que le porc est un bon modéle pour ’Homme. La deuxiéme
partie correspond a la présentation des résultats d’expérimentations menées. Des porcs ont regu des doses de 8 ou
16 mg/kg de minocycline par voie intraveineuse et des prélévements sanguins répétés ont été réalisés pour doser
la minocycline dans le plasma. Les profils des concentrations de minocycline obtenus chez les porcs ont ensuite
¢été analysés par une approche compartimentale. Il a été mis en évidence que les doses de 8 et 16 mg/kg chez le
porc permettaient de reproduire 1’exposition a la minocycline observée chez des patients humains recevant des
doses thérapeutiques. Ces résultats ont montré, qu’en ajustant les doses, le porc peut étre un bon modele pour
I’Homme et qu’il est possible d’étudier le développement de résistances dans le microbiote digestif du porc pour

faire des prédictions pour la médecine humaine.

Key words : minocycline, pharmakinetic, pig, doxycycline, tetracycline, antibioresistance

Resume : The experimental study which gave rise to this thesis was carried out in the INTHERES Research Unit
on the site of the Veterinary School within the framework of the European project CO-ACTION financed by the
JPI-AMR. The first part of the thesis includes a bibliographic study describing the general mechanisms of antibiotic
resistance and the properties of minocycline. Then, the digestive anatomy and physiology of humans and pigs are
compared to demonstrate that the pig is a good model for humans. The second part corresponds to the presentation
of the results of the experiments. Pigs were dosed with 8 or 16 mg/kg of minocycline intravenously and repeated
blood samples were taken for the determination of minocycline in plasma. The concentration profiles of
minocycline obtained in the pigs were then analyzed by a compartmental approach. It was shown that the 8 and
16 mg/kg doses in pigs were able to reproduce the exposure to minocycline observed in human patients receiving
therapeutic doses. These results showed that, by adjusting the doses, the pig can be a good model for humans and
that it is possible to study the development of resistance in the pig digestive microbiota to make predictions for

human medicine.





