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La découverte des antibiotiques au début du XXe siècle a constitué une véritable 

révolution pour le traitement des maladies infectieuses d’origine bactérienne. Depuis leur 

première utilisation en 1942, les -lactamines représentent la famille d’antibiotiques la plus 

largement développée et la plus diversifiée dans le monde. Cette utilisation est due à leur 

large spectre d’action, leur faible toxicité, leur efficacité et le faible coût de certaines 

molécules.  

Cependant, l’utilisation massive et parfois abusive des antibiotiques, en ville comme à 

l’hôpital, a modifié considérablement l’écologie microbienne et tend à augmenter le taux de 

bactéries résistantes. Le pouvoir d’adaptation des bactéries se manifeste par leur capacité à 

s’approprier de nouvelles propriétés soit par modification de leur génome (mutations) soit par 

acquisition d’informations génétiques par l’intermédiaire d’éléments génétiques mobiles que 

sont les plasmides et les éléments transposables. La plupart des espèces bactériennes sont 

capables d’intégrer dans leur génome différents déterminants de résistance. Ainsi la 

dissémination de gènes de résistance entre bactéries a conduit à l’apparition de bactéries 

résistantes à plusieurs antibiotiques (bactéries multi-résistantes ou BMR) en particulier les 

souches de Staphylococcus aureus résistantes à la méticilline (SARM), les entérobactéries 

productrices de β-lactamases à spectre étendu (BLSE) et les entérocoques résistants à la 

vancomycine (ERV). Le facteur aggravant concerne la diffusion de la multi-résistance des 

bactéries pathogènes au sein des différents écosystèmes tels que l’homme et l’animal. Ainsi 

la transmission de la résistance se distingue par trois niveaux de circulation : la diffusion des 

souches bactériennes résistantes (d’hôte à hôte), le transfert horizontal de plasmides (de 

bactéries à bactéries) et la dispersion de transposons (ADN à ADN).  

En médecine vétérinaire, les élevages d’animaux sont particulièrement propices à 

l’émergence de bactéries résistantes à certains antibiotiques. D’une part, l’utilisation des 

antibiotiques à des fins prophylactiques, métaphylactiques ou curatives y est fréquente, 

d’autre part, la promiscuité entre les animaux favorise la dissémination de la résistance. Les 

conséquences pour l’homme de la sélection de bactéries résistantes dans les élevages sont 

difficiles à évaluer. Toutefois, l’exposition directe aux animaux et l’ingestion de denrées 

alimentaires contaminées représentent une source de bactéries résistantes. L’évaluation du 

risque pour l’homme associé à ces bactéries nécessite d’estimer tant la possibilité d'une 

contamination et d’une persistance de ces souches dans la flore intestinale humaine que la 

probabilité d’une dissémination  de gènes de résistance au sein de cette flore et enfin 
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l'éventualité d'une rupture de la flore de barrière sous la pression de sélection d’un traitement 

aux antibiotiques. 

Dans ce contexte, ce travail a été entrepris afin : 

- d’évaluer le transfert d’un gène de résistance d’une salmonelle d’origine animale aux 

entérobactéries de la flore intestinale humaine in vitro versus in vivo.  

- d’identifier l’impact d’un traitement antibiotique sur le transfert de gènes à l’aide 

d’un modèle de rat axénique ou associé à une flore humaine.  

- de déterminer les paramètres prédictifs de l’efficacité d’un traitement en présence de 

telles souches  
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Figure 1. Représentation de la relation bactérie-hôte-antibiotique. 
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I. LA PHARMACOLOGIE DES ANTIBIOTIQUES 

 

Durant ces 50 dernières années, l’introduction des antibiotiques a représenté une 

révolution de la médecine souvent largement sous-estimée. Jusque là, les infections 

bactériennes étaient la première cause de mortalité, en particulier chez les enfants et les 

personnes âgées. A l’origine, les antibiotiques sont des molécules produites par le 

métabolisme secondaire de certains micro-organismes, bactéries ou champignons, comme 

Streptomyces, Bacillus, Penicillium, Cephalosporinium, etc. Ces substances naturelles, non 

toxiques pour l’hôte, exercent une toxicité sélective vis à vis de leur cible. La découverte de 

nouvelles molécules et leur développement à l’échelle industrielle a conforté l’idée que les 

infections bactériennes pouvaient être vaincues. Cependant, l’utilisation massive et parfois 

mal contrôlée de ces agents a conduit à la sélection de bactéries résistantes à de nombreux 

antibiotiques. Désormais, la prescription d’un agent antimicrobien particulier doit prendre en 

compte non seulement l’effet recherché vis-à-vis de l’agent pathogène mais également l’effet 

produit sur l’écologie bactérienne et donc sur la collectivité. Le développement des 

médicaments repose sur l'analyse des relations existantes entre les doses, les effets 

thérapeutiques et les effets indésirables de ces médicaments tels que l’émergence de bactéries 

résistantes.  

 

I.A. Détermination d’un schéma thérapeutique  

 

L’antibiothérapie se traduit par une interaction dynamique entre trois facteurs : l’hôte, 

l’antibiotique et l’organisme infectant (figure 1). Dans ce contexte, la pharmacocinétique 

(PK) décrit le devenir du médicament chez l’hôte, c’est à dire l’évolution  des concentrations 

en antibiotique actif dans les liquides biologiques, le plus souvent le plasma. Elle se compose 

de 4 phases : l’Absorption, la Distribution, le Métabolisme et l’Excrétion, connue sous 

l’acronyme ADME (83). La métabolisation et l’excrétion correspondent à une unique phase 

appelée l’élimination. La pharmacodynamie (PD) caractérise quant à elle, l’effet de 

l’antibiotique au niveau du site d’infection. Pour les antibiotiques, les paramètres PD 

généralement mesurés in vitro sont les concentrations minimales inhibitrices (CMI) ou les 

concentrations minimales bactéricides (CMB) vis-à-vis des populations bactériennes. La 

relation PK/PD relie les concentrations d’antibiotiques dans l’organisme et les effets des 

concentrations sur les bactéries visées (221).  
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Figure 2. Représentation schématique des relations entre les schémas posologiques par 

l’approche dose-titration et PK/PD d’après Toutain et al. (2004).   
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I.A.1. Intérêt de la détermination d’un schéma posologique optimal 

 

Lors d’infections bactériennes, l’objectif de l’antibiothérapie est non seulement le 

succès clinique mais également la contribution à l’éradication de la bactérie cible. 

L’antibiothérapie a montré son efficacité lors d’infections bactériennes, cependant des échecs 

du traitement peuvent parfois être observés. Ceux-ci se traduisent par des signes cliniques 

aggravant, persistant voire associés à une rechute du patient. Les causes d’échecs sont 

souvent difficiles à identifier cependant certains points critiques peuvent être évoqués. Les 

échecs les plus fréquemment rencontrés sont les échecs liés : au malade (traitement mal 

observé, prescription non suivie, vomissement, collapsus, hôte immunodéprimé), à la 

posologie de l’antibiotique (traitement insuffisant, pénétration défectueuse, inactivation) ou 

encore aux microbes (erreur sur l’identification du pathogène, l’acquisition de résistance 

pendant le traitement, les surinfections et substitutions de la flore, la bactéricidie insuffisante, 

l’effet inoculum, la persistance bactérienne etc …). En effet, si l’élimination du germe 

pathogène n’est pas totale, les populations bactériennes peu sensibles sont susceptibles de 

coloniser l’individu avec le risque que les bactéries résistantes deviennent prédominantes 

créant un risque de rechute chez le sujet traité mais également un risque de dissémination de 

souches résistantes vers d’autres sujets (66). De ce fait, il est essentiel d’établir un schéma 

posologique optimal permettant un maximum d’efficacité clinique tout en minimisant les 

effets néfastes tels que la toxicité, l’apparition de bactéries résistantes ou encore la présence 

de résidus d’antibiotiques dans le cas des animaux de rente.  

Le schéma posologique d’un antibiotique se définit par la dose, l’intervalle 

d’administration, la durée du traitement, la voie et le site d’administration, les modalités 

d’administration (à jeun, pendant le repas) et la technique d’administration (bolus, perfusion). 

Les deux principaux concepts pour la détermination d’un schéma thérapeutique efficace sont 

l’approche dose-titration et l’approche PK/PD (figure 2). 

 

I.A.2. Approche dose-titration 

 

Contrairement aux médicaments agissant sur le système physiologique de l’hôte, 

l’action des antibiotiques peut être testée chez un animal expérimentalement ou 

spontanément infecté par les bactéries cibles et non chez un individu sain.                                       
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Figure 3. Détermination de la dose efficace par l’approche dose-titration selon un protocole 

croisé ou parallèle d’après Toutain et al.(2004). 

  



Etude bibliographique 

 

10 

La plupart des schémas posologiques proposés en antibiothérapie dans le cadre de la 

mise sur le marché sont basés sur une approche de dose-titration avec une confirmation par 

des essais cliniques.  

L’approche dose-titration peut être réalisée suivant deux protocoles : le protocole dit 

« parallèle » ou le protocole « croisé » aussi appelé « crossover » (figure 3). 

La première méthode consiste en un protocole « parallèle ». Des animaux, mis en 

groupes de manière aléatoire, sont infectés expérimentalement. Chacuns des groupes reçoit 

une dose diférente, le groupe témoin recevant un placebo. L’analyse statistique se base sur 

l’hypothèse d’égalité de réponse entre les groupes. Une relation dose-effet ou dose-réponse 

permettant de sélectionner la dose donnant une réponse clinique satisfaisante est établie 

(221). Cependant cette première méthode ne permet d’obtenir qu’une réponse moyenne au 

sein de chaque groupe/dose sans avoir d’information sur l’évolution de la courbe dose-

réponse pour chaque animal d’où un manque d’informations individuelles pour l’effet dose 

(221).  

La deuxième méthode consiste en un protocole croisé. Chaque animal, après avoir été 

infecté, reçoit les différentes doses ce qui permet d’obtenir des courbes dose-réponse 

individuelles avec une réduction des variabilités et donc un système d’analyse des relations 

dose-réponse plus puissant. La prédiction dose-réponse est obtenue par l’ajustement des 

données avec un modèle pharmacodynamique comme le modèle Emax équivalent au modèle 

de Michaelis et Menten. L’utilisation de modèles expérimentaux d’infection sévère entraîne 

un fort taux de mortalité, ce qui nécessite d’augmenter l’effectif de l’échantillon. Cette 

approche ne correspond pas forcément à la réalité de la pathologie sur le terrain. Par ailleurs 

la réponse est évaluée avec des critères cliniques difficiles à définir ne permettant pas de 

savoir si l’infection est totalement éradiquée et s’il y a un risque d’émergence de résistance à 

l’antibiotique. Les résultats ne sont alors significativement différents de ceux du placebo que 

pour les doses les plus fortes. Cela entraîne par la suite une recommandation d’utilisation de 

fortes doses qui ne sont pas forcément optimisées (221). La méthodologie de l’essai clinique 

de type dose-titration est donc inadaptée et peu puissante pour la sélection et l’optimisation 

de schémas thérapeutiques. Pour pallier aux carences méthodologiques de la dose-titration en 

terme d’efficacité clinique et de minimisation du risque d’émergence de résistance à 

l’antibiotique, les voies de recherche en antibiothérapie se sont axées sur l’approche 

pharmacocinétique/pharmacodynamique (PK/PD). Cette approche détaille les processus
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Tableau 1. Principaux paramètres pharmacocinétiques. 

 

 

Nom Acronyme Unité Définition 

Aire sous la courbe ASC  ou  

AUC 

 mg/h/l Surface sous la courbe des concentrations en 

fonction du temps 

Temps de demie-vie 

d’élimination plasmatique 

t1/2 élimination h Temps nécessaire pour diviser  par 2 les 

concentrations plasmatiques dans la phase 

terminale 

Clairance plasmatique 

totale  

ClT l/h Volume sanguin totalement débarrassé de la 

substance par unité de temps 

Concentration maximale Cmax mg/l Concentration maximale observée de molécule 

dans le plasma 

Temps d’obtention de Cmax Tmax h Temps d’obtention de la concentration 

maximale 

Concentration à l’équilibre Ceq ou Css mg/l Concentration plasmatique moyenne à l’état 

d’équilibre c’est à dire lorsque les quantités de 

médicament administrées sur l’intervalle de 

dosage compensent les quantités éliminées 

Biodisponibilité F % Fraction de la dose atteignant la circulation 

sanguine 

Volume de distribution V l Constante de proportionnalité entre le taux 

d’élimination d’une molécule et ses 

concentrations plasmatiques  
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intervenant entre l’administration d’une dose et la réponse clinique permettant alors de 

déterminer un schéma thérapeutique efficace (64). 

 

I.A.3. Approche PK/PD 

 

Les études PK/PD des antibiotiques sont menées avant tout pour étudier le 

parallélisme entre l’évolution des concentrations in situ dans le temps et l’évolution de la 

taille de la population bactérienne exposée. Les schémas expérimentaux intègrent alors les 

deux aspects évolutifs pharmacocinétique et pharmacodynamique des antibiotiques (figure 

2). Le profil des concentrations en fonction du temps est en général réduit aux paramètres 

pharmacocinétiques rapportés à la CMI, utilisés en tant que critère PK/PD en lien avec les 

aspects cliniques. Les cinétiques de bactéricidie peuvent également être exprimées comme 

des mesures de l’effet sur la population bactérienne. La relation entre les traitements 

antibiotiques et l’élimination des bactéries peut être étudiée par différents modèles in vitro, 

ex vivo et in vivo sur des animaux de laboratoire. La limite principale des modèles in vitro est 

qu’ils ne tiennent pas compte de la réponse du système immunitaire. Quant à l’utilisation de 

modèles animaux, l’extrapolation à l’homme doit prendre en compte la physiologie et 

l’anatomie différente de l’animal vis-à-vis de celle de l’homme. 

 

I.A.3.a. Principe de pharmacocinétique et paramètres associés 

La pharmacocinétique a pour but d'étudier le devenir d'un principe actif contenu dans 

un médicament dans l'organisme (122). Elle comprend quatre phases, se déroulant 

simultanément : absorption, distribution, métabolisme et l’excrétion du principe actif. 

Chaque processus pharmacocinétique est caractérisé par un ou plusieurs paramètres (tableau 

1).  

 

 L’absorption 

 

Avant d’atteindre la circulation générale, l’antibiotique doit passer à travers une ou 

plusieurs membranes biologiques lorsqu’il est administré par une voie extravasculaire. 

http://fr.wikipedia.org/wiki/M%C3%A9dicament
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L’absorption correspond donc au passage de l’antibiotique de son site d’administration 

jusqu’à la circulation générale. Plusieurs mécanismes de passage transmembranaire des 

xénobiotiques existent comme la diffusion passive, la filtration ou encore le transport actif. 

Les facteurs limitant de l’absorption peuvent être le caractère lipophile ou ionisé de la 

molécule, les interactions avec d’autres substances, la présence d’aliments, le débit sanguin, 

la vidange gastrique et les pathologies. Après l’absorption digestive, avant même d’atteindre 

la circulation générale, le produit peut-être métabolisé lors du passage dans le foie : c’est 

l’effet de premier passage hépatique (193). Il en résulte une diminution de la quantité 

disponible pour le site infectieux. Ce premier passage n’est pas uniquement de type hépatique 

mais peut être gastrique, intestinal, pulmonaire, tissulaire, vasculaire et cutanée. Pour évaluer 

l’absorption d’un antibiotique, la biodisponibilité absolue ou relative d’une molécule est 

déterminée. Elle correspond au pourcentage de la dose administrée qui atteint la circulation 

générale à une certaine vitesse, en prenant en compte les phénomènes d’absorption et de 

premier passage (122).  

 

La biodisponibilité absolue (Fa) tient compte de la concentration plasmatique 

obtenue après une administration extravasculaire par comparaison à la concentration 

plasmatique obtenue après une administration par une voie de référence (219). En général, la 

voie de référence est la voie intraveineuse pour laquelle la biodisponibilité est de 100%. La 

Fa ne peut être supérieur à 100 %. L’équation mathématique permettant le calcul de la 

biodisponibilité absolue est la suivante : 

 

Fa =      

 

avec l’AUC définie comme l’aire sous la courbe des concentrations plasmatiques obtenue 

après une administration par voie extravasculaire (AUC EV) ou par voie intraveineuse (AUC 

IV). 

 

La biodisponibilité relative (Fr) également exprimée en pourcentage, est obtenue en 

comparant deux formulations administrées par la même voie extravasculaire ou en comparant 

deux voies extravasculaires pour la même formulation (219). La biodisponibilité relative peut 

être inférieure, égale ou supérieur à 100%. L’équation est : 

 

AUC EV   Dose IV    

AUC IV     Dose EV   
 100 
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Fr =      

 

avec l’AUC correspondant à l’aire sous la courbe des concentrations plasmatiques après une 

voie extravasculaire de référence (AUC EVr) ou une voie extravasculaire testée (AUC EVt).   

 

La distribution 

 

Une fois la circulation générale atteinte, l’antibiotique est réparti dans l’ensemble des 

tissus et organes. Cette distribution dépend essentiellement des liaisons de l’antibiotique aux 

protéines plasmatiques, de l’affinité pour les protéines tissulaires, de l’irrigation des organes 

et des barrières que l’organisme met en œuvre pour se protéger. Un antibiotique sera mieux 

distribué s’il est faiblement lié aux protéines plasmatiques, s’il a une forte affinité pour les 

protéines tissulaires, et si les tissus et organes concernés sont bien perfusés. La distribution 

tissulaire se définie par le volume de distribution, c’est-à-dire le volume théorique dans 

lequel l’antibiotique devrait se répartir pour être à la même concentration que celle du 

plasma, et la vitesse de distribution qui est la vitesse à laquelle le médicament va passer d’un 

compartiment à l’autre (220). Le volume de distribution est une simple constante de 

proportionnalité entre la quantité de substance dans l’organisme et les concentrations 

plasmatiques mesurées. En pratique, trois volumes de distribution sont calculés : le volume 

de distribution initial (Vc), le volume de distribution à l’équilibre (Vss) et le volume de 

distribution apparent (Vb). 

 Le volume apparent de distribution donne une approximation de l’étendue de la 

distribution de l’antibiotique sans précision anatomique et peut être modifié par l’état 

physiologique ou par certaines pathologies telles que l’insuffisance rénale, hépatique ou 

cardiaque (122).  

 

La métabolisation 

 

Les antibiotiques sont plus ou moins métabolisés dans l’organisme par les systèmes 

enzymatiques intestinaux, rénaux ou hépatiques. Les enzymes du groupe des cytochromes 

P450 donnant lieu à différents métabolites de phase I par réaction d’hydrolyse, de réduction 

ou d’oxydation (99). Les réactions de phase II dites de conjugaison permettent le transfert sur 

AUC EVt   Dose EVr   

AUC EVr     Dose EVt   

 100 
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la molécule de D-glucuronate, de sulfate, d’alcools aliphatiques...etc. Ces réactions rendent la 

molécule plus hydrosoluble permettant une meilleure élimination par les reins.  

La majorité des antibiotiques hydrosolubles comme les aminosides, les -lactamines et les 

glycopeptides, ne sont que très peu métabolisés. Cependant dans certains cas, les 

antibactériens sont administrés sous forme de précurseur de l’antibiotique dont la 

métabolisation permettra le relargage du métabolite actif, ce sont les prodrogues. Un exemple 

est le cefpodoxime proxétil. Il s’agit d’un ester hydrolysé au niveau du tractus gastro-

intestinal ou du foie permettant ainsi  la libération du principe actif : le cefpodoxime.  

 

L’excrétion  

 

Les voies principales d’excrétion des antibiotiques sous forme initiale ou après 

diverses biotransformations sont l’excrétion rénale, fécale et hépatique. Elles se caractérisent 

par la demi-vie d’élimination (t½ élimination) et ou par la clairance totale (ClT) qui est égale à la 

somme de toutes les clairances. L’élimination des molécules par le rein est la somme de trois 

mécanismes : la filtration glomérulaire, la sécrétion tubulaire et la réabsorption tubulaire. Les 

deux premières servent à l’élimination des molécules par filtration passive des molécules de 

masse molaire  60 kDa tandis que le troisième mécanisme s’oppose à cette élimination par 

une réabsorption active ou passive des molécules. Les produits non-absorbés passent alors 

directement dans l’intestin puis sont éliminés dans les fécès. Lorsque les médicaments sont 

éliminés par excrétion biliaire, sous forme de conjugué dans la bile, les composés sont 

déversés au niveau duodénal et peuvent subir une hydrolyse pour redonner naissance à la 

molécule initiale. Celle-ci est résorbée et rejoint en partie la circulation générale. Il s’agit 

d’un cycle entéro-hépatique (193). 

 

La clairance totale (ClT) ou systémique de l’antibiotique exprime la capacité de 

l’organisme à épurer une substance ayant atteint la circulation générale. Par définition c’est le 

volume sérique ou plasmatique totalement épuré d’une substance par unité de temps. La 

clairance totale est la somme de la clairance rénale et de la clairance non-rénale. L’équation 

générale est la suivante :  

 

ClT =        =    Cl R      Cl ER         

 

Dose IV   

AUC IV   
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avec Cl R la clairance rénale, Cl ER la clairance extra-rénale (clairance hépatique, clairance 

métabolique liée à l’activité de biotransformation des poumons, des intestins et d’autres 

organes). La clairance est exprimée en l/h/kg. 

La clairance, la biodisponibilité et le volume de distribution sont les principaux paramètres 

pharmacocinétiques des xénobiotiques. A ces paramètres, il faut ajouter entre autre la notion 

de demi-vie d’élimination. Le temps de demi-vie d’élimination (t½ élimination) correspond au 

temps nécessaire pour diminuer de moitié la concentration plasmatique en antibiotique une 

fois que le pseudo-équilibre de distribution est atteint. Cette diminution s’explique par les 

processus d’élimination et ne traduit pas uniquement la capacité d’élimination de l’organisme 

(122). Le t½ élimination est un paramètre hybride et prend en compte les paramètres 

pharmacocinétiques tels que la clairance et le volume de distribution. L’équation permettant 

le calcul du t½ élimination est : 

 

 t½ élimination =  

 

D’un point de vue physiologique, le t½ élimination n’est pas un bon critère pour évaluer la 

capacité de l’organisme à éliminer un xénobiotique. Une autre manière de mesurer 

l'élimination du médicament est le temps moyen de séjour (MRT pour « Mean Residence 

Time »), l'intervalle moyen pendant lequel une molécule de médicament reste dans 

l'organisme après l'injection rapide d'une dose intraveineuse unique. De même que la 

clairance, cette valeur est indépendante de la dose.  

 

Quelle est la concentration d’intérêt ? 

 

Lors d’une antibiothérapie, le choix du schéma posologique implique la prise en 

compte des paramètres pharmacocinétiques à savoir la présence de concentrations 

d’antibiotiques adéquates au niveau du site infectieux. Dans la plupart des cas, il est reconnu 

que les bactéries pathogènes d’intérêt clinique sont localisées dans le milieu extracellulaire 

ou les liquides interstitiels (203). Les critères de substitution sont donc fondés sur des 

concentrations plasmatiques et non sur des concentrations tissulaires (221). De plus, seule la 

fraction libre d’antibiotique, c’est-à-dire non liée aux protéines et autres molécules, agit sur 

les bactéries. A l’exception du plasma, les liquides interstitiels sont habituellement difficiles 

à prélever, or la concentration plasmatique libre est sensiblement identique à la concentration  

0,693  Vd   

       ClT   
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Tableau 2. Principaux paramètres pharmacodynamiques. 

 

Nom Acronyme Unité Définition 

Concentration minimale 

inhibitrice 

CMI mg/l Première concentration en antibiotique sans 

croissance visible de la population bactérienne 

Concentration minimale 

bactéricide 

CMB mg/l Première concentration en antibiotique 

permettant une réduction d’un facteur 1000 de 

l’inoculum 

Effet post-antibiotique (in 

vitro) 

EPA h Différence de temps nécessaire à l’obtention 

d’une recroissance d’un log par rapport à un 

témoin sans antibiotique 
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sous forme libre dans l’espace interstitiel lorsqu’il n’y a pas de barrières empêchant la 

diffusion. De ce fait, la concentration plasmatique en antibiotique libre apparaît comme le 

meilleur indicateur directement rapporté à l’antibiotique prédisant le succès clinique. 

  

I.A.3.b. Principe de pharmacodynamie et paramètres associés 

 

Par définition, la pharmacodynamie représente l’effet d’une substance active sur un 

organisme. Pour les antibiotiques, cet effet est l’action sur une population bactérienne 

pathogène cible et est classiquement mesuré in vitro par la concentration minimale inhibitrice 

(CMI) ou la concentration minimale bactéricide (CMB). Cependant la CMI et la CMB 

résultent d’un effet antibactérien pendant un temps et des conditions donnés et ne suffit pas à 

décrire l’efficacité d’un antibiotique au cours du temps. Ce sont des paramètres statiques. Il 

existe cependant la possibilité d’étudier la dynamique de l’activité antibiotique par l’étude 

des cinétiques de bactéricidie. Les principaux paramètres pharmacodynamiques sont 

représentés dans le tableau 2.  

 

Etude statique : la CMI et la CMB 

 

La « sensibilité » ou la « résistance » d’une souche vis-à-vis d’un antibiotique ne peut 

être directement mesurée mais peut être déduite de l’activité de l’antibiotique in vitro. La 

méthode la plus simple et la plus répandue pour mesurer l’activité intrinsèque d’un 

antibiotique est la détermination de la CMI ou la CMB. Par définition, la CMI correspond 

à la plus petite concentration capable d’inhiber la croissance d’une bactérie donnée, 

appréciable à l’œil nu, après une période d’incubation de 16 à 24 h à 37°C. La CMI peut être 

influencée par de nombreux facteurs comme la taille de l’inoculum, le pH du milieu de 

culture, le temps de contact…etc. Ainsi, les différentes méthodes de détermination des CMI 

comme la méthode de dilution en milieu solide, en milieu liquide (macro- ou micro-

méthode), les E-test ou encore les méthodes automatisées sont désormais standardisées.  

Afin de prédire l’effet d’un l’antibiotique vis-à-vis d’une souche bactérienne, d’aider le 

clinicien dans sa prescription courante ou encore d’évaluer le suivi de la résistance en hôpital  
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Tableau 3. Exemple de critères d’interprétation des CMI d’antibiotiques utilisé en médecine 

humaine pour Enterobacteriaceae selon différents comités d’expert nationaux et internationaux. 

 

Antibiotiques Concentrations critiques (mg/l)   

CLSI
1
 EUCAST

2
 

CC clin 

EUCAST
2
 

CC épidémiol  

CA-SFM-hum
3
 CA-SFM-vet

3
 

   S
4
         R

4
    S           R           NS

5
     S            R    S            R 

Ampicilline  ≤ 8        ≥ 32  ≤2          >8 >8    ≤2          >8 - 

Céfotaxime  ≤ 8        ≥ 64  ≤1          >2 >0,25    ≤1          >2 - 

Cefixime  ≤ 1        ≥ 4  ≤1          >1 -    ≤1          >2 - 

Céfalexine          - ≤16         >16 >16    ≤8          >32   ≤8          >32 

Cefquinome
6
          - - - -   ≤2          >4 

Ceftiofur
6
          - - >1 -   ≤2          >4 

Acide nalidixique  ≤ 16      ≥ 32 - -    ≤8        >16    ≤8        >16 

Ciprofloxacine  ≤ 1        ≥ 4 ≤0.5         >1 >0,032    ≤0,5        >1 - 

Tétracycline  ≤ 4        ≥ 16 - >8    ≤4          >8    ≤4          >8 

Rifampicine          - - -    ≤4          >16 - 

1 
CLSI : Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2006) 

2 
EUCAST : European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing; CC clin : 

Concentrations critiques cliniques; CC épidémiol : Concentrations critiques 

épidémiologiques (EUCAST, 2009) 

3 
CA-SFM : Comité de l’Antibiogramme de la Société Française de Microbiologie - 

recommandations adaptées à la médecine humaine (-hum) et à la médecine vétérinaire (-vet) 

(CA-SFM, 2009) 

4 
S : Sensible ; R : Résistant 

5
 NS : Non-sauvage 

6
 Molécules spécifiquement vétérinaires 
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ou dans l’environnement, les valeurs de CMI sont confrontées à des valeurs de CMI critiques 

permettant ainsi la catégorisation des souches bactériennes vis-à-vis d’un antibiotique (3, 

11, 41). Dans la pratique quotidienne, les souches catégorisées « sensibles » sont celles pour 

lesquelles la probabilité de succès thérapeutique est forte dans le cas d’un traitement 

systémique et aux posologies habituellement recommandées. Les souches catégorisées 

« résistantes » sont celles pour lesquelles il existe une forte probabilité d’échec 

thérapeutique, quel que soit le schéma thérapeutique utilisé. Enfin, entre ces deux catégories 

se place la catégorie « intermédiaire » qui prend en compte les situations incertaines dans 

lesquelles le succès du traitement est imprévisible (52). Dans un contexte épidémiologique, 

un micro-organisme est défini comme « sauvage » ou « sensible » pour les espèces n’ayant 

pas acquis de mécanismes de résistance à l’antibiotique en question. Une souche bactérienne 

est définie de « non-sauvage » ou « résistante » vis-à-vis de l’espèce considérée lorsqu’elle 

a acquis un mécanisme de résistance à l’antibiotique cible. 

Ainsi, les concentrations critiques appropriées pour prédire l'efficacité clinique peuvent être 

différentes de celles utilisées à des fins de contrôle de la résistance. Un isolat peut, par le 

biais de mutations ou de transfert horizontal de gènes, développer une sensibilité réduite à un 

antibiotique, mais avec une CMI suffisamment faible pour permettre un succès 

thérapeutique. Il est donc important de différencier les critères d’interprétation des CMI pour 

des fins médicales (concentrations critiques cliniques) de ceux qui sont utilisés pour le suivi 

de la résistance (concentrations critiques épidémiologiques) (3).  

Pour un même couple antibiotique/bactérie, différentes concentrations critiques sont 

définies selon le comité d’expert national, européen ou international qui les détermine 

(tableau 3).  

Les plus utilisées sont celles fournies par le « Clinical Laboratory Standards 

Institute » (CLSI) qui publient pour les tests de sensibilité, des méthodes d’essais cliniques 

approuvées par la « Food Drug Administration » (FDA) aux Etats-Unis. Pour le CLSI, 

l’harmonisation des tests de sensibilité est basée sur un modèle décrit dans le document M37-

A3 (58). Récemment, trois concentrations critiques on été définies : les concentrations 

critiques bactériologiques, cliniques et pharmacodynamiques (58). Les concentrations 

critiques bactériologiques sont établies uniquement sur la base des données des CMI 

associées à la base de données épidémiologiques provenant de divers réseaux de surveillance. 

Les concentrations critiques cliniques sont obtenues à partir d’isolats issus d’études 

cliniques. Enfin, les concentrations critiques pharmacodynamiques sont calculées à partir des 
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paramètres d’études PK/PD et de simulations de Monte Carlo établies sur la base des 

concentrations d’antibiotiques physiologiques et de paramètres de sensibilité microbienne 

comme les CMI. Il est utilisé comme facteur de pondération pour déterminer la valeur seuil à 

retenir pour établir un schéma posologique (58). 

En Europe, l’« European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing » 

(EUCAST) fédère six comités nationaux européens (France, Allemagne, Pays-Bas, Norvège, 

Suède et Royaume-Uni) et prévoit des concentrations critiques épidémiologiques, cliniques 

et une base de données sur la distribution épidémiologique des CMI (86). L’utilisation des 

valeurs critiques cliniques est recommandée lors d’analyses de routine pour des conseils sur 

la thérapie chez le patient (116). Les concentrations critiques épidémiologiques sont quant à 

elles,  

conseillées pour des mesures plus sensibles du développement de la résistance comme 

l’émergence des résistances dans les hôpitaux et l’environnement, permettant ainsi de 

développer des stratégies pour lutter contre la résistance aux antibiotiques (10).  

En France, la catégorisation clinique des souches suit les recommandations édictées 

par le comité de l’antibiogramme de la société française de microbiologie (CA-SFM) (207). 

Ce comité détermine des valeurs critiques cliniques selon la distribution des CMI pour des 

souches d’espèces bactériennes définies, les concentrations humorales et tissulaires obtenues 

avec les posologies recommandées, la confrontation des résultats obtenus in vitro et in vivo 

ou encore les variabilités statistiques des méthodes de mesures de CMI utilisées. Plus 

récemment, des recommandations pour la réalisation des antibiogrammes ont été élaborées 

dans le cadre du diagnostic vétérinaire. La détermination de ces concentrations critiques est 

basée sur l’analyse des données issues du réseau de surveillance de l’antibiorésistance des 

bactéries pathogènes (RESAPATH), des données de surveillance en élevage, des données 

d’études expérimentales réalisées à l’AFSSA et des données fournies par les firmes 

pharmaceutiques.  

A l’heure actuelle, de nombreuses concentrations critiques proposées par le CA-SFM 

tendent à s’harmoniser avec les valeurs critiques éditées par l’EUCAST. Quelques rares 

différences subsistent néanmoins du fait de la politique d’usage des antibiotiques propre à la 

France d’après les recommandations de l’AFSSAPS et des différentes sociétés savantes 

françaises. 
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La CMB correspond quant à elle à la plus faible concentration d’antibiotique qui 

réduit de 99,9% (norme nord-américaine) contre 99,99% (norme européenne) la population 

bactérienne initiale après 16 à 24h d’incubation (16). C’est donc, comme la CMI, une valeur  

statique mesurée en point fixe, mais sa détermination ne bénéficie pas de la standardisation 

mise en œuvre pour celle de la CMI. 

Les antibiotiques exercent des effets bactériostatiques ou bactéricides envers les 

bactéries ciblées. Lorsque l’antibiotique est bactéricide, c'est-à-dire qu’il tue la bactérie, la 

CMB est très proche de la CMI (ratio CMB/CMI ≤ 4). C’est le cas des β-lactamines, des 

aminosides, des fluoroquinolones et de la vancomycine. Lorsqu’il a un effet bactériostatique, 

l’antibiotique inhibe seulement la croissance de la bactérie, la CMB est alors très supérieure à 

la CMI (4 < CMB/CMI ≤ 32). Les principaux antibactériens concernés sont la tétracycline, le 

chloramphénicol et l’érythromycine. Lorsque le ratio CMB/CMI devient supérieur à 32, la 

bactérie est considérée comme tolérante à l’antibiotique, c'est-à-dire que l’effet bactéricide 

est réduit voire absent pour la souche. La mesure de la CMB peut cependant montrer 

quelques lacunes de part sa détermination dans des conditions statiques. En effet, le calcul 

des CMB ne mesure pas l'intensité de la réduction de la population bactérienne et ne prend 

pas en compte le facteur temps. .De même, la détermination très standardisée des CMI in 

vitro présente certaines limites notamment dans l’utilisation de ce test pour des applications 

in vivo souvent très différentes. En effet, les conditions rencontrées au niveau du site 

d’infection correspondent à un environnement dynamique avec un système immunitaire 

coopératif, des protéines réduisant la fraction libre, un inoculum de taille variable, des 

concentrations d’antibiotiques variables. Pourtant, des études expérimentales et cliniques 

attestent de la corrélation entre la CMI mesurée et les effets observés (64). La CMI est donc 

considérée comme une bonne approximation de la concentration libre d’antibiotique. C’est la 

raison pour laquelle les CMI des bactéries extracellulaires sont comparées aux concentrations 

plasmatiques et que ce critère PD apparaît comme très pertinent pour la construction des 

indices PK/PD d’efficacité. 

 

Etude dynamique : Cinétique de bactéricidie 

 

Les cinétiques de bactéricidie apportent des informations fondamentales sur la 

cinétique de l’effet de l’antibiotique sur une souche bactérienne. Cette approche basée sur un 

dénombrement des bactéries viables au cours du temps et à différentes concentrations 
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Figure 4. Représentation graphique de cinétiques de bactéricidie : profils de type 

concentration-dépendant et de type temps-dépendant. 
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d’antibiotiques permet de caractériser l’évolution de l’activité de l’antibiotique. L'activité 

bactéricide d'un antibiotique est influencée par deux facteurs, le temps d'action et la 

concentration d'antibiotique utilisé. Les cinétiques de bactéricidie sont représentées 

graphiquement avec en abscisse le temps en heure et en ordonnée les unités formants des 

colonies (UFC) transformées en logarithme (log10). L’inspection visuelle des courbes permet 

de visualiser deux phases : l’une précoce, l’autre tardive. La phase précoce concerne les 6 à 8 

premières heures de la cinétique et permet de définir le niveau de dépendance de 

l’antibiotique. La phase tardive, au-delà de 6-8 h met en évidence l’éventuelle 

« recroissance » de la population bactérienne (figure 4).  

Pour certains antibiotiques, l'activité bactéricide augmente avec la concentration 

utilisée, c'est le cas des aminosides qui sont dits concentration-dépendants où l'efficacité de 

l'antibiotique est liée au pic sérique obtenu. De ce fait viennent les arguments actuels pour 

administrer des antibiotiques en une dose unique journalière comme les aminosides ou 

fluoroquinolones (96). Pour d'autres, l'activité bactéricide est maximale dès les premières 

concentrations bactéricides et si la concentration d'antibiotique est augmentée, la bactéricidie  

n’est pas modifiée. Ils sont dits temps-dépendants. C’est le temps durant lequel la 

concentration d'antibiotiques est supérieure à la CMB qui est prépondérant. Ce sont pour 

l'essentiel les β lactamines dont la bactéricidie lente est relativement indépendante de la 

concentration, une fois le seuil de vitesse maximale de bactéricidie atteint (4 à 6 fois la CMI), 

et, à un degré moindre, les glycopeptides. Pour les antibiotiques temps-dépendants, c'est le 

rythme d'administration qui influence l'efficacité thérapeutique : augmentation du nombre de 

prises ou perfusion continue (64).  

 

Effets post-antibiotiques  

 

Après une exposition à des concentrations proches de la CMI, une variété d’effets 

peut être observée comme une altération de la morphologie, de l’adhérence, la production de 

toxines bactériennes ou encore un délai avant la reprise de la croissance, même si 

l’antibiotique a été complètement enlevé. La mesure correspondante est appelée l’effet post-

antibiotique. Ces effets sont définis comme le temps que met la culture à croître d’un log10 

UFC/ml à partir du moment où la concentration de l’antibiotique est sub-inhibitrice c’est-à-

dire en dessous de la CMI. L’effet post-antibiotique s’explique par les mécanismes d’action 

des antibiotiques et peut être du à la persistance de l’antibiotique à ces sites de fixation, le  
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Figure 5. Représentation des principaux critères de substitution d’après Rybak et al. (2006). 
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temps de diffusion en dehors de la bactérie (quinolone), le temps de régénération des 

enzymes, des ribosomes de la bactérie (aminoglycosides). La durée de cet effet post-

antibiotique correspond au délai minimum au bout duquel les bactéries retrouvent une vitesse 

de croissance normale. La présence ou l'absence d'un effet post-antibiotique sur une bactérie 

influence son mode de prescription. Ainsi, dans les conditions d’utilisation thérapeutique, les 

β-lactamines ne produisant pas d’effet antibiotique notable envers les bactéries à Gram 

négatif et un effet modéré envers les bactéries à Gram positif doivent garder des 

concentrations au niveau  des sites infectés toujours élevées (224). Dans ce cas, la fréquence 

des administrations, voire la perfusion continue optimise l’action de l’antibiotique. En 

revanche, pour les aminosides, dont l'effet post-antibiotique est de plusieurs heures, 

l'intervalle entre deux injections pourra être augmenté. Ce sont ces principes qui prévalent 

dans l'utilisation actuelle des aminosides en monodose quotidienne (224). 

 

I.A.3.c. Paramètres PK/PD et détermination d’un schéma posologique 

 

Lors de la détermination d’un schéma thérapeutique deux éléments sont recherchés : 

la dose et l’intervalle d’administration. La dose est la résultante de deux paramètres PK 

fondamentaux que sont la clairance plasmatique et la biodisponibilité et d’un paramètre PD, 

la concentration plasmatique efficace (101).  

  

 

 

 

La concentration plasmatique efficace est classiquement estimée in vitro par la 

mesure de CMI correspondant à la concentration plasmatique libre de l’antibiotique. De ce 

fait, les principaux paramètres PK/PD utilisés se caractérisent en général par différents 

aspects du profil des concentrations en fonction du temps rapporté à la CMI : le temps 

pendant lequel les concentrations sont supérieures à la CMI (T>CMI), l’aire sous la courbe  

également rapporté à la CMI (AUC/CMI), l’aire sous la courbe au-dessus de la CMI (AUIC) 

et le pic de la courbe (Cmax, rapporté ou non à la CMI, Cmax /CMI) (figure 5) (101). Lors de 

l’utilisation de la fraction libre de l’antibiotique les acronymes sont précédés du caractère ƒ 

(ƒ AUIC, ƒ T>CMI et ƒ Cmax/CMI). De nombreuses études ont été réalisées in vitro et sur  

 

Dose (par jour) = 
Clairance plasmatique × Concentration plasmatique efficace 

Biodisponibilité 
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Figure 6. Pharmacodynamie des β-lactamines et des macrolides. Efficacité de l’antibiotique 

en fonction de l’indice T> CMI d’après Craig et al. (1996). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7. Relation entre AUC/CMI et l’éradication bactérienne chez des patients traités avec 

de la ciprofloxaxine pour une pneumonie nosocomiale d’après Schentag et al. (2000).  
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modèles animaux. Elles convergent toutes vers l'observation que pour les antibiotiques à 

bactéricidie lente, i.e. les antibiotiques temps-dépendants, le paramètre pharmacodynamique 

prédictif de l’efficacité thérapeutique est le temps pendant lequel les concentrations sériques 

d'antibiotiques se situent au-dessus de la valeur de la CMI (T > CMI) (64). Les modèles 

animaux s'accordent pour montrer que le T > CMI doit couvrir au moins 40 % de l'intervalle 

entre deux administrations successives, mais celui-ci augmente avec la gravité de l'infection 

(figure 6) (65).  

Concernant les antibiotiques concentration-dépendants, le rapport Cmax/CMI est le 

paramètre le plus prédictif de l'efficacité de ces antibiotiques, comme cela a pu être démontré 

avec les aminoglycosides. Dans le but d’optimiser l'efficacité thérapeutique de ces 

antibiotiques, ce rapport doit être compris entre 8 et 12 (96). Le second paramètre prédictif 

de l’efficacité bactériologique ou clinique des antibiotiques dits concentration-dépendant est 

le rapport AUC/CMI ou AUIC. Les études réalisées chez différents modèles animaux et chez 

l'homme montrent que la valeur prédictive de ce paramètre est relativement constante 

quelque soit l'espèce concernée. Cela n'est pas étonnant dans la mesure où la cible 

pharmacologique, la bactérie, est la même. L'AUIC, comme facteur prédictif du succès 

bactériologique et/ou clinique a surtout été évaluée avec les fluoroquinolones. Dans les 

infections à bacilles Gram négatif chez l'animal comme chez l'homme, il apparaît qu'une 

AUIC24 h supérieure à 125 est prédictive d'un haut niveau de succès bactériologique et 

clinique (figure 7). Une équation prenant en compte les critères PK et PD a été proposée 

(221): 

 

 

 

 

avec AUIC (AUC/CMI) le critère d’évaluation cible exprimé en heures, CMI Concentrations 

minimales inhibitrices vis-à-vis du pathogène cible, ClT la clairance plasmatique totale par 

jour, fu la fraction libre dans le plasma (de 0 à 1) et F% le facteur de biodisponibilité (de 0 à 

1). 

Les critères PK/PD sont étroitement liés les uns avec les autres. Ainsi pour un temps 

d’élimination donné de l’antibiotique et un intervalle entre les doses fixé, toute augmentation 

de la concentration maximale (Cmax) entraînera également une augmentation de l’aire sous la 

courbe (AUC) et du temps pendant lequel la concentration reste supérieure à la CMI donnée.  

Dose (par jour) = 
ClT × AUIC ×CMI  

 
fu × F% × 24h 
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Tableau 4. Classification des principales molécules de -lactamines. 

 

Groupes Sous-groupes Principales Molécules 

Penicillines pénicillines  

 

aminopénicillines 

carboxypenicillines  

pénicilline G et V
 a

, cloxacilline
 a

, 

oxacilline
 a
 

ampicilline 
a b

, amoxicilline
 a b

 

pipéracilline
 a
, ticarcilline

 a
 

Céphalosporines première génération (C1G) 

deuxième génération (C2G) 

troisième génération (C3G) 

 

quatrième génération (C4G) 

Céfaléxine 
a
, céfalotine

 a
, cefalonium

 a
 

céfoxitine
 a
, céfamandole

 a
, céfuroxime

 a
 

céfotaxime
 a
, céfopérazone

 a b
, ceftiofur

 b
, 

cefpodoxime
 a
, céfixime

 a
 

céfépime
 a
, céfpirome

 a
 

Carbapénèmes  imipénème
 a
, ertapénème

 a
 

Monobactames  aztréonam
 a
 

a
 molécule utilisée en médecine humaine ; 

b
 molécule utilisée en médecine vétérinaire 

 

 

 

 

 

 

 

       

a. Acide 6-aminopénicillanique    b. Acide 7-aminocéphalosporanique  

 

Figure 8. Structure chimique de base des pénicillines (a) et des céphalosporines (b). 

 

Noyau -lactame 
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I.B. Les -lactamines 

 

La pénicilline, un antibiotique de la famille des  - lactamines a été découverte en 1928 par le 

médecin anglais A. Fleming à partir de souches du champignon microscopique Penicillium 

notatum. Ce n'est qu'en 1940 que deux biochimistes H. W. Florey et E. B. Chain réussirent à 

l’isoler et à la purifier. La pénicilline G sous forme intraveineuse fut introduite en 

thérapeutique pour la première fois en 1942, quatorze ans après sa découverte. Rapidement, 

la pénicilline V, l’équivalent de la pénicilline G sous forme orale, fut extraite et apparurent 

successivement les -lactamines d’hémisynthèse élaborées à partir des microorganismes du 

genre Penicillium pour les pénicillines et du genre Cephalosporium pour les céphalosporines 

initialement isolées en 1948. A l’heure actuelle, les -lactamines sont largement utilisées et 

demeurent la famille d’antibiotiques la plus diversifiée et la moins toxique. Cette famille 

d’antibiotiques est répartie en quatre principaux groupes : les pénicillines, les 

céphalosporines, les monobactames et les carbapénèmes (tableau 4). 

 

I.B.1. Structure et propriétés des -lactamines 

 

Les -lactamines se caractérisent par la présence d’un élément structural commun, 

l’azétidine-2-one ou noyau -lactame. La structure de base des pénicillines, l'acide 6-

aminopénicillanique, est constituée d’un cycle thiazolidine lié au cycle -lactame. Le noyau 

-lactame peut être substitué par acylation sur la fonction aminée pour donner naissance à 

des dérivés qui se différencient par leur stabilité, leur pharmacocinétique, leur spectre 

d’activité et leur résistance aux -lactamases (figure 8). Par ailleurs, la fonction carboxylique 

peut être transformée en carboxylate et rendre la molécule plus soluble ou permettre 

l'obtention d'esters comme les prodrogues. Cette fonction acide est toutefois essentielle à 

l'activité antibactérienne.  

 

 Les céphalosporines se distinguent chimiquement des pénicillines par le remplacement 

du cycle thiazolidine par un cycle dihydrothiazine (noyau « céphème) avec un atome de 

soufre en position 1 (figure 8). Leur noyau céphème est beaucoup plus stable que le noyau 

pénam des pénicillines, ce qui permet aux céphalosporines de mieux résister globalement à 

l’action diverse des β-lactamases bactériennes. La structure générale des céphalosporines se  
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Figure 9 : Mode d’action des antibiotiques inhibant la synthèse de la paroi d’après Walsh et 

al. (2003). 
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compose donc d’une partie commune à tous les membres du groupe, l’acide 7-

aminocéphalosporinique, d’une chaîne latérale variable R1 reliée au reste de la molécule par 

une fonction amide et d’un groupement R2 (figure 8). En règle générale, les substitutions en 

position 7 (R1) influencent l’activité antibactérienne des céphalosporines en modifiant leur 

affinité pour les protéines liant la pénicilline (PLPs) et/ou leur stabilité à l’hydrolyse par les 

β-lactamases. Les modifications en position 3 (R2) influencent les propriétés antibactériennes 

et pharmacocinétiques alors que l’ajout d’un groupement ester au groupement carboxylique, 

en position 4, permettra d’augmenter la biodisponibilité des céphalosporines orales.  

Les carbapénèmes et les monobactames sont, quant à eux, des dérivés proches des 

céphalosporines. 

 

I.B.2. Mode d’action des -lactamines : Inhibition de la synthèse de la paroi 

 

Les bactéries possèdent à l’extérieur de leur membrane plasmique un polymère 

réticulé, le peptidoglycane ou muréine. Cette structure totalement absente chez les 

eucaryotes, participe au maintien de la forme de la cellule bactérienne et protège la 

membrane cytoplasmique des variations de la pression osmotique. Le peptidoglycane est une 

structure vitale pour la bactérie et rares sont celles qui n’en possèdent pas. De ce fait, la 

synthèse et l’assemblage du peptidoglycane, apparaissent comme des cibles privilégiées des 

antibiotiques (figure 9).  

Le peptidoglycane est un polymère formé de molécules de N-acétyl-D glucosamine et 

d'acide N-acétyl-muramique sur lesquelles se fixe une chaîne peptidique comportant cinq 

acides aminés qui sont la L-alanine, l'acide D-glutamique, la L-lysine et deux D-alanine. Sur 

la lysine se fixe la pentaglycine. La synthèse du peptidoglycane est complexe et nécessite 

l'activité d'environ trente enzymes différentes dont les plus importantes sont les 

transpeptidases, les transglycosidases et les carboxipeptidases. Elle comporte trois étapes 

principales : Une étape intracytoplasmique aboutissant à la synthèse d'UDP-

acétylmuramyl-pentapeptide, terminé par un dipeptide, le D-alanyl-D-alanine. La synthèse de 

ce dipeptide nécessite l'intervention de la phosphoénolpyruvate transférase, d'une racémase et 

d'une synthétase. Une deuxième étape membranaire aboutissant à la formation d'un 

polymère acétylglucosamine et de l'UDP-acétylmuramyl-dipeptide. Ce polymère sort du 

cytoplasme à travers la membrane cytoplasmique. Enfin, une troisième étape 
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extracytoplasmique comportant une polymérisation par transpeptidation (liaison peptidique 

entre acides aminés) sous l'effet d'une transpeptidase fixée à la partie externe de la membrane 

cytoplasmique et par transglycosylation (liaison glucidique) (204, 231).  

 Plus de 70 ans après leur découverte, le mécanisme d’action des -lactamines n’est 

pas encore totalement élucidé. D’un point de vue stéréochimique, les -lactamines sont des 

analogues de la terminaison D-alanine-D-alanine des précurseurs de la synthèse du 

peptidoglycane. Par leur ressemblance avec ces précurseurs, les -lactamines se fixent par 

liaison covalente aux PLPs. Ces PLPs sont des enzymes impliquées dans la synthèse du 

peptidoglycane comme les transpeptidases, les carboxypeptidases et transglycosylases. Le 

nombre de PLPs varie selon l’espèce bactérienne. Pour E. coli, il existe dix PLPs classées en 

fonction de leur poids moléculaire et numérotées de 1 à 7. Les PLPs 1a, 1b, 1c, 2 et 3 de haut 

poids moléculaire sont des transglycosylases/D-alanyl-D-alanine transpeptidase essentielles à 

la survie de la bactérie et interviennent notamment dans l’élongation cellulaire (PLP1a, 1b et 

1c), la forme de la cellule (PLP2) et la formation du septum de la division cellulaire (PLP3) 

(209). Les PLPs de bas poids moléculaire 4, 5, 6, 6b et 7 assurent le remaniement des chaînes 

polysaccharidiques mais ne sont pas indispensables à la vitalité de la bactérie. Par liaison aux 

pénicillines, les enzymes PLPs sont bloquées pendant plusieurs heures ce qui entraîne un 

affaiblissement du peptidoglycane et une lyse osmotique de la bactérie. L’action des -

lactamines sur les PLPs varie en fonction des concentrations d’antibiotiques. A titre 

d’exemple, des céphalosporines comme le céfotaxime ou la ceftazidime, qui ont une forte 

affinité pour la PLP3, vont l’inhiber à de faibles concentrations et provoquer une 

filamentation bactérienne, alors que, à de plus fortes concentrations, elles vont également 

inhiber les PLP1a et 1b, et provoquer l’apparition de sphéroplastes et une lyse rapide (209). 

Des études plus récentes ont également montré que la lyse bactérienne était dépendante 

d’enzymes responsables de la dégradation naturelle du peptidoglycane, les autolysines et les 

hydrolases. Les -lactamines activeraient des protéines bactériennes appelées des holines et 

inactiveraient également des inhibiteurs endogènes des hydrolases et autolysilines 

bactériennes. Le système de régulation des enzymes lytiques alors perturbé, les holines 

formeraient activement des canaux transmembranaires, permettant ainsi des fuites 

membranaires, le passage des hydrolases du peptidoglycane et la lyse de la bactérie (25).  
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Figure 10. Représentation schématique des spectres d’activité des différentes 

céphalosporines. 

 

 

 

 

Tableau 5. Les céphalosporines de troisième génération commercialisées. 

 

Administration par voie: im : intramusculaire; iv : intraveineuse ; po : per os, sc : sous-

cutanée. pi : pommade intramammaire. 

 

Dénomination 
Nom déposé 

vétérinaire 
Nom déposé humain Principe actif 

ceftiofur 
Naxcel

®
 (iv, im) 

Excenel
®
 (im, sc) 

- desfuroyl-ceftiofur 

céfopérazone Pathozone
®
 (pi) Céfobis

®
 (iv,im) T1551-D  

céfotaxime - Claforan
®

 (iv, im) désacetyl céfotaxime 

ceftriaxone - 
Rocéphine

®
       (iv, 

im, sc)      
ceftriaxone 

ceftazidime - 
 

Fortum
®
 (iv, im) 

ceftazidime 

céfixime - Oroken
®
 (po)  céfixime 

céfotiam hexétil - 
Taketiam

®
 (po) 

Texodil
®
 (po) 

céfotiam 

cefpodoxime 

proxetil 
- Orelox

®
 (po)  cefpodoxime 
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I.B.3. Spectre d’activité des -lactamines 

 

L’ensemble des bactéries affectées par un antibiotique donné est appelé le spectre 

d’activité de cet antibiotique. Les antibiotiques efficaces contre de nombreuses bactéries à 

Gram positif et/ou négatif sont dits à « large spectre » tandis que ceux qui sont actifs 

uniquement contre certaines bactéries sont dits à « spectre étroit ». L’activité des pénicillines 

diffère de celle des céphalosporines de différentes manières. La pénicilline G est active 

contre les gonocoques, les méningocoques et quelques bactéries à Gram positif telles que les  

streptocoques et les staphylocoques. Parmi les pénicillines à large spectre, l’ampicilline étend 

son spectre d’activité à de nombreux bacilles à Gram négatif non naturellement producteurs 

de β-lactamases constitutives telles que Shigella spp et Salmonella enterica.  

Les carboxypénicillines (ticarcilline, carbénicilline) présentent un spectre encore plus étendu 

sur les bacilles à Gram négatif incluant Pseudomonas aeruginosa et des entérobactéries 

naturellement productrices de β-lactamases constitutives chromosomiques comme 

Enterobacter spp., Serratia spp, Citrobacter freundii (53). 

Actuellement, il existe quatre générations de céphalosporines classées selon leur date 

de mise sur le marché et leur spectre d’activité (figure 10). Les céphalosporines de première 

génération (C1G) comme la céfaléxine et la céfalotine, sont essentiellement efficaces contre 

les bactéries pathogènes Gram positif comme Staphylococcus aureus et Streptococcus 

pneumoniae et à quelques entérobactéries ne produisant pas de céphalosporinases inductibles 

comme E. coli et Salmonella spp. Les céphalosporines de seconde génération (C2G) telles 

que le céfamandole et le céfoxitine (céfamycine apparentée aux C2G), sont caractérisées par 

une meilleure résistance aux -lactamases à large spectre et un spectre d'action plus étendu 

au sein des entérobactéries, avec des variations selon les molécules. Les céphalosporines de 

troisième génération (C3G) se distinguent pas un accroissement important de leur spectre 

antibactérien et par leur stabilité à la plupart des -lactamases comme les pénicillinases et les 

céphalosporinases chromosomiques des entérobactéries, Pseudomonas aeruginosa et 

Acinetobacter baumannii. Les principales C3G commercialisées sont présentées dans le 

tableau 5. Les céphalosporines de quatrième génération (C4G) (céfépime, cefpirome) sont à 

large spectre et présentent un gain d’activité sur les cocci à Gram positif, une activité sur P. 

aerugunosa et une meilleure résistance à l’hydrolyse par les céphalosporinases 

hyperproduites. Elles sont une substitution possible aux céphalosporines de troisième 
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génération pour le traitement de germes résistants. Actuellement en cours de développement 

(phase clinique), le ceftopibrole est une nouvelle céphalosporine (prochaine représentante des 

céphalosporines de cinquième génération (C5G) dont le large spectre d’activité inclut les 

bactéries à Gram positif et les bactéries à Gram négatif. Parmi les bactéries à Gram positif, le 

spectre d’activité couvre S. aureus et les staphylocoques à coagulase négative résistants à la 

méticilline, Streptococcus pneumoniae résistant à la pénicilline et Enterococcus faecalis. 

Parmi les bactéries à Gram négatif, le ceftopibrole est actif sur les entérobactéries et 

Pseudomonas aeruginosa. A l’inverse, le ceftopibrole est soit inactif soit peu actif sur 

Enterococcus faecium, les entérobactéries productrices de -lactamases à spectre étendu, A. 

baumanii et les anaérobies comme Bacteroides fragilis (149).  

L'imipénème est un carbapénème à spectre large actif contre les pneumocoques, 

Haemophilus influenza et les Gram négatifs y compris Pseudomonas aeruginosa. Il est 

associé à la cilastatine, qui est un inhibiteur de l’enzyme rénale déhydropeptidase I qui 

métabolise et inactive l'imipénème. Plus récemment, l’ertapénème a été introduit sur le 

marché. Son spectre d’activité comprend les bactéries aérobies et anaérobies connues pour 

être sensibles ou possiblement sensibles à l’antibiotique. C’est le cas de Staphylococcus 

aureus, Streptococcus pneumoniae, E. coli, Haemophilus influenza, Clostridium, Bacteroides 

fragilis. L’ertapénème est généralement actif contre les entérobactéries produisant des β-

lactamases à spectre élargi (BLSE). La résistance peut cependant être observée lorsque les 

BLSE ou d’autres β-lactamases très actives sont associées à une perméabilité réduite de la 

membrane externe des souches bactériennes (230).  

 

I.B.4. Propriétés pharmacocinétiques des -lactamines chez l’homme 

 

L’absorption 

 

La pénicilline G et les carboxypénicillines sont administrées par voie parentérale car 

la pénicilline G est détruite par l'acidité gastrique et les autres dérivés ne sont pas réabsorbés. 

La pénicilline V est plus résistante à l’acide et peut être prise par voie orale. 

 Les céphalosporines sont stables en milieu acide mais sont pour la plupart mal 

absorbées dans le tube digestif. Elles sont dès lors administrées par voie parentérale. 
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Tableau 6. Paramètres pharmacocinétiques du céfixime après administration chez 

l’homme et chez le rat.  

 

 

Rat 
Sakamoto et al.          

1985  

Sakamoto et al.          

1988  

Dose (mg/kg) 100 100 20 

Voie d’administration IV PO PO 

Cmax (mg/l) - 32 8 

Tmax (mg/l) - 1.96 1.18 

AUC0-∞ (mg.h/l) 510 192 30.8 

t1/2 élimination (h) 1.68 2.29 2.1 

F (%)  38  

 

Cmax : concentration plasmatique maximale, Tmax : temps d’occurrence de la concentration 

plasmatique maximale, AUC0-∞ : aire sous la courbe du temps 0 à l’infini, t1/2 élimination temps 

de demi-vie d’élimination, ClT : clairance, F : biodisponibilité absolue. 

 

Homme 
Guay et al. 

1986  

Faulkner et al.           

1988 

Faulkner et al.  

1988 

Duverne et al.        

1992 

Westphal et al.      

1993  

Dose (mg) 400 200 200 400 200 200 200 

Voie 

d’administration 
PO IV PO PO PO IV PO 

Cmax (mg/l) 4.92±0.51 - 3.22 3.88±1.3 2.3±0.9 - 2.5±0.4 

Tmax (mg/l) 4.9±0.6 - - 3.7±0.9 5.1±2.6 - 3.7±0.7 

AUC0-∞ (mg.h/l) 40±0.3 47.0 26 28.2±10.1 20.1±7.8 53.5±8.0 18.2±3.8 

t1/2 élimination (h) 3.15±0.15 3.2 3.5 3.2±0.5 3.45±0.7 3.25±0.4 3.35±0.4 

F (%) - - 52.3 - - - 31.5±6.3 

ClT (l/h) - - - 2.58±0.48 3.25±1.5 3.5±0.4 - 
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Pour les céphalosporines orales, la biodisponibilité est de 50 à 90 %. Le céfixime, la 

première céphalosporine orale de troisième génération, possède des propriétés 

pharmacocinétiques particulières récapitulées dans le tableau 6 (21, 88, 89). Son absorption 

incomplète avec une biodisponibilité par voie orale de 30 à 50 % est en parti liée à un 

mécanisme de transport actif au niveau de la partie proximale de l'intestin grêle, saturable à 

dose élevée. Dans le cas d’une prise d’aliments, le pic plasmatique est retardé mais non 

réduit. Certaines céphalosporines comme le cefpodoxime sont également disponibles sous la 

forme d'une prodrogue estérifiée, libérant l'antibiotique dans la circulation après clivage 

enzymatique (144).  

 

La distribution 

 

Les pénicillines diffusent facilement dans les espaces extracellulaires mais ne se 

concentrent pas dans les tissus. Elles pénètrent en faible quantité dans la moelle osseuse, le 

placenta et le liquide céphalorachidien. Elles passent toutefois mieux la barrière 

hématoencéphalique en cas d'inflammation des méninges. A l'exception des 

aminopénicillines, les pénicillines sont liées aux protéines plasmatiques à 50% minimum, 

mais ceci n'a guère de conséquences cliniques. Comme les pénicillines, les céphalosporines 

diffusent mais ne se concentrent pas dans les tissus.  

 

La métabolisation 

 

 La presque totalité des pénicillines est faiblement métabolisée (< 25 %), elles sont 

éliminées en grande majorité sous forme active. Concernant les céphalosporines, la 

biotransformation métabolique est très réduite avec moins de 10% de produit actif 

métabolisé. Cependant, dans le cas des céphalosporines acétylées comme la céphalotine et le 

céfotaxime, l’ester acétique est hydrolysé par des hydrolases. 

 

L’excrétion  

 

L'excrétion des pénicillines s'opère au niveau rénal par filtration glomérulaire et sécrétion 

tubulaire à l’exception de la nafcilline et de l’apalcilline éliminées principalement par une 
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Figure 11. Répartition des ventes d’antibiotiques (en tonnes) entre 1999 et 2005 en France 

par familles d’antibiotiques utilisées en médecine vétérinaire (a) ou en médecine humaine (b) 

d’après Moulin et al. (2008). 
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métabolisation hépatique. Leur demi-vie d'élimination est généralement courte, de l’ordre de 

0,5 à 2h. L'élimination des céphalosporines est également rapide (t1/2 de 1 à 2 heures), à 

l'exception  notable de la ceftriaxone qui possède une demi-vie nettement plus longue (6-8 

heures) permettant des prises plus espacées. Cette propriété est due à une forte liaison aux 

protéines et à ne mauvaise reconnaissance par le transporteur des acides organiques au 

niveau des tubules rénaux. L'excrétion des céphalosporines s'opère principalement par voie 

rénale, par voie biliaire et/ou par métabolisation hépatique (204, 231). L’élimination du 

céfixime se caractérise par une demi-vie comprise entre 3 et 4h. Entre 15-20 % du produit est 

éliminé principalement par voie rénale et 25 % par voie biliaire. Aucun métabolite, sérique 

ou urinaire, n’a pu être mis en évidence chez l’animal comme chez l’homme (90).  

 

I.B.5. Utilisation en médecine humaine et vétérinaire 

 

Depuis leur apparition, les -lactamines sont des antibiotiques de premier choix pour les 

angines à streptocoques chez l’homme. En 2005, les pénicillines représentent 51 % des 

ventes d'antibiotiques en médecine humaine en France (figure 11) (160). Cependant 1 à 5% 

des patients y sont allergiques. De ce fait, les céphalosporines ayant une structure identique 

aux pénicillines et un spectre plus large, sont souvent une alternative aux patients souffrant 

d’allergies aux pénicillines. Les C1G constituent un premier choix dans la prophylaxie 

chirurgicale. Les C2G sont utilisées dans un grand nombre d'infections, notamment 

respiratoires, urinaires, ostéoarticulaires (53). Les C3G et C4G sont indiquées dans le 

traitement d'infections sévères à Gram négatif, y compris Pseudomonas. Dans le cas 

d’infections à salmonelles, les C3G comme la ceftriaxone, sont des molécules de premier 

choix chez les enfants pour lesquels les fluoroquinolones arthrotoxiques ne peuvent être 

prescrites. Parmi les C3G, le céfixime est limité selon les recommandations de l’AFSSAPS 

aux infections dues aux germes définis comme sensibles notamment lors d’infections 

bactériennes des bronchites aiguës, de pneumopathies, de sinusites et d’otites aiguës, de 

pyélonéphrites, d’infections urinaires hautes ou basses et d’urétrites gonococciques. Le 

céfixime a également montré son efficacité lors d’infection à Salmonella enterica serotype 

Typhimurium (154). 

Dans le but de limiter la sélection de bactéries résistantes aux antibiotiques utilisés en 

médecine humaine, les céphalosporines ne représentent qu’une faible proportion des 
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antibiotiques utilisés en médecine vétérinaire. En effet, les -lactamines représentent 8 % des 

ventes d’antibiotiques à usage vétérinaire avec seulement 0,64 % de céphalosporines dont 

une grande majorité est destinée aux animaux de compagnie (figure 11) (160). Les C3G et 

C4G utilisées en médecine vétérinaire sont le céfopérazone, la céfovécine, la ceftriaxone, le 

ceftiofur et la cefquinome. Ces molécules administrées principalement par voie intraveineuse 

ou par voie cutanée en pommade intra-mammaire sont préconisées pour le traitement chez 

les bovins des mammites subcliniques et pour la prévention de nouvelles infections à 

streptocoques et staphylocoques durant la période sèche (1). Le ceftiofur, sous forme 

injectable est préconisé lors d’infections respiratoires à Pasteurella ou Streptococcus. Il est 

utilisé pour traiter les bovins, les porcins, les ovins, les caprins et les chevaux (215). 

Récemment, l’organisation mondiale de la santé animale (OIE) a publié de nouvelles 

recommandations sur l’usage des antibiotiques en médecine vétérinaire ainsi qu’une liste des 

antibiotiques dits « critiques » (68). Parmi eux, les céphalosporines et les pénicillines ont été 

déclarées comme des antibiotiques à risque dont l’utilisation présentait une menace pour la 

santé animale mais également un impact sur l’émergence de la résistance aux antibiotiques 

en santé humaine (68). 
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II. LA RESISTANCE BACTERIENNE AUX ANTIBIOTIQUES 

 

Suite à la suspicion ou au diagnostic d’une infection bactérienne, les professionnels de 

santé mettent en place les traitements antibiotiques appropriés destinés à l’éradication du 

germe infectieux. Dans certains cas, les individus sont traités par prévention lorsqu’il existe 

un facteur de risque d’infection bactérienne (prophylaxie) ou dès l’apparition des premiers 

signes cliniques (métaphylaxie). Cependant l’utilisation répétée et souvent abusive des 

antibiotiques tant chez l’homme que chez l’animal favorise l’émergence et la sélection de 

bactéries résistantes fréquemment associées aux échecs thérapeutiques (134). En effet, en 

réponse à la pression de sélection des antibiotiques, les bactéries ont développé, tant sur le 

plan biochimique que génétique, de nombreux mécanismes de résistance à ces molécules. Si 

ces moyens de défense sont exprimés à l’état naturel chez toutes les bactéries d’une espèce, il 

s’agit de résistance naturelle. S’ils sont portés uniquement par certaines bactéries de l’espèce, 

la résistance est dite acquise. 

 

 

II.A. Définitions de la résistance bactérienne aux antibiotiques 

 

 « La résistance n’est pas un phénomène conjoncturel ou passager mais une propriété 

intrinsèque du monde bactérien » (61). La définition de la résistance aux antibiotiques est 

encore à l’heure actuelle sujette à de nombreuses discussions. Ainsi, la résistance aux 

antibiotiques est définie selon différents points de vue (15) : 

- Selon le clinicien, une souche est résistante à un antibiotique si le traitement n’est pas 

efficace. 

-  Pour le pharmacologue, une souche bactérienne est résistante à un antibiotique si les 

concentrations atteintes au site d’action sont inférieures à la concentration minimale 

inhibitrice (CMI). 

-  Du point de vue du microbiologiste, les bactéries sont dites résistantes si elles 

disposent d’un mécanisme de résistance augmentant la valeur de la CMI.  

- Concernant l’épidémiologiste, une souche bactérienne est résistante à un antibiotique 

si sa CMI est significativement différente de celle de la population normale.  

Devant cette ambivalence des définitions de la résistance, l’Organisation Mondiale de la 

Santé (OMS) a proposé deux définitions de la résistance. La première stipule qu’une souche 

est dite « résistante » quand elle supporte une concentration d’antibiotique notablement plus 
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 Tableau 7. Exemples de résistances naturelles aux β- lactamines chez différentes espèces de bacilles 

aérobies non exigeants à Gram négatif d’après Cavallo et al.,(2004). 
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élevée que celle qui inhibe le développement de la majorité des autres souches de la même 

espèce. La deuxième définition, basée sur des critères pharmacologiques et cliniques, définit 

une souche résistante lorsque la concentration d’antibiotique qu’elle est capable de supporter 

est plus élevée que la concentration qu’il est possible d’atteindre in vivo.  

 

II.B. Résistance naturelle, acquise, croisée et co-résistance 

 

La résistance naturelle ou résistance intrinsèque est une caractéristique propre à 

une espèce bactérienne et partagée par toutes les souches de cette espèce. Elle peut être due à 

la présence d’un gène chromosomique commun à toutes les bactéries de l’espèce. Pour 

chaque classe d’antibiotique, il existe des espèces bactériennes pour lesquelles l’antibiotique 

est inactif par défaut de cible ou d’accès à la cible. Ainsi, l’absence de paroi chez les 

mycoplasmes rend les β-lactamines inactives vis à vis de ces bactéries. Des exemples de 

résistances naturelles aux β-lactamines chez différentes espèces de bacilles aérobies sont 

présentés dans le tableau 7. 

 

Les bactéries peuvent également acquérir la résistance à un antibiotique. Dans ce cas, 

la résistance acquise est présente seulement dans certaines souches de l’espèce. Cette 

résistance résulte d’une modification génétique par mutation (57) ou d’une acquisition de 

matériel génétique étranger (69).  

Les résistances  mutationnelles sont chromosomiques, spontanées, rares (fréquence de 

10
-6

 à 10
-9

), stables et transmissibles uniquement de façon verticale. L'antibiotique n'est pas 

l'agent mutagène, il sélectionne seulement les mutants devenus résistants. Elles n'intéressent 

qu'un antibiotique ou qu'une famille d'antibiotique à la fois. 

Les résistances par acquisition d'ADN sont la conséquence d’un transfert horizontal y 

compris entre espèces éloignées phylogénétiquement. Les gènes de résistance aux 

antibiotiques, pour la plupart chromosomiques, proviennent généralement de micro-

organismes producteurs d’antibiotiques pour lesquels ils sont immunisés. Le transfert de ces 

gènes sera rendu plus efficace après leur intégration sur des éléments mobiles tels que les 

plasmides, les transposons, les intégrons ou encore sur des phages (196, 197). Ces 

mécanismes de résistance peuvent alors diffuser très rapidement dans une population (138).  

La résistance croisée correspond à un seul mécanisme de résistance et entraîne la 

résistance à tous les antibiotiques d’une même famille. Parmi les nombreux cas de résistances 
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croisées, des mutations dans les topoisomérases type II, gyrase ou topoisomérases IV 

induisent la résistance à l'ensemble des fluoroquinolones. Un autre exemple de résistance 

croisée est celui de la résistance à la méticilline des staphylocoques par la production d’une 

nouvelle PLP2a qui procure également la résistance aux autres molécules de la famille des β-

lactamines. La conséquence majeure de la résistance croisée est la sélection croisée. Dans la 

co-résistance, plusieurs mécanismes de résistance sont associés chez la même bactérie, 

parfois stabilisés par intégration dans le chromosome. Chacun des mécanismes confère par 

résistance croisée la résistance à un groupe d’antibiotique conférant à la bactérie un large 

spectre de résistance (208).  

 

II.C. Mécanismes de résistance aux β-lactamines non enzymatiques 

 

 II.C.1. Diminution de la perméabilité  

 

La perméabilité de la membrane externe des bactéries à Gram négatif dépend 

principalement du lipopolysaccharide (LPS) et des porines ancrées dans cette membrane. Le 

LPS est très compacte en profondeur grâce à ses acides gras insaturés et formés de structures 

hydrophiles grâce à ses charges électriques de surface. Cette organisation explique une 

résistance naturelle aux antibiotiques hydrophobes et/ou de masse moléculaire élevée comme 

la pénicilline G, les macrolides et les glycopeptides.  

La pénétration des β-lactamines, molécules hydrophiles, à travers la membrane 

externe s’effectue à travers les porines qui sont des canaux protéiques remplis d’eau. Ainsi, la 

sensibilité aux β-lactamines dépend du nombre de porines fonctionnelles. L’altération des 

porines par mutation est à l’origine de résistances acquises aux β-lactamines, soit par une 

modification structurale d’une porine essentielle, ce qui a été décrit chez E. coli, soit par une 

diminution quantitative des porines, qui est la situation la plus fréquente (121). Chez E. coli,  

deux porines principales sont présentes : OmpF et OmpC. Selon des études de mutants E. 

coli déficients en OmpC, la porine OmpF, suffisament large, permettrait d’assurer à elle seule 

la pénétration des β-lactamines. Au contraire, une déficience en OmpF permettrait 

d’augmenter les CMI des différentes β-lactamines pour les molécules les plus volumineuses, 

la porine OmpC étant plus étroite. Les mutants de porines ont également été décrits en 

pratique clinique chez diverses espèces bactériennes. Chez Pseudomonas aeruginosa, la 
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Figure 12. Représentation schématique des cinq familles de pompes d’efflux d’après Cattoir et al. 

(2004) : MFS ou major facilitator superfamily (ex. NorA chez Staphylococcus aureus) ; SMR ou 

small multidrug resistance (ex. EmrE chez Escherichia coli) ; MATE ou multidrug and toxic 

compound extrusion (ex. NorM chez Vibrio parahaemolyticus) ; RND ou resistance-nodulation cell 

division (ex. MexB chez Pseudomonas aeruginosa) avec MexA (membrane fusion protein) et 

OprM (outer membrane factor) ; ABC ou ATP-binding cassette (ex. LmrA chez Lactococcus 

lactis). ME, EP : membrane externe et espace périplasmique des bactéries à Gram négatif ; MC : 

membrane cytoplasmique ; ATB : antibiotique. 
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diminution de perméabilité s’expliquerait par la perte de la porine OprD responsable du 

transport de l’imipénème (168). Lors de traitement en monothérapie, la sélection de mutants 

déficients en OprD surviendrait chez 15 à 20 % des patients traités. La résistance β-

lactamines par diminution de la perméabilité s’exprime habituellement à bas niveau. Dans 

certains cas, elle peut être associée à d’autres mécanismes de résistance comme l’efflux ou la 

production de β-lactamases. 

 

II.C.2. Excrétion par des systèmes d’efflux 

 

Le système d’efflux actif est efficace grâce aux protéines transmembranaires ancrées 

dans la membrane plasmique mais également dans la membrane externe des bactéries Gram 

négatif (231). Ces protéines sont spécifiques d’une classe d’antibiotiques ou au contraire 

responsables de « multidrug resistance » (MDR). Pour fonctionner, les pompes à efflux 

utilisent l’énergie fournie par dissipation d’un gradient de protons (familles MFS, RND et 

SMR) ou d’ions sodium (famille MATE) ou encore par hydrolyse d’ATP (famille ABC) 

(figure 12). En cas d’hyperexpression de ces systèmes,  

Chez les bactéries à Gram positif, les systèmes d’efflux ne sont constitués que d’une 

pompe transmembranaire. Chez les bactéries à Gram négatif, les systèmes d’efflux sont 

souvent des complexes protéiques ternaires avec une pompe transmembranaire, une protéine 

périplasmique de jonction et une porine de la membrane externe. Les pompes les plus 

fréquemment rencontrées sont de type RND comme AcrB chez Escherichia coli ou MexB 

chez Pseudomonas aeruginosa (50). Lors d’une hyperexpression, ces systèmes d’efflux, 

comme celui correspondant aux gènes marRAB chez E. coli, entraîne une résistance 

généralement à bas niveau et croisée à différentes familles d’antibiotiques.  

II.C.3. Modification des PLPs 

 

La sensibilité aux β-lactamines peut-être diminuée par des mutations dans les gènes 

chromosomiques qui codent pour des PLPs normales ou à l’acquisition de gènes étrangers 

codant pour des PLPs ayant peu d’effet pour les β - lactamines. La résistance résultant de ces 

altérations varie suivant les bactéries, la nature des modifications (types de mutations, sur- ou 

sous-expression des protéines concernées) et l'affinité spécifique des β-lactamines pour les 

différentes PLPs. C’est un mécanisme de résistance acquis, très largement répandu chez les
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Figure 13. Réaction d’hydrolyse du noyau -lactame par une -lactamase. 
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bactéries à Gram positif, comme Staphylococcus aureus où la résistance à la méticilline est 

due à la présence d’une PLP ayant une très faible affinité pour les β-lactamines. Cette PLP, la 

PLP2a, est codée par le gène mecA porté par un élément génétique mobile intégré dans le 

chromose de S. auréus. Chez certaines bactéries à Gram négatif, comme Neisseria ou H. 

influenza, la baisse d’affinité des PLPs vis-à vis-des β-lactamines est due à l’acquisition de 

fragments d’ADN étranger au niveau des gènes codant les PLPs donnant naissance à des 

gènes « mosaïques ». Chez les entérobactéries, des souches de Proteus mirabilis résistantes à 

l’imipénème et au mécillinam ont été observées suite à une perte d’affinité de la PLP2 et à 

une diminution de la quantité de PLP1a. Cependant, ce type de mécanisme reste très rare 

chez ce groupe bactérien. 

 

II.D. Mécanismes de résistance aux β-lactamines enzymatiques   

 

A l’heure actuelle, la production d’enzymes hydrolytiques appelées β-lactamases est 

le mécanisme de résistance prédominant des bactéries à Gram négatif vis-à-vis des β-

lactamines (35, 146). Au début des années 1980, seules quelques enzymes de type 

plasmidique comme TEM-1, TEM-2 et SHV-1 étaient connues, mais rapidement après 

l’introduction d’antibiotiques à large spectre tels que les céphalosporines de troisième 

génération, sont apparues des β-lactamases à spectre étendu ou BLSE. Depuis, les β-

lactamases ne cessent de se diversifier, d’élargir leur spectre d’activité et leur diffusion parmi 

de nombreuses espèces d’entérobactéries et de bacilles non fermentant tels que Pseudomonas 

spp. et Actinobacter spp. 

 

II.D.1. Les β-lactamases 

 

Les β-lactamases sont des enzymes bactériennes qui hydrolysent la liaison amide du 

cycle β-lactame des β-lactamines pour donner un acyl-enzyme qui sera ensuite dégradé en 

acide inactif (figure 13). L’hydrolyse irréversible du noyau β-lactame entraîne alors 

l’inactivation de l’antibiotique et la perte totale de son activité antibactérienne. Chez les 

bactéries à Gram positif les β-lactamases sont sécrétées dans le milieu de culture tandis que 

chez les bactéries à Gram négatif ces enzymes se retrouvent dans l’espace périplasmique. Sur  
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Tableau 8. Classification selon Ambler des principales -lactamases d’après Nordmann et al. 

(1998). 

 

 

Classe Localisation Spectre d’activité Types d’enzymes Organisme 

A 

Chromosome 

 
Spectre restreint  TEM-1,2 et SHV-1 

Enterobacteriaceae 

Pseudomonas aeruginosa 

Plasmide 

-lactamases à 

spectre 

étendu (BLSE) 

 

TEM-3-29, 42, 43, 

SHV-2-9 PER-1,2  

CTX-M, CTX-M2, 

MEN-1, VEB-1, 

TOHO-1 

Enterobacteriaceae 

Klebsiella peunomoniae ++ 

Pseudomonas aeruginosa 

 

Plasmide 
-lactamases 

résistantes 

aux inhibiteurs  

TEM-30-41, 44 et 45 

Enterobacteriaceae 

E.  coli ++ 

 

Plasmide 

-lactamases 

résistantes 

aux inhibiteurs et à 

large 

spectre  

 

SHV-10, TEM-33 et 

15 
E. coli 

Chromosome 
Carbapénémases  

 
Nmc A, Sine-1, IMP-1 

Enterobacter cloacae 

Serratia marcescens 

B 
Chromosome 

Plasmide 
Carbapénémases IMP-1 

Enterobacteriaceae 

Pseudomonas aeruginosa 

C 

 

Plasmide 
Céphalosporinases  

 

MIR-1, MOX-1, 

CMY-1, 2 

1.AT-1, BIL-1, FOX-

1, ACT-1 

Enterobacteriaceae 

Klebsiella peunomoniae ++ 

 

Chromosome  AmpC Bacille Gram négative 

D 
Chromosome 

Plasmide 
 

OXA-24-

26,40,51,58,72 

Enterobacteriaceae 

Pseudomonas aeruginosa 
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un plan phylogénétique, les β-lactamases dérivent de l’évolution de certaines enzymes 

responsables de la transpeptidation, une étape essentielle à la synthèse du peptidoglycane : 

les PLPs. Les PLPs et les β-lactamases de séquence homologue sont capables de former un 

acyl-enzyme et agissent dans l’espace périplasmique. Les distinctions majeures entre les 

deux enzymes sont leur localisation ainsi que la vitesse à laquelle l’acylenzyme est 

hydrolysée. Les PLPs sont ancrées dans la membrane plasmique avec une capacité 

d’hydrolyse d’un cycle β-lactame par heure tandis que les β-lactamases situées dans l’espace 

périplasmique sont beaucoup plus efficaces et hydrolysent 1000 noyaux par seconde (102, 

152, 214).   

A ce jour, plus de quatre-cent β-lactamases différentes ont été identifiées. Cependant 

de nouvelles β-lactamases continuent à émerger dans le monde (137). Sur la base de leur 

mécanisme catalytique, les β-lactamases sont divisées en deux types : les sérines-β-

lactamases, utilisant un site actif à sérine pour hydrolyser le noyau β-lactame et les métallo-

β-lactamases nécessitant des ions Zn
2+

 (114). La diversité des β-lactamases a entraîné de 

nombreuses tentatives de classification. Deux sont actuellement utilisées : la classification 

structurale de Ambler basée sur la séquence primaire en acides aminés d’éléments conservés 

du site enzymatique actif et la classification fonctionnelle de Bush-Jacobi-Medeiros qui 

repose sur l’activité hydrolytique et la sensibilité des β-lactamases aux inhibiteurs (7, 39). 

Selon la classification de Ambler, utilisée en pratique médicale, il est possible de définir 

phylogénétiquement quatre classes de β-lactamases : les classes A, B, C ou D. Au sein de 

chacune de ces classes, il existe des sous-groupes en fonction du support génétique des gènes 

de résistance, chromosomique ou plasmidique (tableau 8).  

 

La classe A représente les enzymes de type sérine. Il existe environ 23 types de β-

lactamases de nature chromosomique et 50 enzymes de type plasmidique. Par définition, 

cette classe regroupe les pénicillinases et les céphalosporinases qui sont inhibées par l’acide 

clavulanique, un inhibiteur des β-lactamases. Les enzymes formant la classe A sont décrites 

comme hydrolysant l’ampicilline et la ticarcilline. Elles sont sans action sur les 

céphalosporines de troisième génération (C3G), le céfoxitine et les carbapénèmes. Toutefois, 

des mutations spontanées conduisant à la surexpression ou introduisant des changements 

précis dans la structure primaire des β-lactamases peuvent accroître leur activité vis-à-vis de 

β-lactamines relativement résistantes à l’hydrolyse enzymatique. C’est pourquoi, dans les 

années 1990 sont apparues des enzymes dérivant des pénicillinases à spectre étroit, capables
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Figure 14. Modèle de voie de régulation des -lactamases de type AmpC basé sur la 

détection des niveaux relatifs -lactamine et de muréine dans le cytoplasme d’après Jacobs et 

al. (1997). 
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d’inactiver des C3G et appelées de ce fait «β-lactamases à spectre élargi» ou BLSE. Les 

principales enzymes représentantes de ce groupe sont les TEM, SHV et plus récemment les 

CTX-M (tableau 8) (179). 

 

La classe B correspond aux métallo-enzymes dépendants de la présence d’ions zinc 

ou magnésium. Ces enzymes peuvent être inhibées in vitro par la présence de chélateur 

d’ions comme l’EDTA, cependant l’acide clavulanique est inefficace. Phénotypiquement les 

métallo-enzymes confèrent la résistance aux pénicillines, aux C3G, aux carbapénèmes ou 

encore aux céphamycines (165).  

 

Les sérines-enzymes de la classe C regroupent toutes les céphalosporinases de type 

AmpC insensibles à l’acide clavulanique et qui hydrolysent les céphalosporines 5 à 10 fois 

plus vite que la benzylpénicilline. On distingue les céphalosporinases chromosomiques 

constitutives ou inductibles et les céphalosporinases plasmidiques.  

Les céphalosporinases chromosomiques constitutives d’AmpC s’expriment 

généralement à très bas niveau chez E. coli ou Shigella et ne contribuent pas de façon 

significative à la résistance aux β-lactamines chez ces espèces. Cependant des mutants 

promoteurs forts peuvent exister et entraîner une hyperproduction de la cépahlosporinase 

(46). Dans ce cas, les bactéries deviennent résistantes à l’amoxicilline et à la céfalotine. 

L’activité des C2G et C3G peut être alors diminuée tandis que celle de l’imipénème reste 

normale. 

  A contrario, les céphalosporinases chromosomiques inductibles décrites chez de 

nombreuses espèces d’entérobactéries (Enterobacter cloacae, Serratia marcescens, 

Aeromonas, P. aeruginosa) sont induites à haut niveau en présence de β-lactamines (figure 

14). La synthèse de ces céphalosporinases AmpC codées par le gène ampC est contrôlée par 

un système de régulation comprenant les protéines AmpR, AmpD et AmpG (112). La 

protéine bifonctionnelle AmpR correspond à un activateur transcriptionnel du gène ampC 

inductible en présence de β-lactamines ou répresseur en leur absence. La fixation d’une β-

lactamine inductrice sur les PLPs bactériennes provoque alors une accumulation dans la 

cellule de précurseurs du peptidoglycane destiné au recyclage de la muréine. Ces précurseurs 

sont transportés de l’espace périplasmique vers le cytoplasme par l’intermédiaire de la 

perméase AmpG puis sont dégradés en muropeptides recyclables par l’amidase AmpD. Le 

niveau cytoplasmique de muropeptides est indicateur de la présence ou non de β-lactamines 
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pour la protéine AmpR qui contrôle la production de β-lactamases (51). En effet la fixation 

de muropeptides sur la protéine AmpR va provoquer sa conversion en activateur du gène 

ampC et ainsi permettra la production à haut niveau de céphalosporinases. 

Plus récemment, des β-lactamases AmpC à spectre étendu (ESAC) ont été décrites chez des 

isolats cliniques d’E. coli. Il s’agit d’enzymes dérivées des céphalosporinases 

chromosomiques capables d’inhiber efficacement les céphalosporines à spectre étendu (150).  

Depuis quelques années, des β-lactamases AmpC plasmidiques comme CMY, FOX, MIR, 

MOX, ACT-1 ont émergé en particulier chez les bactéries du genre Klebsiella, Salmonella, 

E. coli…etc (176). Le phénotype de résistance est identique à celui des céphalosporinases 

hyperproduites avec généralement une résistance aux C3G, associé avec une résistance à 

l’acide clavulanique et souvent à la céfoxitine. Il est à noter que la majorité de ces enzymes 

en position plasmidique ne sont pas inductibles.  

 

Enfin, la classe D regroupe les enzymes les plus éloignées phylogénétiquement des 

trois groupes vus précédemment. Ces enzymes sont très hétérogènes et représentent les β-

lactamases dites « oxacillinases » ou OXA pour « Oxacillin-hydrolysing abilities ». En effet, 

les oxacillinases se caractérisent par leur excellent taux d’hydrolyse de la cloxacilline et de 

l’oxacilline. Elles ne sont pas inhibées par l’acide clavulanique mais peuvent l’être par les 

ions chlorure in vitro. 

 

II.D.2. Les β-lactamases à spectre étendu (BLSE) 

 

Les BLSE ont été décrites pour la première fois en 1983, en Allemagne (120). Il 

n’existe pas de définition consensuelle et précise des β-lactamases à spectre étendu. Les 

BLSE sont définies comme des β-lactamases capables de conférer une résistance bactérienne 

vis-à-vis des pénicillines, des céphalosporines de première, deuxième et troisième génération 

ainsi que l’aztreonam par hydrolyse de ces antibiotiques. Les BLSE sont sensibles à la 

présence d’inhibiteurs de β-lactamase comme l’acide clavulanique (39, 170). Aujourd’hui, 

plus de 200 BLSE de classe A ont été réparties dans 11 familles selon leur séquence en 

acides aminés : TEM, SHV, CTX-M, PER, VEB, GES, TLA, BES, SFO, FEC et OXA, une 

enzyme appartenant à la classe D. L’apparition et la diversité des BLSE s’expliquent par 

l’accumulation de mutations des gènes codant les enzymes TEM et SHV. En effet, la 
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moindre modification du site actif de l’enzyme conduit à un changement de l’activité de 

l’enzyme vis-à-vis de son substrat. C’est le cas des quatre enzymes SHV-2, 6, 8 et 11 

apparues à la suite de la substitution d’un seul acide aminé de la protéine d’origine SHV-1 

(111). Il a également été montré que, pour les enzymes de type TEM dérivées de l’enzyme 

TEM-1, les substitutions les plus courantes sont le glutamate en lysine en position 104, 

l’arginine en sérine en position 164, la glycine en sérine en position 238 et le glutamate en 

lysine en position 240 (35). Une seule de ces substitutions peut entraîner une importante 

modification de l’affinité de l’enzyme. Par exemple, lorsque l’acide aminé devient une 

sérine, l’interaction entre le –NH3 de la sérine et le groupement oxy-amino des C3G se 

traduit par une meilleure stabilité de la β-lactamine dans le site actif de l’enzyme.  

 

II.D.3. Les céfotaximases ou CTX-M 

 

Au Japon en 1981, Matsumoto et al. découvrirent, à la suite d’un traitement à une β-

lactamine chez le chien, une souche de E. coli résistante au céfotaxime par la production 

d’une BLSE non-TEM, non-SHV désignée FEC-1. C’est en 1989, en Allemagne que 

Bauernfeind et al. identifient  chez une souche clinique de E. coli résistante au céfotaxime, 

une enzyme non-TEM et non-SHV appelé CTX-M-1, en référence à son activité 

hydrolytique contre le céfotaxime (24, 33). Sur la base des homologies de séquence d’acides 

aminés, ces céfotaximases ou CTX-M codées par le gène blaCTX-M semblent dériver des 

céphalosporinases chromosomiques naturelles des bactéries de l’environnement Kluyvera 

ascorbata et Kluyvera georgiana, codées respectivement par les gènes blaKLUA et blaKLUC. 

Les phases ouvertes de lecture en amont des gènes blaKLUA et blaCTX-M, nommées Orf1 et 

Orf3 se révèlent également très similaires avec 69% d’identité. Actuellement, 50 enzymes 

CTX-M sont répertoriées et classées en cinq groupes sur la base de leur séquence en 

aminoacide: CTX-M-1 (CTX-M-1,
 
-3, -10, -11, -12, -15), CTX-M-2 (CTX-M-2, -4, -5, -6, -

7,
 
-20, Toho-1), CTX-M-8 (CTX-M-8, -40), CTX-M-9 (CTX-M-9, -13, -14, -16, -18,

 
-19 and 

Toho-2) et CTX-M-25 (CTX-M-25, -26, -39, -41) (179). Ces CTX-M sont généralement plus 

actives vis à vis de la ceftriaxone que de la ceftazidime, cependant des mutations peuvent 

accroître leur activité contre la ceftazidime. Par exemple, les enzymes CTX-M-15 et 32 

diffèrent des enzymes CTX-M-3 et 1, respectivement, par une substitution de l’asparagine en 

glycine en position 240. Cette seule modification suffit à augmenter de 100 fois leur activité 
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contre la ceftazidime (47). De même, la séquence en acides aminés du variants CTX-M-14 

diffère de CTX-M-9 par une substitution de l’alanine en valine (Ala-231  Val). Des 

éléments mobilisables portant les gènes blaCTX-M ont été identifiés. Ces éléments mobiles sont 

principalement localisés sur un large plasmide qui porte de multiples résistances. Les 

séquences d’insertions de type ISEcp1 apparaissent souvent impliquées dans la mobilisation 

de ces gènes cependant, il ne s’agit pas d’une généralité, particulièrement pour les enzymes 

de type 2 et 9 (33). Les céfotaximases sont des enzymes appartenant à une famille de BLSE 

hétérogènes, à diffusion rapide, comparables aux enzymes de type TEM-1 dans les années 

1970.  

 

II.D.4. Les inhibiteurs de β-lactamases et la résistance associée 

 

Les inhibiteurs de β-lactamases sont des β-lactamines qui ne possèdent par eux même 

qu’une faible activité antibactérienne intrinsèque sans intérêt clinique. Mais contrairement 

aux autres β-lactamines, ces inhibiteurs se lient de façon irréversible au site catalytique des β-

lactamases, produisant un complexe inactif (146). N’étant pas relargués, ils sont définis 

comme des « inhibiteurs suicides ». L’acide clavulanique, produit naturellement à partir de 

Streptomyces clavuligerus, a été découvert dans les années 1970. Il est considéré comme un 

inhibiteur des β-lactamases plasmidiques des bactéries à Gram positif et Gram négatif ainsi 

que des β-lactamases chromosomiques de K. pneumoniae et Bacteroides fragilis. Depuis ce 

temps d’autres molécules inhibitrices de β-lactamases ont été découvertes chez des 

microorganismes ou semi-synthétisées comme le sulbactame et le tazobactame. L’approche 

thérapeutique la plus utilisée en clinique est l’utilisation de la combinaison des inhibiteurs 

suicides avec les pénicillines. Les combinaisons amoxicilline/acide clavulanique, 

ampicilline/sulbactame et pipéracilline/tazobactame inhibent la croissance des bactéries 

produisant les β-lactamases de classe A telles que les enzymes de type TEM, SHV et CTX-

M. Cependant au début des années 1990, de nouvelles β-lactamases résistantes aux 

inhibiteurs de β-lactamases ont été mises en évidence en France, en Grèce et au Royaume-

Uni (35). L’analyse de la séquence de ces enzymes a montré qu’il s’agissait de β-lactamases 

de type TEM ayant mutée par substitution aux positions 69, 244, 275 et 276. De ce fait, les 

mutations des acides aminés sur TEM provoquent une baisse d’affinité de la β-lactamase 

pour l’ensemble des β-lactamines et en particulier pour les inhibiteurs de β-lactamase. Ces 
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enzymes de classe A sont appelées IRT ou TRI pour « TEM résistant aux inhibiteurs de  β-

lactamases» mais ne sont pas considérées comme des BLSE. Plus d’une quinzaine de ces 

enzymes ont été décrites et retrouvées dans des souches d’origine clinique comme E. coli, K. 

pneumoniae, P. mirabilis (35, 38).      
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II.E Supports génétiques et mobilité de la résistance aux β-lactamines 

 

Les supports génétiques des gènes de résistances capables de se répliquer et donc 

transmis aux cellules filles sont le chromosome et le plasmide. D’un point de vue général, les 

gènes de résistance sont toujours portés par ces structures génétiques dans la bactérie. Le 

chromosome et les plasmides sont également le support de diverses structures génétiques 

comme les transposons et les intégrons capables de véhiculer les gènes de résistance soit au 

niveau intra-cellulaire (transposons, cassette de gène des intégrons) ou inter-cellulaire 

(plasmide, transposons). 

 

II.E.1. Les supports génétiques  

 II.E.1.a. Le chromosome et les plasmides 

  

La résistance chromosomique aux antibiotiques dont les β-lactamines, peut être due 

soit à des mutations soit à la présence naturelle de gènes de résistance. La résistance par 

mutation se transmet aux cellules filles. La fréquence d’apparition des mutations est de 

l’ordre de 10
-6

 à 10
-10

 par génération. Le chromosome peut également être le support de 

structures génétiques intégrées comme les plasmides, transposons ou intégrons. 

Découverts dans les années 60, les plasmides sont des molécules d’ADN bicaténaires 

circulaires, indépendantes du chromosome et capables d’autoréplication. Ils sont de taille 

variable allant de quelques kilobases (kb) à 500 kb. Les plasmides ne sont pas essentiels à la 

survie de la bactérie, mais représentent un atout majeur dans des conditions 

environnementales particulières et hostile. Ils sont le support génétique de nombreuses 

propriétés comme des fonctions métaboliques, la résistance aux antibiotiques, aux 

désinfectants, aux métaux lourds et aux toxines bactériennes. Les plasmides se caractérisent 

par leur type et origine de réplication (OriV), leur nombre de copies, leur compatibilité entre 

plasmides, leur mobilisation, leur spécificité d’hôte et leur origine de transfert (OriT). La 

notion de spécificité de l’hôte des plasmides est très importante dans le transfert de gènes 

entre espèces bactériennes et se détermine par sa capacité de réplication dans différentes 

espèces et genres bactériens. En effet, les plasmides isolés de bactéries à Gram négatif ne se 

répliquent pas chez les bactéries à Gram positif. Toutefois il existe des plasmides comme le 

réplicon RK2 isolé chez des bactéries à Gram négatif, capable de se transférer et de se 
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répliquer dans plus de 30 espèces bactériennes dont certaines bactéries à Gram positif voire 

même des levures (48). Plusieurs systèmes de classifications des plasmides dont celui basé 

sur les groupes d’incompatibilité (Inc) sont apparus dans les années 1970. Dans ce système, 

deux plasmides appartenant au même groupe d’incompatibilité ne peuvent coexister dans la 

même bactérie et s’excluent mutuellement. Chaque groupe d’incompatibilité implique 

également une sélectivité du spectre d’hôte et contribue à la capacité de diffusion des 

plasmides. Les principaux groupes d’incompatibilité liés aux gènes blaCTX-M sont les 

plasmides à spectre d’hôte étroit de type IncHI2, IncF, IncI et les plasmides à large spectre, 

IncP-1  (167). Ainsi, les gènes blaCTX-M-14 et blaCTX-M-15 sont retrouvés sur les plasmides du 

groupe d’incompatibilité IncFI tandis que blaCTX-M-9 est essentiellement lié au groupe 

IncHI2-R478 (92). Les plasmides sont également classés selon leur transférabilité par 

conjugaison. Ainsi les plasmides peuvent être conjugatifs ou non-conjugatifs. Les plasmides 

conjugatifs généralement de grande taille sont autotransférables et possèdent toute 

l’information génétique dont la fonction Tra codée par les gènes tra, nécessaire à leur propre 

transfert d’une bactérie à une autre. Parmi les gènes tra, la composante Dtr (DNA transfer 

and replication) impliquée dans le transfert du plasmide se distingue de la composante Mpf 

(Mating pair formation) indispensable à la formation du pilus sexuel liant les cellules 

donneuses et receveuses. Les plasmides non-conjugatifs peuvent être divisés en plasmides 

mobilisables ou non. Les plasmides mobilisables contiennent une origine de transfert et la 

composante Dtr. Ils peuvent être transférés à une autre cellule uniquement par mobilisation 

d’un autre plasmide présentant la fonction Mpf. Lorsque les plasmides sont non mobilisables, 

seule leur intégration avec un plasmide conjugatif permettra le transfert par conjugaison à 

une autre cellule. C’est le cas du plasmide pWES-1 portant le gène blaCTX-M-53. 

 

II.E.1.b. Les éléments transposables et les intégrons 

 

Les éléments transposables sont capables d’être transférés d’un site donneur vers un 

site cible, localisés ou non sur la même molécule d’ADN, plasmidique ou chromosomique. 

Ces fragments d’ADN ne peuvent généralement se répliquer, mais codent pour les 

déterminants de leur transposition. La transposition est un mécanisme d’évolution 
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Tableau 9. Structure de base schématisée des différents types d’éléments transposables selon 

la nomenclature proposée par Roberts et al. (2008). 

Type d’éléments 

transposables 
Définition Structure schématisée 

Séquence d’insertion 

(IS) 

Elément codant pour une transposase, 

encadré de 2 séquences inversées 

répétées (IR) 
 

Transposon 

composite  

Elément codant pour une résistance à un 

antibiotique, encadré de 2 éléments IS.  
 

Transposon non-

composite  

Elément codant pour une excisionase et 

porteur d’un ou plusieurs gènes 

accessoires.    

Transposon 

mobilisable (MTn) 

Elément nécessitant la présence 

d’éléments conjugatifs pour transférer 

d’une cellule à une autre (plasmides, 

CTn) 
   

Transposon 

conjugatif (CTn)  

Elément portant les gènes pour 

l’excision, le transfert conjugatif et 

l’intégration dans le génome de la cellule 

hôte. Ils portent également des gènes de 

résistance. 

 

  

 gènes Dtr 
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rapide qui consiste en l’insertion de gènes de taille définie au sein d’un génome sans aucune 

homologie. Les éléments transposables impliqués dans la résistance aux antibiotiques sont 

les suivant : les séquences d’insertion (IS), les transposons conjugatifs, les transposons 

mobilisables, les transposons composites ou les transposons non-composites dont les 

carcatéristiques sont résumées dans le tableau 9 (192).   

Une séquence d’insertion (IS) est un simple gène qui code pour une transposase, 

enzyme responsable de la transposition. Elle est encadrée par des séquences répétées 

inversées droite et gauche, IRr et IRl, de 10 à 40 pb. Ces séquences IR sont impliquées dans 

la fixation de la transposase lors de la phase de coupure, d’excision et de transposition de 

l’ADN. Les IS reconnaissent une séquence de l’ADN cible plus ou moins spécifique selon 

l’IS impliquée (148). Dans la mobilisation des gènes de résistance aux β–lactamines comme 

le gène blaCTX-M,  les séquences d’insertion ISEcp1 et ISEcp1-like sont de l’ordre de 42 à 79 

pb et sont placées en amont des Orfs codant les enzymes CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-3, 

CTX-M-9, CTX-M-15  et CTX-M-20 (33, 98, 166). Cette ISEcp1 est composée de deux 

séquences inversées répétées imparfaites et d’un élément CR1 ou « région conservée 1 » 

anciennement appelé Orf513, codant une transposase de 420 acides aminés (30, 123, 167). 

Récemment, une étude in vitro démontrait que l’élément ISEcp1B pouvait reconnaître un 

large éventail de séquences d’ADN augmentant ainsi les capacités de disséminations du gène 

blaCTX-M-2.  

Les transposons composites (Tn) sont encadrés de deux séquences d’insertion en 

orientation directe ou inversée à leurs extrémités qui encadrent différents gènes de résistance 

aux antibiotiques et/ou cataboliques. De tailles généralement comprises entre 3 et 10 kb, ces 

structures modulaires contiennent un ou plusieurs gènes. De plus, l’une des deux séquences 

IS code pour une transposase fonctionnelle et l’autre code pour un régulateur de la 

transposition. Les deux IS, en sens inverse et suffisamment proches sont capables de 

coopérer pour former un nouveau transposon composite (148). Plusieurs transposons 

composites ont été décrits tel que le transposon Tn10 impliqué dans le transfert de la 

résistance à la tétracycline, constitué de deux IS10 et de plusieurs gènes tetA et tetR. Les 

transposons Tn9 (IS1) et Tn5 (IS50) confèrent respectivement la résistance 

http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Transposase&action=edit&redlink=1


Etude bibliographique 

 

62 

 

 
 

 

 

 

 

Figure 15. Schéma de l’acquisition de cassette de gène par un intégron de classe 1. 
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au chloramphénicol et à la kanamycine et la streptomycine. Les transposons non-

composites se caractérisent par l’absence de séquences IS à leurs extrémités mais par la 

présence de séquences terminales répétées en orientation inverse (IR). Le transposon Tn3, 

représentant de cette famille le plus connu, est constitué de 2 séquences IRL et IRR encadrant 

un gène tnpA codant pour la transposase, un gène tnpR codant pour la résolvase, un site de 

recombinaison spécifique (res) et un gène bla de résistance aux β- lactamines. Le terme 

de transposon conjugatif  (CTns) a été pour la première fois décrit dans les années 80, avec 

la découverte du transposon Tn916 de Enterococcus fecalis et CTnDOT de Bacteroides 

thetaiotaomicron (206, 237). Le spectre d’hôte des transposons conjugatifs ou éléments 

intégratifs et conjugatifs (ICE) est large, il permet des transferts vers la quasi-totalité des 

bactéries à Gram positif  mais également vers des bactéries à Gram négatif. Les CTns sont 

des éléments chimériques de grande taille cumulant les propriétés d’intégration des 

bactériophages et les propriétés de transfert des plasmides conjugatifs (191, 37). La plupart 

d’entre eux contiennent le gène xis et le gène int codant respectivement pour une excisionase 

et pour une recombinase issues des enzymes de la famille du phage λ et les gènes codant 

pour les fonctions Tra nécessaires au transfert conjugatif. Les transposons mobilisables se 

distinguent des transposons conjugatifs par l’absence des foncions nécessaires à leur propre 

transfert. Ces fonctions sont apportées par des plasmides ou transposons conjugatifs. Les 

transposons mobilisables identifiés chez Clostridium perfringens contiennent une 

recombinase à sérine (résolvase) qui produit l’excision et l’intégration du Tn4451, Tn4452 

conférant une résistance au chloramphénicol. Ce groupe d’éléments code également pour une 

protéine de « mobilisation » TnpZ qui, par l’action du site oriT localisé sur le transposon, et 

en présence d’un élément conjugatif co-résident, promeut le mouvement de l’intermédiaire 

circulaire non répliqué et du plasmide sur lequel réside le transposon (5, 4, 13). 

 

 Les intégrons constituent un système de capture et d’expression de gènes sous forme 

de cassettes dont le support mobile est le transposon. Ces cassettes sont des éléments mobiles 

capables d’être intégrés ou excisés dans un intégron par un mécanisme de recombinaison 

spécifique (figure 15). Les intégrons peuvent être divisés en deux groupes majeurs répartis en 

4 classes : les intégrons de résistance (classe 1, 2 et 3) et les super-intégrons (classe 4) 

constitués de plusieurs intégrons de grandes tailles, eux-même localisés sur le chromosome et 
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Figure 16. Comparaison des éléments génétiques mobiles porteurs des gènes blaCTX-M dans le 

chromosome de Kluyvera ascorbata (A) et dans les plasmides porteurs de ces gènes avec 

ISEcp1 (B) ou inséré dans un intégron complexe de classe 1 InS21 et In35 (C) et In60 (D) 

d’après Bonnet et al. (2004). 

 

A. Locus chromosomique codant blaKLUA chez K. ascorbata 

C. Plasmide porteur du gène blaCTX-M-2 inséré dans un intégron complexe de classe 1 InS21 et In35 

B. Plasmide porteur du gène blaCTX-M-2 associé à ISEcp1 et un fragment de 17 pb du site d’insertion hypothétique de Orf513. 

fragment de 17 pb : site d’insertion hypothétique du 

locus chromosomique codant le gène blaCTX-M 

D. Plasmide porteur du gène blaCTX-M-9 inséré dans un intégron complexe de classe 1 In60 

fragment de 28 pb : site d’insertion hypothétique du locus 

chromosomique codant le gène blaCTX-M-2 

fragment de 28 pb : site d’insertion hypothétique du locus 

chromosomique codant le gène blaCTX-M-9 

Site d’insertion de cassette de gène 

Site d’insertion de cassette de gène 
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portant des cassettes codant des protéines de fonction variée (94). Un intégron minimal est 

constitué d'une plateforme codant une intégrase IntI, localisée à proximité d'un site de 

recombinaison attI, et d'une cassette contenant un gène de résistance et un site de 

recombinaison attC. Les cassettes vont s'intégrer à attI, se réarranger dans l'intégron 

résultant, et finalement se propager dans une population par transfert horizontal. Ce système 

génétique modulaire est capable d’incorporer des cadres ouverts de lecture et de les convertir 

en gènes fonctionnels en leur fournissant un système d’expression. Ils permettent ainsi 

l’expression de cassettes de gènes et agissent donc comme des vecteurs naturels de clonage et 

d’expression (180). A ce jour, plus de 70 différents gènes de résistance ont été identifiés dans 

des intégrons. A titre d'exemple près de 3% du génome de Vibrio cholerae est constitué par 

un intégron, SXT, contenant au moins 216 gènes non identifiés regroupés dans 179 cassettes. 

Parmi les gènes codant une résistance aux β-lactamines, les gènes blaCTX-M-9 et blaCTX-M-2 ont 

été observés dans des intégrons de classe 1, désignés respectivement In60 et In117 et liés à 

ISCR1 (figure 16) (199). La plupart de ces intégrons se révèle être associée à différents 

transposons comme Tn21 ou Tn1696. Ces exemples montrent les incroyables stratégies de 

réarrangements génétiques sophistiqués des bactéries dans le but de diffuser leurs gènes de 

résistance à d’autres bactéries. 

 

II.E.2. Le transfert horizontal de gènes de résistance  

 

Lorsque la résistance aux antibiotiques est inhérente à une espèce bactérienne, la 

dissémination de la résistance s’opère principalement par une diffusion clonale de la bactérie 

résistante (transfert vertical). A l'opposé, la résistance acquise par mutation ponctuelle, par 

hyperproduction d'un gène déjà présent ou par acquisition de gènes de résistance exogènes 

peut être transférée verticalement (à la descendance) ou horizontalement (aux autres lignées 

bactériennes) (133). Ce transfert peut s’effectuer entre bactéries très éloignées 

phylogénétiquement, voire même entre bactérie à Gram positif et Gram négatif. Le transfert 

horizontal est le principal mécanisme responsable de la dissémination des gènes de résistance 

au sein du monde bactérien et concerne 80 % des cas de résistance observés en médecine 

humaine (28). Pour être efficace, le transfert horizontal nécessite la présence de supports 

génétiques autonomes capables de se répliquer et de s’exprimer dans la cellule réceptrice. 
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Figure 17. Représentation schématique des différents mécanismes de transfert horizontal de 

gène. 
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Le transfert horizontal peut résulter de trois processus : la transformation qui implique 

le transport intracellulaire et la recombinaison d’un ADN libre, la transduction par laquelle 

l’ADN de l’hôte est encapsidé dans un bactériophage et la conjugaison, un mécanisme 

exigeant car dépendant d’un contact étroit entre les cellules (figure 17) (61). 

 

II.E.2.a. La transformation ou compétence naturelle 

 

Il s’agit d’un mécanisme d’acquisition d’ADN libre par certaines espèces 

bactériennes capables au cours de leur cycle cellulaire de présenter un état physiologique 

(état de compétence) nécessaire à la fixation et l’absorption d’ADN par ces bactéries. Dans la 

bactérie réceptrice, l’ADN exogène subit une recombinaison génétique afin d’être intégré de 

façon stable au génome et d’être transmis aux cellules filles. Les espèces telles que S. 

pneumoniae,  Neisseria spp.,  Acinetobacter spp. présentent un haut niveau de transformation 

naturelle. Le risque d’acquisition de matériel génétique exogène en termes de sécurité 

sanitaire et alimentaire concerne essentiellement l’acquisition d’ADN étranger provenant des 

organismes génétiquement modifiés utilisés dans l’alimentation. Cependant, qu’il s’agisse de 

plantes ou de bactéries génétiquement modifiées comme Lactococcus lactis, aucune 

absorption d’ADN par les bactéries du tractus intestinal n’a été mise en évidence (29, 211, 

227). Cependant, des études récentes ont montré que de faibles concentrations de certains 

aminosides ou fluoroquinolones (molécules très utilisées en médecine vétérinaire chez les 

volailles et poissons d’élevage) peuvent induire de façon très efficace l’état de compétence 

chez S. pneumoniae sans tuer les bactéries (62, 187). Le stress induit par les antibiotiques 

augmenterait ainsi le taux d’échange génétique y compris celui des gènes conférant la 

résistance. Toutefois, la transformation naturelle a ses limites. En effet, outre le peu 

d’espèces naturellement compétentes, l’ADN exogène doit, pour s’intégrer dans le génome, 

présenter une séquence très similaire avec l’ADN de la cellule réceptrice. Dans le cas 

contraire, l’ADN nu sera rapidement dégradé. De ce fait, la transformation jouerait un rôle 

limité dans le transfert horizontal de gènes de résistances (78, 216). 
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Figure 18. Représentation schématique des évènements impliqués dans le transfert horizontal 

de gènes dans la cellule donneuse d’après Thomas et al. (2005): a, intégration du plasmide 

par recombinaison entre les séquences d’insertion; b, mouvement de l’élément transposable 

avec un intermédiaire circulaire du chromosome au plasmide; c, initiation de la réplication 

par « rolling-circle » au moment du transfert. Dans la souche réceptrice: d, recircularisation; 

e, attaque par des endonucléases de restriction; f, réplication; g, intégration dans le 

chromosome par recombinaison; h, recombinaison entre l’ADN transféré et l’ADN. 
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II.E.2.b. La transduction 

 

La transduction est un transfert d’ADN bactérien par l’intermédiaire de 

bactériophage. Les gènes bactériens sont incorporés dans une capside du phage suite à des 

erreurs commises au 

cours du cycle du virus. Le virus transportant ces gènes les injecte alors dans une autre 

bactérie, complétant le transfert. Il existe deux types de transduction : la transduction 

généralisée et la transduction spécialisée. La transduction généralisée a lieu au cours du 

cycle lytique d’un phage virulent ou tempéré et transfert n’importe quelle partie du génome 

bactérien (70). Dans la transduction spécialisée ou restreinte, la particule transductrice ne 

porte que certaines parties spécifiques du génome. Elle résulte d’une erreur dans le cycle 

lysogène. Ainsi seuls les gènes proches du site d’intégration du prophage peuvent être 

encapsidés et transférés à une autre bactérie. Les phages ont été décrits dans de nombreuses 

espèces bactériennes comme Staphylococcus, Streptococcus, Pseudomonas, les 

entérobactéries …etc. Bien que la transduction ait été mise en évidence dans le tractus 

digestif, l’impact de la transduction dans le transfert horizontal de gènes de résistance au sein 

des bactéries intestinales n’a jamais été évalué (70, 141).  

 

II.E.2.c. La conjugaison 

 

Découverte en 1946, la conjugaison bactérienne fut observée pour la première fois 

chez E. coli, par Joshua Lederberg. Il s’agit du mécanisme de transmission le plus important 

et le plus fréquemment rencontré (6). La conjugaison est un processus par lequel l’ADN est 

transféré d’une bactérie à une autre via un contact cellule-cellule et un système de transfert 

codé par les gènes tra localisés sur le chromosome, sur les plasmides et sur les transposons 

conjugatifs (figure 18). Elle peut s’effectuer par quatre mécanismes différents : (1) par 

transfert d’un plasmide auto-transférable comme le plasmide F et le plasmide RP4 de E. coli ; 

(2) par mobilisation, grâce à  l’action d’un plasmide conjugatif ; (3) par cointégration où 

deux plasmides fusionnent pour ne former qu’un ; (4) par transfert de transposons conjugatifs 

(70, 93). Chez les bactéries à Gram négatif, le système de conjugaison repose sur la synthèse 

de pili sexuels. Suite à la formation du pont cytoplasmique, le transfert du simple brin 

d’ADN est initié spécifiquement à l’origine de transfert (oriT) puis interrompu par une 

relaxase. L’intégrité de l’élément transféré est restaurée par la réplication du simple brin tout 
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près du pont cytoplasmique. La structure du pilus conjugatif, rigide ou flexible, jouerait un 

rôle important, notamment dans l’environnement intestinal. Il est connu que la synthèse 

d’unpilus rigide chez E. coli entraîne une fréquence de transfert du plasmide plus faible lors 

de tests in vitro en milieu solide versus liquide, alors que le plasmide d’une même souche 

présentant un pilus flexible est transféré à l’identique en milieu solide et liquide. Ces 

observations ont été confirmées in vivo, dans un modèle de souris, où le plasmide de la 

souche portant un plasmide codant un pili flexible était transféré mais non détecté chez une 

souche synthétisant un pilus rigide (141). Une possible explication serait que le pilus flexible 

résisterait davantage aux mouvements péristaltiques ainsi qu’au flux continu exercé par le 

contenu intestinal. Chez les bactéries à Gram positif, les bases du contact seraient en parti 

dues à la production de protéines membranaires induites par des phéromones, ce qui 

permettrait l’agrégation des cellules donneuses et réceptrices, puis le transfert des gènes de 

résistance (61, 216).   
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Figure 19. Schéma simplifié décrivant la répartition des bactéries le long du tube digestif 

d’après Drasar et al. modifié (1985). 
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III. LA DISSEMINATION DE LA RESISTANCE 

 

Le risque de passage des bactéries résistantes à l’homme est conditionné par plusieurs 

facteurs propres aux micro-organismes comme, le taux de résistance à un antibiotique pour 

une espèce bactérienne donnée, la prévalence (nombre de bactéries porteuses de la résistance 

par rapport au nombre total étudié), l’incidence (variation dans le temps de la prévalence) ou 

encore la virulence de la bactérie et leur combinaison. A cela s’ajoute le niveau d’exposition 

des individus aux bactéries résistantes (par contact direct ou indirect via la chaine 

alimentaire), l’état des défenses immunitaires de l’hôte ou encore l’exposition des individus 

aux pressions de sélection comme les traitements antibiotiques.   

 

III.A. Réservoir de la résistance aux antibiotiques 

 

La flore intestinale de l’homme et des animaux est considérée comme un 

environnement privilégié en termes de compartiment de sélection et d’amplification des 

bactéries résistantes et des gènes de résistance (213). D’autres flores commensales comme la 

flore cutanée, la flore oro-pharyngée, la flore vaginale, sont également exposées au 

traitement antibiotique. Ces flores bactériennes sont toutefois moins denses que la flore 

intestinale. Elles sont aussi moins étudiées dans le cadre de la sélection de la résistance aux 

antibiotiques. Cependant les mécanismes généraux de sélection et d’amplification de la 

résistance sont comparables dans tous les types de flore. 

 

III.A.1. La flore intestinale : un compartiment de sélection  

  

Chez l’homme et chez l’animal, la flore intestinale forme un écosystème complexe 

avec environ 10
14 

micro-organismes cultivables dont la composition varie en fonction de la 

localisation dans le tube digestif, de l’individu qui l'héberge et de son âge. L’estomac, le 

duodénum et l’intestin grêle proximal contiennent peu de bactéries (10
3
-10

4
 bactéries/ml) 

pour la plupart des lactobacilles et des streptocoques. Le colon abrite la densité microbienne 

la plus forte avec 10
9
-10

11 
bactéries/ml et une population dominante de bactéries anaérobies 

strictes composées de 400 à 500 espèces différentes dont Bacteroides spp, Clostridium spp, 

Eubacterium spp, Peptostreptococcus spp et une population sous-dominante de bactéries 

anaérobies facultatives comme E. coli et Streptococcus spp (figure 19) (81, 119). Ces micro-
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organismes jouent un rôle significatif dans la santé humaine car ils aident à la digestion des 

aliments, métabolisent les médicaments, produisent des vitamines essentielles et aident à la 

prévention de la colonisation du tractus gastro-intestinal par des bactéries exogènes. La flore 

établit des relations multiples avec l’hôte, créant un équilibre dynamique dont la stabilité est 

maintenue par des interactions partiellement connues. L’acidité gastrique, le péristaltisme 

intestinal, le système immunitaire participent à cette stabilité. Mais cet écosystème est 

constamment sollicité par le milieu extérieur, qu’il s’agisse de bactéries exogènes ou de 

substances alimentaires. Pour se défendre de ces agressions, les bactéries de la flore 

intestinale assurent un rôle de barrière en s’opposant à l’implantation et à la multiplication 

des micro-organismes d’origine exogène. Cette lutte à la colonisation est principalement 

assurée par la flore dominante anaérobie. L’effet drastique de cette barrière provoque une 

élimination rapide d’une souche exogène tandis qu’un effet permissif permet à une souche 

exogène de se maintenir, parfois très longtemps, mais à un niveau de population tel qu’elle 

ne peut s’y développer. Les mécanismes de résistance à la colonisation sont encore mal 

connus mais font probablement intervenir une compétition entre les micro-organismes pour 

des substrats tels que les constituants alimentaires ou les mucines, des sites d’adhésion sur la 

muqueuse intestinale ou encore la production de substances inhibitrices comme les 

bactériocines ou autres molécules impliquées dans les phénomènes de « quorum sensing » 

(73, 87, 232).  

 

III.A.2. Les entérobactéries  

 

Les Enterobacteriaceae sont des bacilles à Gram négatif de la flore fécale 

commensale de l’homme et des animaux. Ce caractère ubiquitaire n’est cependant pas 

général puisque quelques espèces occupent des niches écologiques précises. Certaines 

espèces comme Escherichia coli, Klebsiella, Enterobacter, Proteus, Morganella, 

Providencia, Serratia, Citrobacter ne provoquent pas de pathologies intestinales mais 

apparaissent fréquemment dans des infections extra-intestinales comme les infections 

urinaires. Les espèces pathogènes les plus fréquemment isolées dont l’ingestion provoque 

une infection gastro-intestinale sont Salmonella, Yersinia, Shigella et certaines souches 

d’Escherichia coli. En France, ces bactéries pathogènes sont responsables de 35 000 à 49 000 

cas de toxi-infections alimentaires collectives (TIAC). Les salmonelles en sont les premières 

causes avec le recensement de 10 202 cas hospitalisés par an et 535 décès confirmés par 
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l’Institut de Veille Sanitaire (InVS) (12). Les infections à Salmonella spp se manifeste après 

une incubation de 6 à 72 h par une gastro-entérite aiguë avec céphalée, douleurs 

abdominales, nausée vomissement, fièvre. L’évolution est généralement favorable en 

quelques jours. Cependant cette infection peut évoluer vers une forme septicémique ou 

localisée. Plus de 2500 sérotypes de salmonelles sont considérés comme pathogènes pour 

l’homme parmi lesquels on distingue les sérotypes strictement humains Typhi et non-Typhi 

responsables des fièvres thypoides et paratyphoides, et les sérotypes non typhiques 

responsables des salmonelloses dites mineures. Les sérotypes de salmonelles non typhiques 

les plus fréquemment impliqués dans les TIAC collectives sont Enteritidis, Typhymurium, 

Virchow, Heidelberg et Hadar. Leur réservoir majoritaire est le règne animal avec parfois un 

portage asymptomatique par l’animal et certaines prédilections selon l’espèce animale. Par 

exemple les sérotypes Enteritidis, Virchow et Hadar contaminent principalement les volailles 

comme le poulet, la dinde ou le canard. Le sérotype Dublin et Bovismorbificans infectent 

surtout les bovins tandis que Derby et Panama sont fréquemment isolés chez le porc (234). 

Les salmonelles impliquées dans des phénomènes épidémiques, sont universellement 

reconnues comme des bactéries dites zoonotiques c’est à dire transmissibles à l’homme par le 

biais de l’alimentation. La transmission à l’homme se fait essentiellement par consommation 

de produits alimentaires d’origine animale contaminés comme les viandes et particulièrement 

les volailles, les produits laitiers, les œufs et les produits carnés. Il s’agit le plus souvent 

d’aliments crus ou peu cuits dont les caractéristiques physico-chimiques permettent la 

multiplication des salmonelles. Les salmonelloses d’origine alimentaire peuvent donner lieu 

à des foyers très importants, qui peuvent atteindre une échelle nationale voire internationale 

si un aliment commercialisé à large diffusion se trouve contaminé. En 1994 aux Etats-Unis, 

par exemple, une épidémie provoquée par une crème glacée a touché 224 000 personnes. En 

France, une des plus importantes épidémies, dont la source n’a pu être identifiée, survenue en 

1985, aurait touché 25 000 personnes d’après l’estimation la plus faible. Toutefois, la 

contamination peut également être liée à la transmission directe à partir de l’élevage par 

portage chez l’animal sain ou à partir de l’environnement proche de l’élevage (12). D’un 

point de vue général, les entérobactéries telles que Salmonella et E.coli sont responsables de 

pertes économiques très importantes liés aux pathologies elles-mêmes, mais aussi aux 

conséquences des contaminations de la chaîne alimentaire.  
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III.B. Prévalence de la résistance aux C3G chez les entérobactéries 

 

Aujourd’hui les conséquences de la résistance aux antibiotiques sont un problème majeur 

de santé publique avec de lourdes conséquences humaines et socioéconomiques (172). 

Concernant les infections nosocomiales à entérobactéries, des travaux suggèrent que la 

résistance accroît le caractère péjoratif du pronostic de l’infection voire augmente la 

morbidité et la mortalité (118, 126, 195, 205). Dans le cas des salmonelles, il a été observé 

que la résistance est associée à un risque de bactériémie, de difficultés thérapeutiques, 

d’hospitalisation et une durée d’hospitalisation plus longue donc plus coûteuse (229).  

 

Dans l’optique de contrôler l’émergence et la dissémination des bactéries pathogènes 

résistantes aux antibiotiques, aussi bien en médecine humaine qu’en médecine vétérinaire, de 

nombreux programmes de surveillance de la résistance chez l’homme et chez l’animal ont été 

mis en place sur le plan national et international. Les principaux enjeux de ces réseaux de 

surveillance concernent la détection des bactéries résistantes émergentes ainsi que le suivi de 

la diffusion de ces souches susceptibles d’être à l’origine d’échecs thérapeutiques.  

Dans ce chapitre, seules les enzymes d’inactivation des C3G considérées comme 

potentiellement critiques pour la santé animale et humaine seront abordées. Il s’agit des 

enzymes plasmidiques de classe C (AmpC) telles que CMY et les enzymes de classe A 

comme les CTX-M (126) (176). 

 

III.B.1. En élevage 

 

En médecine vétérinaire les C3G les plus récemment introduites sont la cefquinome 

et le ceftiofur, administrés en pommade intra-mammaire ou en préparations injectables dont 

la principale indication est le traitement curatif des infections respiratoires à Streptococcus 

spp, Pasteurella spp, Actinobacillus spp et Bacteroides spp. Cependant, peu de temps après 

leur introduction, des mécanismes de résistance sont apparus chez E. coli, Klebsiella et chez 

des bactéries zoonotiques telles que Salmonella.  

 

Aux Etats-Unis, entre 1999 et 2003, le NARMS (National Antimicrobial Resistance 

Monitoring System) rapporte que parmi les 34 000 souches de Salmonella d’origine animale 

récoltées durant cette période, 10,9 % étaient résistantes au ceftiofur et 0,3% étaient 
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résistantes au ceftriaxone, une C3G utilisée en médecine humaine (97). Plusieurs études 

américaines ont rapporté l’origine plasmidique du gène blaCMY chez ces souches isolées de 

porcs, de volailles ou encore de bovins (45, 242).   

 

Au Canada, d'après les données du réseau CIPARS (Canadian Integrated Program 

for Antimicrobial Resistance Surveillance) le nombre de E. coli résistant au ceftiofur chez le 

poulet est passé de 16 % en 2003 à 25 % en 2004 (137). Concernant la surveillance de la 

résistance dans la viande au détail, les résultats affichaient une résistance au ceftiofur chez 

34% des souches de E. coli et 45 % des souches de Salmonella spp. isolées de poulet. 

Curieusement, la résistance au ceftiofur était corrélée avec la résistance au céfoxitine et au 

ceftriaxone, suggérant l’implication d’un mécanisme de résistance commun identifié comme 

étant une production de BLSE de type CMY (137). 

 

En Europe, la résistance aux C3G due aux enzymes CTX-M ou CMY est peu 

observée en élevage (40, 44). Toutefois, en 2003, une alerte a été signalée au Danemark suite 

à l’identification de souches de Salmonella enterica Virchow résistantes aux C3G isolées de 

cailles importées de France. Depuis 2004, selon le DANMAP (Danish Integrated 

Antimicrobial resistance Monitoring and Research Programme), la résistance au ceftiofur n’a 

pas été détectée chez des souches d’E. coli isolées de viande. Seuls quelques isolats furent 

trouvés (2,6 %) dans du bœuf importé (14). Plus récemment, Wu et al. isolèrent au 

Danemark une souche d’E. coli productrice de CTX-M-1 dans de la viande de porc (240). Au 

Royaume-Uni, les BLSE de type CMY étaient principalement retrouvées chez des souches 

d’E. coli et de Salmonella isolées de volaille et de porc (143). En 2006, des souches d’E. coli 

productrices de CTX-M-1, CTX-M-2 et CTX-M-14 ont été isolées de bovins élevés dans le 

pays-de-Galle et de volailles importées du Brésil, de France et de Pologne (142, 233).  

  

En France, la résistance aux antibiotiques chez les bactéries d’origine animale est 

surveillée selon trois programmes : le réseau « Salmonella », le RESAPATH et les plans de 

surveillances encadrés par la Direction générale de l’alimentation (DGAL) (13).  

- Le réseau « Salmonella », animé par l’AFSSA, collecte les données concernant 

l’ensemble des souches de salmonelles isolées dans des filières de production animale, ainsi 

qu’au cours de la chaîne alimentaire humaine. Selon les résultats observés entre 2003 et 

2004, aucune souche de Salmonella résistantes aux C3G n’a été détectée en filière porcine et 



Etude bibliographique 

 

77 

bovine (13). Seules quelques souches résistantes au céfotaxime et à la ceftazidime (< 1%) ont 

été isolées dans les secteurs de « santé et production animale » et « hygiène des aliments » en 

filière aviaire. La caractérisation moléculaire des souches dont S. enterica Virchow a mis en 

évidence un gène plasmidique codant pour une BLSE de type CTX-M-9 (235).  

- La surveillance de l’antibiorésistance des souches pathogènes des filières bovines, 

porcines et avicoles, est réalisée par le « RESAPATH » (Réseau de surveillance de 

l’antibiorésistance des bactéries pathogènes), initié en 2001 et également animé par 

l’AFSSA. En 2004, le RESAPATH détecta dans des produits transformés de volaille, de porc 

et de bovin, des souches de E. coli résistantes ou de sensibilité variable au ceftiofur (< 1%). 

L’identification des mécanismes de résistance a permis de conclure à la présence de gène de 

type CTX-M-1 et CTX-M-15 (103, 155). 

 - Des plans de surveillances annuels, mis en place par la DGAL permettent la récolte 

de souches de E. coli, de Salmonella spp, d’Enterococcus faecalis et de Campylobacter spp 

issues d’abattoirs et de fécès d’animaux sains (15). Parmi les principaux plans de surveillance 

encadrés par la DGAL, la surveillance de la résistance des bactéries de la flore commensale 

des animaux a été initiée en 1999 en collaboration avec l’AFSSA. Elle vise à évaluer la 

résistance des bactéries commensales comme E. coli et E. faecium, au sein des trois 

principales filières de production (poulet de chair, porc, bovin). Entre 2003 et 2006, la 

prévalence des souches d’E. coli résistantes aux C3G isolées des différentes filières 

n’excédait pas les 1% (communication personnelle). Les BLSE responsables du phénotype 

de résistance ont été identifiées comme des BLSE de type CTX-M et TEM (109). 

 

Il faut noter que les animaux de compagnie et les animaux sauvages représentent un 

réservoir de bactéries productrices de CTX-M non négligeable. Plusieurs cas ont été 

rapportés notamment en Europe avec une prédominance des enzymes du type CTX-M-1, 

CTX-M-9 et CTX-M-15 (147, 181). 

 

III.B.2. Chez l’homme 

 

Ces dix dernières années, une importante augmentation de la prévalence des 

entérobactéries d’origine humaine productrices d’enzymes de type CTX-M a été observée 
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Figure 20. Répartition mondiale des enzymes de type CTX-M issues de cas sporadiques ou 

endémiques d’après Canton et al. (2006). 
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dans toute l’Europe, en Asie, en Afrique du Nord, en Amérique latine et au Canada 

(figure 20) (42, 43, 71, 147). Dernièrement, le caractère épidémique mondial de ces enzymes 

a été confirmé chez des souches d’E. coli, Salmonella spp., Klebsiella spp, Proteus mirabilis, 

Enterobacter spp. et Morganella morganii (49, 136). Fréquemment rencontrées lors 

d’infections à l’hôpital, les CTX-M sont désormais retrouvées dans des infections d’origine 

communautaire avec comme source majoritaire l’espèce E. coli (42, 43, 178).  

 

 Aux Etats-Unis, le taux de prévalence des salmonelles non-typhiques résistantes aux 

C3G atteignait 0,4 % en 1996 contre 2,9 % en 2005 (NARMS, 2005). Le mécanisme de 

résistance fréquemment identifié correspondait à la production d’une enzyme de type CMY-

2. La présence du gène blaCMY-2 chez des souches impliquées dans une épidémie à S. enterica 

Newport a également fait l’objet de nombreux articles (45, 190). Ce mécanisme de résistance 

aux C3G largement détecté chez Salmonella semble beaucoup moins identifié chez les 

souches d’E. coli dont la prévalence est de 0,8 % (n=1) en 2005 (NARMS, 2005). Jusque 

dans les années 2007, les enzymes de type CTX-M étaient considérées comme rares, les 

enzymes prédominantes étant TEM et SHV. Depuis les enzymes CTX-M ont été détectées 

dans 38,8 % des souches cliniques productrices de BLSE, avec comme déterminants 

génétiques prédominants, CTX-M-14 et CTX-M-15 (49).  

 

En Europe, dans les années 2000, les données issues du réseau de surveillance des 

salmonelloses humaines « Enter-net » estimaient à 0.6% la prévalence de la résistance aux 

C3G et C4G chez Salmonella enterica isolées chez l'homme (217, 218). En 2007, l’EARSS 

ou réseau européen de la résistance aux antibiotiques estimait la résistance aux C3G des E. 

coli comprise entre 1 et 5% en France, en Allemagne, en Pologne, et en Suède ; entre 5 et 

10% dans les pays comme l’Espagne, l’Italie et le Royaume-Uni ; voire 25 à 50 % en 

Turquie et en Roumanie (figure 21). Le mécanisme de résistance aux C3G le plus 

fréquemment identifié chez ces souches est la production d’enzymes de type CTX-M. En 

Espagne, les enzymes du groupe CTX-M-9 sont les plus représentées de même que l’enzyme 

CTX-M-14 fréquemment détectée chez les souches de E. coli isolées de patients non-

hospitalisés (43). Au Royaume-Uni, aucune souche productrice de CTX-M n’a été rapportée 

avant les années 2000. Trois ans plus tard, 90 % des souches de E. coli isolées de la 

communauté ou de patients hospitalisés se révélaient productrices de CTX-M-15 et plus 

rarement de CTX-M-3 ou CTX-M-9 (23, 145, 147).  

http://www.hpa.org.uk/webw/HPAweb&Page&HPAwebAutoListName/Page/1204792008536
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Figure 21. Répartition d’E. coli résistantes aux céphalosporines de troisième génération isolées de 

prélèvements de sang en 2002 et 2007 (http://www.rivm.nl/earss).  

 

En 2002 

En 2007 
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En France, l’Observatoire national de l’épidémiologie de la résistance bactérienne 

aux antibiotiques (ONERBA) est une association qui fédère 16 réseaux de surveillance de la 

résistance bactérienne dont la coordination est placée sous l’égide de l’Institut de veille 

sanitaire (InVS). Ciblée sur des pathogènes spécifiques, la surveillance repose sur le 

volontariat des laboratoires participants, dans les établissements de santé et en ville. Les 

différentes données de résistance des principales bactéries isolées d’hémoculture chez des 

patients hospitalisés proviennent des Centres nationaux de référence (CNR), de réseaux de 

surveillance hospitaliers ou de ville, et des systèmes d’alerte tels que le signalement des 

infections nosocomiales. En 2004, 2% des souches d’E. coli isolées de bactériémies 

communautaires et nosocomiales étaient productrices de BLSE alors que cette proportion 

était seulement de 0,3% en 2001 (169). Il est à noter que 50 à 60% des BLSE isolées à 

l’hôpital sont produites par des E. coli dont le déterminant prédominant de la résistance est 

l'enzyme CTX-M-15 (82, 126). Les principaux facteurs de risque identifiés dans l'acquisition 

de ces isolats étaient les infections des voies urinaires, la présence d'un cathéter urinaire chez 

les diabétiques ou une insuffisance rénale. Plusieurs enzymes de type CTX-M ont également 

été décrites chez Klebsiella et Enterobacter dont CTX-M-2, CTX-M-3, CTX-M-12, CTX-M-

14 (77, 82, 126). Récemment, le CNR- Salmonella a isolé une souche de S. enterica Virchow 

humaine productrice de CTX-M-9 (235). Chez ces souches, le gène blaCTX-M est présent sur 

des plasmides transférables et coexiste le plus souvent avec d'autres déterminants de la 

résistance antimicrobienne comme la résistance aux quinolones, posant ainsi le problème 

d’une possible co-sélection (183). D’autres enzymes d’inactivation des C3G d’origine 

plasmidique ont été décrites chez E. coli et Salmonella dont CMY-2, CMY-4,CMY-7 et 

CMY-11 (156). 

 

 

III.C. Transmission de la résistance à l’homme 

 

 

Les bactéries évoluent rapidement non seulement par mutation et multiplication mais 

également par acquisition de matériel génétique exogène. La résistance par accumulation de 

mutations est supposée présenter un risque minimum de dissémination des gènes, alors que la 

résistance par acquisition de gènes exogènes a un fort potentiel de diffusion car elle est dans 

la plupart des cas portée par des éléments génétiques mobiles. L’absence d’étanchéité entre le 

http://www.invs.sante.fr/presentations/default.htm
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Figure 22. Voie de disséminations potentielles des bactéries résistantes et des gènes de 

résistance. 
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les écosystèmes animal - homme - environnement aggrave d’un point de vue santé publique 

le risque de dissémination de la résistance aux antibiotiques (figure 22).  

 

III.C.1. La transmission directe  

 

A l’hôpital, l’état immunodéprimé transitoire du patient, ajouté aux traitements 

antibiotiques peut favoriser la sélection et la colonisation d’un germe infectieux résistant déjà 

présent chez l’individu (36). A cela s’ajoute la transmission entre patients malades porteurs 

de souches résistantes (transmission croisée) et le contact direct avec le personnel hospitalier. 

Cependant, dans un hôpital parisien, le suivi prospectif quotidien des transmissions croisées 

potentielles aux entérobactéries BLSE a montré une faible participation de la transmission 

entre patients sur l’augmentation de l’incidence de ce type de souche (104). Les mesures 

d’hygiène professionnelles mises en place à l'hôpital ont également montré une certaine 

efficacité à contrôler et limiter la transmission des bactéries en milieu hospitalier. Par 

exemple, au CHU de Clermont-Ferrand, 228 patients ont été identifiés comme porteurs 

d’entérocoques multirésistants entre 2004 à 2007 (130). La gestion de l’épidémie 

recommandée à l’échelle de l’établissement fut la suivante : constitution d’une cellule de 

suivi, dépistage des patients ayant été en contact avec les patients porteurs du germe, 

renforcement des mesures d’hygiène, fermeture temporaire de lits dans les chambres doubles, 

recommandations pour une prescription raisonnée des antibiotiques. Le contrôle de 

l’épidémie fut effectif au cours du 1
er

 semestre 2007. Au CHU de Nantes, une étude réalisée 

entre 2005 et 2007, a révélé qu’une partie du réservoir responsable de l’augmentation 

spectaculaire des BLSE en particulier chez E. coli, était d’origine communautaire. Même si 

aucune épidémie n’a été jusqu’à présent rapportée dans cet hôpital, les nouvelles admissions 

ont été considérées comme un risque potentiel de transmission hospitalière (95). En effet, 

dans une enquête récente réalisée en Israël, Ben-Ami et al. ont montré que 10,8 % des 

personnes admises à l’hôpital étaient porteuses d’Enterobacteriaceae productrices de BLSE 

en majorité de type CTX-M-2 (53%) (26). Ainsi, l’apport des entérobactéries productrices de 

BLSE d’origine communautaire contribuerait de manière non négligeable à la diffusion des 

bactéries résistantes au sein des hôpitaux (26, 225).  

 

Dans la communauté, la circulation des biens, des marchandises et des personnes 

ainsi que l’absence d’étanchéité entre les écosystèmes sont autant de facteurs pouvant 
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favoriser la transmission des bactéries résistantes aux antibiotiques. Selon un rapport 

canadien, 44 % des patients identifiés comme porteur d’une souche d’E. coli productrice de 

BLSE ont été contaminés lors de voyages notamment en Inde, au Moyen-Orient et en 

Afrique (125). Livermore et al. se sont également interrogés sur la circulation mondiale des 

BLSE de type CTX-M chez l’homme (147). Il semble que les gènes blaCTX-M-3 ont commencé 

à se répandre en Pologne peu de temps avant que les enzymes de type CTX-M-15 ne 

deviennent prépondérantes en Europe de l’ouest. Les souches hébergeant blaCTX-M-15 

semblent avoir émergées spontanément dans divers pays européens et au Canada (42, 60). 

Les clones de E. coli possédant l’enzyme CTX-M-15 ont probablement été importés de pays 

avec lesquels l’Europe à des échanges, comme l’Inde et l’Afrique du nord où les CTX-M-15 

ont été initialement décrites (161, 182). Récemment, cette relation clonale a été confirmée 

chez des E. coli productrices de CTX-M-15 isolées d'individus séjournant à Paris, Tunis et en 

Afrique centrale (128). Les mouvements de population  entre pays ou continents peuvent 

contribuer à la dissémination directe des gènes de résistance au sein des populations 

humaines, néanmoins ils sont loin d’être les seuls mis en cause.  

Comme énoncé dans le chapitre précédent, les animaux peuvent héberger des 

entérobactéries productrices de BLSE (44, 142). En élevage, des enquêtes menées au Pays-

Bas montrent que les fréquences de portage intestinal d’entérobactéries résistantes à 

différentes classes d’antibiotiques et d’entérocoques résistants aux glycopeptides sont 

significativement plus élevées chez les sujets travaillants dans les élevages que chez les 

individus résidant en zone urbaine (162, 226, 228). En France, Aubry et al. signalèrent 

également une association significative entre la production porcine et l’isolement de bactéries 

commensales résistantes chez les éleveurs de cette filière (17). Bien que très peu documenté, 

les animaux de compagnies sont également porteurs de bactéries résistantes notamment par 

production de BLSE (210). Ainsi, il est tout à fait envisageable que les sujets ayant des 

contacts répétés avec les animaux de compagnie porteurs de bactéries résistantes aient une 

probabilité d’être porteurs eux-mêmes de bactéries résistantes.  

 

III.C.2. La transmission via l’alimentation d’origine animale 

 

Le rôle de la chaine alimentaire dans la transmission de bactéries résistantes est non 

seulement possible mais certains arguments attestent de sa réalité pour certains pathogènes 
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comme Salmonella. De nombreux rapports notent effectivement la présence de bactéries 

productrice de CTX-M dans l’alimentation d’origine animale (2, 44). En 2004, à la suite 

d’une épidémie à salmonelle survenue en France, une étude de cas identifia que les malades 

infectés par Salmonella enterica Newport résistant à la ceftriaxone avaient consommé de la 

viande de cheval importée hébergeant une souche de S. enterica Newport véhiculant le gène 

de résistance blaCMY-2 (84, 85). Plus récemment, Lavilla et al. rapportèrent que les aliments 

d’origine animale pouvaient être un vecteur de la résistance à BLSE. En effet, parmi 10 

foyers épidémiques de gastro-entérites d’origine alimentaire étudiés en Espagne, deux à 

plusieurs convives partageaient la même souche productrice de BLSE (127). Une épidémie à 

S. enterica Newport productrice de BLSE de type CMY-2 est également survenue aux Etats-

Unis en 2002 (186, 241). La caractérisation des souches isolées à l’hôpital et chez  des 

animaux d'élevage montre que certaines souches d’origine humaine et animale avaient des 

profils électrophorétiques identiques (242). En France, le réseau « Salmonella » a montré que 

sur les souches isolées entre 2002-2003, 8 souches de S. enterica Virchow d'origine aviaire et 

une d'origine humaine (prélèvement fécal) étaient toutes productrices du déterminant CTX-

M-9 (235). La caractérisation moléculaire de ces souches a permis de montrer que toutes 

présentaient des profils de macrorestriction proches (94 % de similarité) laissant supposer 

que celles-ci étaient fortement liées. Ce gène blaCTX-M-9 est localisé sur un plasmide 

conjugatif transférable à E. coli. Les profils de restrictions EcoR1 obtenus après une 

digestion des plasmides de 6 des transconjugants étudiés présentaient de forte similarité aussi 

bien entre les transconjugants issus des isolats d’origine animale qu’humaine.  

 

III.C.3. Le transfert de gène de résistance de l’animal à l’homme 

 

Même si l’origine animale d’une toxi-infection alimentaire à bactéries résistantes aux 

antibiotiques est facile à mettre en évidence chez l’homme, l’acquisition de gènes de 

résistance par transfert horizontal des bactéries d’origine animale aux bactéries d’origine 

humaine est plus complexe à démontrer. Les principaux rapports épidémiologiques recensent 

la présence de plasmides conjugatifs communs à plusieurs souches résistantes retrouvées 

aussi bien chez l’homme que chez l’animal, suggérant un potentiel transfert de plasmides 

porteurs de résistance entre l’homme et l’animal (30, 235, 238, 239). D’autres auteurs ont 

rapporté l’existence de déterminants de résistance communs chez des bactéries isolées chez 
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Tableau 10. Exemples de transfert conjugatif in vivo chez des bactéries à Gram négatif et Gram positif 

St : streptomycine ; Sp : spectinomycine ; FIH: flore intestinale humaine ; FIR : flore intestinale de rat ; FIP : flore intestinale de porc ; ND : non déterminé

Souche donneuse Souche réceptrice Modèle animal et environnement 

intestinal  

Plasmide conjugatif, 

transposon ou gène 

de résistance 

Traitement antibiotique Références 

Escherichia coli E. coli Souris-St pR1drd19 

pRP4 

 

Tétracycline  

(Licht et al., 1999) 

(Licht et al., 2003) 

Souris axénique, souris-FIH traitée 

à l’érythromycine 

pIP1100 Erythromycine (Andremont et al., 1985) 

Poulet de chair Tn21 Flavophospholipol  (Poole et al., 2006) 

Poulet et souris conventionnelle ND Tétracycline (Hart et al., 2006) 

Rat-FIH, rat-FIR, rat-FIP  ND  (Nijsten et al., 1995) 

Escherichia coli Salmonella enterica Newport Poulet cmy-2 Ceftiofur (Poppe et al., 2005) 

Enterococcus faecalis  E. faecalis  Rat axénique Tn916 Tétracycline (Bahl et al., 2004) 

Souris-Sp pCGC  (Coburn et al., 2007) 

E. faecalis 

 

Listeria monocytogenes Souris axénique Tn1545 Tétracycline (Doucet-Populaire et al., 

1991) 

Enterococcus faecium Enterococcus faecium Souris axénique vanA et vanB  (Dahl et al., 2007) 

Souris-St  Tn5405  (Lester et al., 2004) 

Souris axénique vanA  (Johnsen et al., 2002) 

Souris axénique vanA Tylosine (Moubareck et al., 2003) 

Homme vanA  (Lester et al., 2006) 

Souris-FIH exempte d’entérocoques vanA  (Mater et al., 2005) 

Souris axénique et souris-FIH vanA  (Bourgeois et al., 2006) 

Lactobacillus plantarum E. faecalis Rat axénique et souris-St  pLFE1 Erythromycine, streptomycine (Feld et al., 2008) 

  Souris axénique pAM1 Erythromycine (Morelli et al., 1988) 

  Rat axénique tetM et ermB  (Jacobsen et al., 2006) 

Clostridium symbiosun E. faecalis Souris axénique Tn1549 Vancomycine (Launay et al., 2006) 

Shigella, E. coli, Klebsiella Shigella, E. coli, Klebsiella Souris axénique et conventionnelle  ND Erythromycine, streptomycine (Kasuya, 1964) 

Campylobacter jejuni C. jejuni Poulet tetO  (Avrain et al., 2004) 

Lactococcus lactis E. faecalis Souris axénique pIL205, pIL252, 

pIL253, pMS1.5B  

 (Gruzza et al., 1993) 

 Bacteroides, Bifidobacterium, E. 

faecalis, Peptostreptococcus  

Souris axénique pIL205, pIL253  (Gruzza et al., 1994) 

Serratia liquefaciens E. coli Souris axénique et souris-FIH pYD1 Ampicilline (Duval-Iflah et al., 1980) 
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l’homme et l’animal. Winokur et al. détectèrent également la présence du gène blaCMY-2 porté 

par un plasmide dans des souches d’E. coli et de Salmonella d’origine animale et humaine 

(239). Bien que les souches fussent phylogénétiquement différentes, le plasmide hébergeant 

le gène blaCMY-2 était commun aux souches d’origine animale et humaine. Dans le cas des 

gènes de résistance aux glycopeptides, le gène vanA, porté par l'élément transposable 

Tn1546-like, a été retrouvé chez des entérocoques d'origine animale et humaine ayant le 

même génotype de restriction mais aussi chez des souches de génotypes de restriction 

différents suggérant que la dissémination de ce transposon était plus fréquente que la 

dissémination des souches porteuses de la résistance (100).  

In vivo, les modèles animaux couramment utilisés pour détecter le transfert de gènes 

de résistance au sein de la flore intestinale sont les rongeurs axéniques ou les rongeurs à flore 

contrôlée. Ces modèles ont permis de mettre en évidence le transfert de gènes de résistance 

entre des souches d’origine animale susceptibles de se retrouver dans l’alimentation comme 

E. coli, E. faecium, Shigella flexneri, Enterococcus faealis, Lactobacillus spp et 

Campylobacter spp, et les bactéries d’origine humaine (tableau 10). Ces auteurs établissent 

une corrélation entre les plasmides issus des souches donneuses d'origine animale et les 

plasmides retrouvés chez les souches de la flore dites transconjugants, c'est-à-dire les souches 

ayant acquis le plasmide par conjugaison. Bahl et al. ont montré par exemple l’existence d’un 

transfert du transposon conjugatif Tn916 issu d’E. faecalis d’origine animale aux souches 

d’E. faecalis présentes dans le tractus digestif de rats gnotobiotiques (19). Plus récemment, 

Lester et al.  ont observé qu’un gène de résistance à la vancomycine pouvait se retrouver 

chez les entérocoques endogènes de la flore fécale de volontaires humains ayant ingéré un E. 

faecium porteur de ce gène vanA (132). Le transfert conjugatif du gène blaCMY-2 a également 

été mis en évidence dans un modèle de volaille entre une souche donneuse E. coli et une 

souche receveuse S. enterica Newport. Cette dissémination a également été détectée chez 

d’autre sérotypes de E. coli, endogènes de l’intestin des animaux (185).  

Ainsi, la présence de gènes de résistance sur des éléments transférables tels que les 

transposons accroît la mobilité des gènes et donc le risque de diffusion de la résistance de 

l’animal à l’homme. La flore intestinale de l’homme constituerait ainsi un important 

réservoir de gènes de résistance susceptibles de transférer aux bactéries pathogènes (2, 9, 32, 

134, 135, 227).  
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III.D. Impact d’une pression de sélection 

 

III.D.1. Impact d’un antibiotique sur l’écosystème intestinal et la résistance 

 

Lors d’une antibiothérapie ou d’un traitement prophylactique, la fraction de la dose 

administrée qui est excrétée sous forme active par voie biliaire ou sécrétée par la muqueuse 

intestinale, à laquelle s’ajoute, en cas d’administration orale, la fraction non absorbée, peut 

suffire à altérer l’équilibre écologique de la flore de barrière et une élimination des bactéries 

sensibles. Les bactéries commensales de la flore intestinale sont largement exposées aux 

agents antimicrobiens administrés par voie orale ou encore administrés par voie parentérale. 

L’impact du traitement antibiotique sur la flore bactérienne dépend de nombreux facteurs que 

sont le spectre de l’antibiotique, la dose, la voie d’administration, ses propriétés PK-PD et sa 

capacité à être inactivé in vivo (213). En effet, lorsque les concentrations d'antibiotiques 

atteintes dans la lumière intestinale dépassent les concentrations minimales inhibitrices pour 

les bactéries de la flore, la colonisation et l’implantation dans le tractus digestif des micro-

organismes exogènes résistants seront favorisées. Cela peut entraîner de lourdes 

conséquences comme la translocation de la bactérie de la lumière intestinale aux ganglions 

mésentériques et éventuellement à d’autres organes (54, 119). Doré et al. suggéraient ainsi 

que les probabilités d’infection par une bactérie pathogène étaient alors multipliées par trois 

lorsque l’individu était traité par un antibiotique (22, 74). Chez l’homme, les différents 

germes critiques sont les bactéries à l’origine des infections zoonotiques (Campylobacter, 

Salmonella), des infections nosocomiales (entérocoques, entérobactéries, staphylocoques) et 

des infections communautaires non zoonotiques (streptocoques, pneumocoques). Ces micro-

organismes peuvent être responsables d’infections graves. Plus grave encore, la pression de 

sélection peut favoriser la sélection et la prolifération de souches résistantes au sein de la 

flore endogène (22, 32, 72). En effet, des études ont montré que chez l’adulte, 

l’administration de ceftazidime entraînait l’élimination des populations d’entérobactéries 

commensales tout en favorisant la croissance de bactéries résistantes comme Klebsiella 

pneumoniae productrice de BLSE ou Enterobacter spp, hyperproducteur de céphalosporinase 

chromosomique (188, 189). A Taiwan, un cas d’échec thérapeutique dû à la présence de 

souches de S. enterica Anatum et E. coli résistantes à la ceftriaxone a été étudié (212). S. 

enterica Anatum et E. coli initialement sensibles à l’antibiotique avaient été isolées d’un 

patient hospitalisé pour le traitement d’une infection urinaire. Deux semaines après le début 
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du traitement à la ceftriaxone, les deux souches isolées des urines du patient étaient 

résistantes à la ceftriaxone par production de BLSE de type CTX-M-3. La caractérisation des 

souches permit d’établir que l’émergence de la résistance à la ceftriaxone chez E. coli et S. 

enterica Anatum était due à l’acquisition in vivo d’un plasmide conjugatif contenant le gène 

blaCTX-M-3. Le patient est décédé d’une septicémie. L’origine (transmission par contact direct 

ou indirect) du plasmide n’a pas été identifiée (212).  

 

III.D.2. Impact d’un antibiotique sur le transfert de gène de résistance 

 

De nombreuses études sur le transfert conjugatif de bactéries à Gram négatif et positif 

avec ou sans pression de sélection ont fait l’objet de tests in vivo récapitulés dans le tableau 

10. La présence d’antimicrobiens procure un avantage sélectif aux bactéries portant des 

gènes de résistance vis-à-vis des souches sensibles. La colonisation et la persistance des 

souches donneuses ne sont pas un pré-requis pour les échanges génétiques. Une souche 

donneuse, même transitée, est capable de transférer ses gènes aux bactéries de la flore 

intestinale (105, 106, 113, 139). Dans le cas des entérocoques naturellement présents dans la 

flore intestinale humaine, le transfert des transposons conjugatifs Tn916-Tn1545 portant le 

gène de résistance à la tétracycline chez E. faecalis, est connu pour être plus efficace en 

présence de cet antibiotique. En effet, la tétracycline, un antibiotique bactériostatique, inhibe 

la croissance bactérienne et procure des conditions optimales pour l’implantation des souches 

résistantes donneuses et des transconjugants. Ainsi il a été mis en évidence dans des modèles 

d’animaux axéniques, que la présence de tétracycline dans l’intestin augmentait le niveau de 

population des souches ayant acquis le transposon Tn916-Tn1545 (19, 75). Selon Moubareck 

et al., le transfert du gène vanA d’E. faecium d’origine animale à E. faecium d’origine 

humaine pouvait être favorisé par la présence de concentrations sub-inhibitrices de tylosine 

dans un modèle de souris axéniques (158). Toutefois, chez la volaille, le traitement au 

ceftiofur ne permit pas d’observer une augmentation du transfert du gène de résistance 

blaCMY-2 entre E. coli et S. enterica Newport dans le tractus digestif (185). D’autres 

antibiotiques comme l’ampicilline, la vancomycine et l’érythromycine, ont montré leur 

influence sur la transmission des gènes de résistance. Néanmoins, peu d’études montrent 

clairement si la présence d’antibiotique favorise la prolifération initiale des bactéries ayant 

acquis la résistance ou bien si elle augmente le taux de transfert des gènes de résistance. 
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Actuellement, les β-lactamines dont les céphalosporines de troisième génération 

sont parmi les antibiotiques les plus utilisés en médecine humaine. Les C3G sont prescrites 

pour le traitement individuel des infections graves causées par des pathogènes Gram-

négatif tels que E. coli, K. pneumoniae et Salmonella spp.. Cependant peu de temps après 

leur introduction sur le marché, des bactéries résistantes aux C3G par production de β-

lactamases à spectre étendu (BLSE) ont été décrites. Jusqu'à la fin des années 1990, les 

TEM et SHV étaient les principaux types de BLSE. Depuis, de nouvelles enzymes ont été 

identifiées. Désormais, les CTX-M sont, à l’échelle mondiale, les BLSE majoritairement 

isolées chez les micro-organismes à Gram négatif d’origine clinique. Cette rapide 

progression s’explique par de nombreux facteurs que sont l’exposition aux antibiotiques 

des individus, la possibilité de transmission des bactéries résistantes parmi les individus 

mais également l’aptitude intrinsèque de la bactérie résistante à se transmettre lors d’un 

contact entre deux individus. De plus, la présence des gènes de résistance aux C3G sur des 

éléments génétiques mobiles accroît le potentiel de dissémination de ces gènes intra et 

inter-espèce bactériennes. De nombreux arguments attestent de l’absence d’étanchéité 

absolue entre les divers mondes bactériens (gènes de résistance communs entre l’animal et 

l’homme). De ce fait, le transfert de gènes de résistance de bactéries d’origine animale à 

celles d’origine humaine, et réciproquement, semble biologiquement plausible. A l’heure 

actuelle, l’évaluation et la quantification de ces flux de gènes entre les populations 

bactériennes humaines et animales ne sont peu ou pas réalisées.  

Dans ce contexte, notre premier objectif a été de confirmer l’existence du transfert 

d'un gène de résistance aux C3G (CTX-M-9) entre une souche d’origine animale, S. 

enterica Virchow résistante aux C3G, et une entérobactérie de type E. coli dans des 

conditions de laboratoire. Ce test in vitro utilisé pour confirmer la transférabilité des gènes 

de résistance présente cependant quelques limites comme l’absence de facteurs 

environnementaux (système immunitaire, protéines, mouvements péristaltiques, flux 

gastrique…etc.) susceptibles d’influencer le transfert de gènes. Pour compléter les données 

in vitro, la mobilité de ce gène de résistance et l’influence d’un traitement thérapeutique à 

C3G ont été testés dans un modèle animal simple, le rat axénique. Dépourvus de tous 

germes, les rats axéniques ont été colonisés par la souche donneuse S. enterica Virchow et 

la souche réceptrice E. coli puis traités ou non avec une C3G (Article 1). Afin d’évaluer les 

probabilités de transfert de ce gène dans une flore plus complexe, des rats axéniques ont été 
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inoculés avec une flore intestinale humaine et les modulations du transfert ont été évaluées 

sous pression de sélection (Article 2). Le choix du céfixime comme céphalosporine de 3
ème

 

génération repose essentiellement sur ses propriétés pharmacologiques combinées aux 

essais analytiques et bactériologiques réalisés lors d’études préliminaires au laboratoire. La 

relation entre la biodisponibilité du céfixime et le transfert de gènes de résistance a été 

établie lors d’une étude pharmacocinétique/pharmacodynamique (Article 3). 
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Impact d’un traitement au céfixime sur le transfert du gène de résistance 

blaCTX-M-9 de Salmonella enterica Virchow à Escherichia coli dans des rats 

gnotobiotiques 
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OBJECTIFS   

 

L’objectif de cette étude était d’évaluer in vitro versus in vivo, le transfert du gène de 

résistance blaCTX-M-9 entre une souche d’origine animale, S. enterica Virchow, et une souche 

commensale, E. coli, avec et sans pression de sélection au céfixime.  

   

MATERIELS ET METHODES 

 

La souche donneuse S. enterica Virchow 3464b est sensible à la rifampicine et 

résistante à la  streptomycine, la spectinomycine, la tétracycline, le trimethoprime, les 

sulfonamides et l’acide nalidixique. Elle porte un gène plasmidique blaCTX-M-9 lui conférant une 

résistance aux céphalosporines de troisième génération (C3G) dont le céfixime. La souche 

Escherichia coli J5 sensible aux C3G, est utilisée comme souche réceptrice. In vitro, les 

probabilités de transfert entre ces 2 souches ont été évaluées par des tests de conjugaison. In 

vivo, 2 groupes de 5 rats axéniques ont reçu par voie orale la souche d'E. coli J5 suivi de la 

souche S. enterica Virchow à 7 jours d'intervalle (Annexe 1). Une semaine après 

l’administration de la souche donneuse, un groupe de rats est traité per os à la dose de 4 mg/kg 

de céfixime, deux fois par jour à 8h d’intervalle pendant 8 jours. Le groupe témoin reçoit de 

l’eau stérile. L'apparition de la souche donneuse, de la souche réceptrice et des transconjugants 

est mesurée dans les fécès des rats, pendant et après le traitement, par des dénombrements sur 

milieux sélectifs. Seize transconjugants sont prélevés puis confirmés comme étant des E. coli 

par l’amplification du gène uidA. La présence du gène blaCTX-M-9 est vérifiée par PCR chez tous 

les transconjugants. La sensibilité des souches vis-à-vis de différents antibiotiques (céfixime, 

amoxicilline/ acide clavulanique, céfotaxime, céfoxitine, ceftazidime, ceftiofur, céfuroxime, 

acide nalidixique, streptomycine, sulfaméthoxazole, tétracycline, triméthoprime et 

triméthoprime/sulfaméthoxazole) est mesurée par E-test ou par  des microplaques 

d’antibiotiques déshydratés. Les concentrations fécales de céfixime chez tous les rats traités 

sont déterminées par chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse (CL-MS).  

 

RESULTATS 

 

Le transfert du plasmide portant le gène blaCTX-M-9 entre S. enterica Virchow à E. coli a 

été confirmé in vitro avec une fréquence de transfert de l’ordre de ~ 10
-8

 transconjugants / 

donneurs. In vivo, le nombre de transconjugants était plus élevé que in vitro. La fréquence de 
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transfert était de ~ 10
-5

 transconjugants / donneurs dans le groupe contrôle. En présence de 

céfixime, une diminution du niveau de population des E. coli et des tranconjugants d’un facteur 

4000 était observée dès le premier jour de traitement. En revanche, la souche de S. enterica 

Virchow semblait moins affectée par le traitement au céfixime avec une diminution du niveau 

de population de seulement 200 fois dès le premier jour de traitement. La concentration fécale 

moyenne de céfixime pendant les 8 jours de traitement était de 37.2 mg/kg de fécès. Douze 

jours après l’arrêt du traitement, les différentes populations bactériennes atteignaient des 

niveaux de concentrations comparables au groupe témoin. A la fin de l’expérimentation, le 

ratio de transconjugants par donneurs était de ~ 10
-5 

dans les deux groupes. Parmi les 

transconjugants obtenus in vitro et in vivo,  un cotransfert des gènes de résistances pour la 

streptomycine, le sulphaméthoxazole, la tétracycline et le triméthoprime n’a été observé que 

chez les transconjugants obtenus in vitro.  

 

CONCLUSION 

 

 Ces résultats montrent que le transfert in vitro sous-estime le potentiel de transfert dans 

le tractus digestif des rats dixéniques. Nos résultats indiquent également que le transfert du 

gène blaCTX-M-9 a eu lieu in vivo, mais n'a pas été renforcé par le céfixime à des doses 

thérapeutiques. Compte tenu du risque pour l’homme de la présence de souches résistantes 

dans le tube digestif, la diffusion des gènes de résistance doit être confirmée dans un modèle 

plus complexe tel que des rats associés avec une flore humaine. 
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OBJECTIFS   

 

L’objectif de cette étude était de montrer l’impact d’un traitement au céfixime sur le 

transfert du gène de résistance blaCTX-M-9, de Salmonella enterica Virchow à Escherichia coli 

chez des rats associés à une flore humaine (rat-AFH).  

 

MATERIELS ET METHODES 

 

Cinq groupes de rats-AFH (A, B, C, D, et E) sont constitués pour évaluer le transfert 

du gène blaCTX-M-9 dans la flore avec ou sans pression de sélection. Dans chacun des groupes, 

cinq rats axéniques reçoivent 1 ml de la suspension fécale obtenue à partir de deux volontaires 

sains. Après la vérification de l’implantation de la flore humaine ainsi que l’absence de 

salmonelles et d’entérobactéries résistantes au céfixime, S. enterica Virchow est inoculée à 

tous les rats-AFH. Concernant, les groupes C, D et E, une souche réceptrice, E. coli J5, est 

administrée 2 h avant la souche donneuse. Le jour suivant, les rats-AFH sont traités par voie 

orale avec : groupe A, de l’eau stérile ; groupe B, du céfixime; groupe C, de l’eau stérile ; 

groupe D, du céfixime et groupe E, du céfixime combiné à de l’acide clavulanique (12.5%). 

Le céfixime est administré à 4 mg/kg, deux fois par jour pendant 8 jours. Comme dans l’étude 

précédente, l'apparition de transconjugants E. coli dans les fécès de chaque rat-AFH est 

mesurée par dénombrement sur milieux sélectifs, pendant et après le traitement. Pour chaque 

rat, cinq colonies ont été prélevées de ces milieux et confirmées comme étant des 

transconjugants E. coli par amplification du gène blaCTX-M-9 et du gène uidA. La relation 

clonale des transconjugants avec E. coli J5 est étudiée à l’aide d’une électrophorèse en 

champs pulsé après digestion de l’ADN par l’enzyme Bln I. La sensibilité des souches vis-à-

vis de différents antibiotiques (céfixime, amoxicilline/ acide clavulanique, céfotaxime, 

céfoxitine, ceftazidime, ceftiofur, céfuroxime, acide nalidixique, streptomycine, 

sulfaméthoxazole, tétracycline, triméthoprime et triméthoprime/sulfamétoxazole) est mesurée 

par E-test ou à l’aide de microplaques d’antibioques déshydratés. 

Les concentrations fécales de céfixime sont déterminées chez tous les rats traités au céfixime 

par CL-MS.  

 

 

 



Article 2 

105 
 

 

Figure 23. Electrophorèse en champ pulsé de 10 transconjugants-Escherichia coli. Ligne 1, 

marqueur lambda; ligne 2-9, transconjugants-E. coli; ligne 10, E. coli J5. 
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RESULTATS 

 

Chez tous les rats-AFH, la flore fécale humaine s’est implantée. La composition 

bactérienne est très proche de celle retrouvée dans l’inoculum de fécès humain.  

En absence de céfixime (groupes A et C), les entérobactéries endogènes résistantes au 

céfixime n’ont pas été détectées. Néanmoins, en présence de E.  coli J5, les transconjugants E. 

coli J5 apparaissent rapidement mais ne persistent pas plus de deux jours. La fréquence de 

transfert est de ~ 10
-1

 transconjugants / donneurs. A la fin de l’expérience, S. enterica 

Virchow est détecté chez un rat-AFH sur cinq.  

En présence de cefixime (groupe B et D), aucune entérobactérie endogène résistante 

au céfixime n’a été observée quelque soit le groupe considéré. Comme précédemment, en 

présence de la souche E. coli J5, les transconjugants E. coli J5 sont rapidement détectés mais 

disparaissent au bout de deux jours (groupe D). La fréquence de transfert est de ~ 10
-1

 

transconjugants / donneurs. Onze jours après l’arrêt du traitement,  S. enterica Virchow est 

dénombrées dans les fécès de trois rats-AFH sur cinq. Curieusement, les populations de 

transconjugants E. coli J5 restent indétectables.  

En présence de cefixime combiné avec l’acide clavulanique (groupe E), les résultats 

sont identiques à ceux trouvés en présence du céfixime seul. La différence majeure concerne 

la disparition totale de S. enterica Virchow à la fin de l’expérimentation chez tous les rats-

AFH.  

Détection du céfixime dans les fécès. Pendant les 8 jours de traitement, aucune trace 

de céfixime n’a été détectée dans les fécès des rats-AFH (groupe B, D et E). Le traitement des 

rats-AFH avec de l’acide cluvulanique combiné avec le céfixime n’a pas suffit à détecter 

l’antibiotique dans les fécès des animaux.  

Analyse des transconjugants. Quinze transconjugants E. coli ont été isolées au cours 

de la phase initiale du transfert de gène parmi les groupes C, D et E. L’analyse des pulsotypes 

montrent que les transconjugants sont tous issus de la souche réceptrice E. coli J5.  D’après le 

gel d’électrophorèse représenté sur la figure 23, un pulsotype (ligne 3) se distingue des dix 

autres par la présence d’un fragment de ~ 774 kb au lieu de ~ 677 kb pour les autres 

pulsotypes (résultat non publié). De plus, comme dans l’étude présentée dans l’article 1, le co-

transfert des gènes codant pour la résistance à la streptomycine, le sulphaméthoxazole, la 

tétracycline et la triméthoprime n’a pas été observé.  
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CONCLUSION 

 

Ces résultats suggèrent que le transfert de gène de résistance entre une souche 

d’origine animale et une souche commensale est possible. Néanmoins, la présence de souches 

réceptrices dans la flore est indispensable. En effet, aucun transconjugant issu des 

entérobactéries de la flore humaine n’a été mis en évidence dans les fécès de rat-AFH, même 

avec une pression de sélection. Le traitement au céfixime entraine cependant la sélection et la 

persistance de S. enterica Virchow. Le transfert de gène de résistance dans la flore semblerait 

être un événement rare. Néanmoins, l’utilisation d’antibiotique semble favoriser la persistance 

et l’implantation de bactéries résistantes comme les salmonelles. Ainsi, la présence de telles 

souches dans la flore humaine pourrait compromettre le succès thérapeutique du patient mais 

également constituerait un important réservoir de gène de résistance.  
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ABSTRACT 

 

Food animals are a potential source of CTX-M resistance genes for human pathogens. 

We evaluated the transfer of the blaCTX-M-9 gene from animal strain of Salmonella enterica 

Virchow to Enterobacteriaceae of the human intestinal flora, using human flora-associated 

rats (HFA-rat) with and without cefixime treatment. In the absence of antibiotic, no 

transconjugant enterobacteria were found in the feces of HFA-rats. However, the transfer rate 

was high if Escherichia coli J5 recipient strains were co-inoculated orally with Salmonella.  S. 

enterica Virchow persisted in the rat fecal flora, both during and after treatment with 

therapeutic doses of cefixime. The drug did not increase the transfer rate and E. coli J5-

transconjugants were eliminated from the flora before the end of cefixime treatment. No 

cefixime was recovered in the rat feces. In the presence of recipient strains, the blaCTX-M-9 

resistance gene was transferred from a strain of animal origin to the human intestinal flora, 

although transconjugant colonization was transient. Antibiotic use enhanced the persistence of 

donor strains, increasing the resistance gene pool and the risk of its spread.  

 

 

 

 

 

Keywords: horizontal gene transfer, antibiotic resistance, CTX-M, Salmonella, human flora. 
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INTRODUCTION 

CTX-M-type extended-spectrum β-lactamases (ESBLs) are enzymes responsible for 

catalyzing the hydrolysis of monobactam and extended-spectrum cephalosporin. Over the last 

10 years, these β-lactamases have been identified around the world, and they now have the 

highest prevalence of any type of ESBL (9, 10, 14, 15, 30, 36). This dramatic increase in 

their frequency may be attributed to the rapid dissemination of resistant bacterial clones and 

to their genetic structure, with the resistance genes carried on plasmids and transposons (14, 

47). The spread of these resistance genes in human strains would represent a major ecological 

and public health problem, because bacteria carrying these enzymes are not limited to 

hospitals. They are also frequent among commensal bacteria in the community. The 

consumption of contaminated food is though to be the principal mode of spread of resistant 

strains to the general population (33, 43). Several epidemiological analyses have investigated 

possible clonal relationships between resistant animal and human strains (4, 24, 49). Mesa et 

al. (32) showed that ESBL-producing enterobacteria were widespread in different 

environments in Spain, but established no clear link between food and the spread of ESBL 

resistance to human strains. Lavilla et al. (26) obtained circumstantial evidence to suggest that 

food could serve as a vector for the transmission of ESBL-producers between subjects, food 

handlers and food animals during outbreaks, but their conclusions were indirect. Experimental 

studies have generated conflicting findings concerning the transfer of resistance genes in the 

human intestinal tract. Bonner et al. (6) suggested that bacteria from livestock could not 

persist in humans and, therefore, did not constitute a threat. Prescott et al. (42) agreed that 

conditions in the human gut did not favor the transfer of resistance genes, but pointed out that 

continuous exposure to an antibiotic would lead to the selection of organisms best able to 

colonize the gut (i.e. resistant strains). However, plasmid-mediated antibiotic resistance 

transfer may occur in the ileum (5), and Schjorring et al. (45) recently highlighted the effect 

of antimicrobial treatment on horizontal gene transfer from an exogenous bacteria to a 

susceptible strain present in the mouse intestinal flora.  

From 2002 to 2003, a dual emergence in France of CTX-M-9-producing multiresistant 

strains of Salmonella enterica serotype Virchow was reported from poultry sources and to a 

lesser extends from human (49). Salmonella spp. is mostly described as food borne pathogen 

leading to important therapeutically difficulties, especially in children, for whom extended-

spectrum cephalosporins are the treatment of choice (22). Moreover, dissemination in humans 
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of CTX-M-9 and CTX-M-14 from food has already been highlighted in 2001 in Spain (7, 41).  

Since in 2003 in France, the CTX-M-9-producing human isolates were still rare, we 

investigated the probability of spread of this plasmid-borne blaCTX-M-9 gene from one strain of 

Salmonella enterica Virchow isolated from poultry to enterobacteria of the normal human 

intestinal flora in a human flora-associated rat model (HFA-rat). We also assessed the effect 

of cefixime on the rate of resistance transfer and the persistence of resistant strains. 
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MATERIALS AND METHODS 

 

Donor and recipient strains. We studied transfer of the plasmid-borne blaCTX-M-9 gene 

from a donor strain isolated from chickens, Salmonella enterica serovar Virchow (strain 3464b) 

(49). This strain was resistant to amoxicillin/clavulanic acid, cefixime, cefotaxime, ceftazidime, 

ceftiofur, cefuroxime, nalidixic acid, streptomycin, sulfamethoxazole, tetracycline, 

trimethoprim and trimethoprim/sulfametoxazole, but was susceptible to rifampicin. Escherichia 

coli J5 was used as the recipient strain. This strain is resistant to rifampicin and susceptible to 

cefixime. 

Human fecal flora. We collected human fecal flora from two donors selected from 

seven healthy volunteers living in Brittany, France. None had received pharmacological 

treatment for at least three months before the study and all ate traditional European meals. We 

checked for an absence of cefixime- and rifampicin-resistant enterobacteria and Salmonella 

spp. in each donor. 

Media. Fresh human stool or HFA-rat samples were mixed with tryptone glucose yeast 

extract (AES, Bruz, France) (1% w: v) under anaerobic conditions. Appropriate ten-fold serial 

dilutions of the supernatant were plated on selective agar media for colony counts. The 

compositions of the fecal aerobic and anaerobic flora were determined as described by Perrin-

Guyomard et al. (39). The total number of enterobacteria in the fecal flora of humans and rats 

was determined on Drigalski agar (Fischer-Bioblock Scientific, Illkirch, France) and 

compared with the counts obtained on Drigalski agar supplemented with 4 µg/ml cefixime 

(Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France), to estimate the percentage of bacteria 

resistant to the antibiotic. The donor S. enterica Virchow and the recipient E. coli J5 strains 

were cultured aerobically in brain heart infusion (AES, Bruz, France). S. enterica Virchow 

was counted on Brilliant green agar (Difco, BD Biosciences, Le Pont de Claix, France) 

supplemented with 4 µg/ml cefixime. E. coli J5 was counted on Drigalski agar supplemented 

with 250 µg/ml rifampicin, with the addition of 4 µg/ml cefixime for E. coli J5-

transconjugants. All Enterobacteriaceae, donor and recipient strains were incubated at 37°C 

for 24 h to 48 h under aerobic conditions. The detection limit for bacterial counts was 2 log10 

CFU/g of feces. The transfer rate was defined as the number of transconjugants divided by the 

number of donor colonies. 

Test substances. Cefixime (Oroken 100 mg, Sanofi-Aventis, France) was 

administered by gavage at a dose of 4 mg/kg twice daily for 8 days. The antibiotic was 

reconstituted and stored according to the manufacturer’s instructions, by adding sterile water 
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to obtain a 20 g/l stock solution and stored at room temperature below 25 °C for one week. 

The cefixime/ clavulanic acid mixture (Promochem, Molsheim, France) was administered by 

gavage at a dose of 4 mg/kg twice daily for 8 days. The ratio of cefixime/clavulanic acid (w: 

w 12.5%) used was consistent with that commonly used in human treatment with a 

combination of β-lactam and clavulanic acid (48). 

Animals. All procedures for animal experiments were performed under license, with 

approval from the institutional review board, in accordance with French national legislation. 

Germ-free female and male consanguineous C3H rats (mean age 3 weeks) from Charles River 

Laboratories, Arbresle, France, were transferred into a sterile Trexler-type plastic film isolator 

(Esi Flufrance, Massy, France) on arrival at our facilities. Each group of rats was kept in 

different isolator and rats were housed individually in a cage, isolated from the litter by a floor 

grid. The germ-free status of animals was checked immediately after their reception and during 

the acclimatization period, by testing fecal samples for the growth of aerobic and anaerobic 

bacteria and yeasts. Rats were provided with ad libitum access to a commercial diet sterilized 

by γ irradiation and were supplied with sterile water.  

Experimental design. HFA-rats were assigned to five groups, each containing three 

females and two males. These groups were named A, B, C, D and E. After nine days of 

acclimatization, all germ-free rats were inoculated intragastrically with a strain of Bacteroides 

fragilis ATCC 25285 (14 log10 CFU/ animal) to reduce oxygen and substrate concentrations in 

the gut. Two days later, all rats were inoculated intragastrically with 1 ml of a suspension of 

mixed human feces. After sixteen days, all rats were inoculated intragastrically with 8 log10 

CFU of S. enterica Virchow (day-1).  

In addition, in groups C, D and E, 8 log10 CFU of the recipient E. coli J5 strain was 

inoculated intragastrically into the rats 2 h before the donor strain S. enterica Virchow. The 

next day (day 0), each group received antibiotic or water by gavage, as follows:  group A, 

sterile water; group B, cefixime; group C, sterile water; group D, cefixime and group E, 

cefixime/clavulanic acid (Table 1). Feces were collected from individual rats one time before 

cefixime administration (day 0), five times per week during treatment and six times after the 

end of treatment, by provoked defecation. Each experiment lasted two months. 

Verification of transconjugants. On day 0, five isolates growing on Drigalski agar 

containing cefixime and rifampicin was arbitrarily isolated from each rat sample for groups C, 

D and E. Only five bacterial colonies representing the group were identified as E. coli by PCR 

amplification of the uidA gene, as described by Bej et al. (2, 3). DNA was prepared from 

samples by adding the InstaGene Matrix kit (Bio-Rad, Marnes la Coquette, France) to the 
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bacterial suspension, according to the manufacturer’s instructions. The transconjugants were 

then characterized by PFGE. PFGE analysis was performed with BlnI (Amersham 

Biosciences, Orsay, France) digestion, in a CHEF-DRIII system (Bio-Rad, Marnes la 

Coquette, CA). The running conditions were 6 V/cm at 14 °C for 24 h, with pulse times 

ramped from 10 s to 60 s. 

PCR detection of the blaCTX-M-9 gene. A gene conferring resistance to cefixime (blaCTX-

M-9) was detected by PCR in all transconjugants. Plasmid DNA was isolated with the QIAprep 

Spin Midiprep Kit (Qiagen, Hilden, Germany). PCR assays, using primers targeting the blaCTX-

M-9 gene, were carried out as described by Weill et al. (49), except that annealing was carried 

out for 30 s at 60°C in each cycle. The donor and recipient strains were included as positive and 

negative controls. 

Antimicrobial drug susceptibility testing. The donor and recipient strains and 15 

transconjugants were tested for susceptibility to the antimicrobial agents amoxicillin/clavulanic 

acid, cefotaxime, cefoxitin, ceftazidime, ceftiofur, cefuroxime, nalidixic acid, streptomycin, 

sulfamethoxazole, tetracycline, trimethoprim and trimethoprim/sulfametoxazole, using a 

commercially prepared, dry panel (Trek Diagnostic, Systems Ltd in East Grinstead, West 

Sussex, United Kingdom). Etest strips on Müller-Hinton agar (AB Biodisk, Solna, Sweden) 

were used to determine the MIC of cefixime. The E. coli ATCC 25922 strain was used for 

quality control. Isolates were defined as sensible or resistant in accordance with clinical 

breakpoint proposed by CLSI or epidemiological cut-off values presented by EUCAST 

(www.eucast.org) for cefotaxime, ceftazidime, ceftiofur, cefoxitin and cefuroxime.  

Determination of cefixime levels in fecal samples by the LC-MS method. Cefixime 

concentrations in  fecal samples were quantified by the liquid chromatography-mass 

spectrometry (LC-MS) method, as previously described (31). A validation study was 

performed, in which quality control (QC) rat feces sample containing known amounts of 

cefixime were compared with standard curves. The inter-assay coefficients of variation were 

10.69 % and 2.67 % for QC samples containing 2 and 50 mg/kg, respectively, of the drug. The 

intra-assay coefficients of variation were 10.69 % and 1.36 % for QC samples containing 2 and 

50 mg/kg, respectively. The lower limit of quantification was 2.18 mg/kg.  

Statistical analysis. Statistical analysis was performed with Systat 12 software (Systat 

Software Inc., CA). The experimental unit was the rat. The effects of treatment with cefixime 

and cefixime-clavulanic acid treatment were assessed by an analysis of variance with 

interaction. The transfer rate was calculated by dividing the number of transconjugants by the 

http://www.eucast.org/
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number of donor colonies for each rat. The geometric mean was calculated to represent the 

ratio of transconjugants to donors. 

 

RESULTS 

 

Implantation of the human fecal flora in a rat model. HFA-rats were used to study 

conjugal transfer in the human gastrointestinal environment, with a complex microbiota 

providing the colonization barrier. Most human anaerobic and aerobic bacteria were 

transferred and persisted in the intestine of HFA-rats after inoculation. The mean composition 

of the rat fecal flora was similar to that of the human fecal flora, with up to about 15 log10 

CFU per g of feces for the total anaerobic flora, 14 log10 CFU/g for the Bacteroides fragilis 

group, 10 log10 CFU/g for lactobacilli, 11 log10 CFU/g for bifidobacteria, 10 log10 CFU/g for 

clostridia, 11 log10 CFU/g for the total aerobic flora, 10 log10 CFU/g for enterococci and 7 

log10 CFU
 
/g for Enterobacteriaceae. Before the transfer experiment, the fecal flora of HFA-

rats was devoid of Salmonella spp. and indigenous cefixime-resistant Enterobacteriaceae. 

Transfer of the blaCTX-M-9 gene to the intestine of HFA-rats in the absence of selective 

pressure (groups A and C). The Enterobacteriaceae population in groups A and C remained 

stable, at ~ 7 log10
 
CFU/g, throughout the experiment.  

In group A, levels of the donor Salmonella enterica Virchow strain reached 6 log10
 

CFU/g of feces on day 0 and decreased significantly to ~ 3 log10
 
CFU/g of feces after two days 

(P < 0.001) (Figure 1A). Eight days later, S. enterica Virchow was undetectable, although it 

was found to have persisted in one fifth of HFA-rats at the end of experiment. No 

transconjugants in endogenous Enterobacteriaceae were detected in the feces of any of the rats 

during the experiment. In group C, counts of the E. coli J5 recipient strain and the S. enterica 

Virchow donor strain were ~ 4 log10
 
CFU/g and 5.5 log10

 
CFU/g of feces, respectively, on day 0 

(Figure 1C). E. coli J5-transconjugants appeared rapidly after the introduction of the donor 

strain into all rats (data not shown) and its levels reached ~ 3 log10
 
CFU/g of feces on day 0. 

The transfer rate was estimated at about 7 (± 1.5) × 10
-1 

transconjugants per donor and was very 

higher to the in vitro rate of 5.9 (±5.7) x 10
-8

 (19). On day 2, a significant decrease in counts 

was observed for donor, recipient and transconjugant strains. As reported above, S. enterica 

Virchow was found to have persisted in one fifth of rats at the end of experiment.  

Effect of antibiotic exposure on blaCTX-M-9 gene transfer (groups B, D, E). In groups B, 

D and E, mean Enterobacteriaceae counts were significantly reduced, by ~ 2 log10, by 

treatment with cefixime or cefixime/clavulanic acid (P < 0.001) (Figure 1B, 1D and 1E). After 
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treatment, Enterobacteriaceae counts returned to the initial levels of about 7 log10 CFU/g of 

feces in all groups of rats. 

 In group B, no Enterobacteriaceae transconjugants were detected in fecal samples from 

rats treated with cefixime (Figure 1B). The number of Salmonella counts in feces from all rats 

fell from about 6 log10 CFU/g of feces after inoculation to ~ 2 log10
 
CFU/g at the end of the 

period of drug treatment. Two weeks after the end of treatment, donor strains continued to be 

detected in the feces of three of the five rats and bacterial counts were significantly higher than 

those for the rats of the control group (P < 0.03) (group A). In groups D and E, E. coli J5 and S. 

enterica Virchow strain counts were ~ 5 log10 CFU/g of feces on day 0 (Figure 1D and 1E). At 

the same time point, E. coli J5-transconjugant levels reached about 3 log10
 
CFU/g of feces. 

Transfer rates in both groups were similar to that in the control group, at ~ 7 × 10
-1 

transconjugants per donor. Two days after the beginning of cefixime or cefixime/clavulanic 

acid treatment, the recipient and transconjugant populations rapidly decreased in size, 

becoming undetectable. Salmonella counts also decreased after drug administration in the feces 

of all rats, falling to below the detection threshold in the animals of group E, whereas donor 

strain levels were maintained at ~ 3 log10
 
CFU/g of feces in the animals of group D. Two weeks 

after of the end of cefixime treatment, Salmonella was still present at countable levels in the 

feces of three of the five rats of this group.  

Analysis of transconjugants. The 15 transconjugants isolated from the rats of groups C, 

D and E were identified as E. coli by PCR. All had PFGE profiles identical to the E. coli J5 

strain used for inoculation (data not shown). The presence of the blaCTX-M-9 gene was confirmed 

by PCR in all isolates. The antibiotic susceptibility of the transconjugants was assessed (Table 

2). All transconjugants were resistant to ampicillin, amoxicillin/clavulanic acid, cefixime, 

cefotaxime, ceftazidime, ceftiofur and cefuroxime, unlike the parental E. coli J5 strain. MIC 

values of amoxicillin/clavulanic acid were slightly higher in transconjugants than in the donor 

strain, whereas the MICs of ampicillin, cefotaxime, ceftazidime and ceftiofur were lower. 

However these values were still higher than those found in the parental strain. The cotransfer of 

other resistance genes, conferring resistance to nalidixic acid, streptomycin, tetracycline, 

trimethoprim, sulfametoxazole or trimethoprim/sulfametoxazole was not observed.  

Determination of the cefixime fraction in fecal samples. Despite the quantification limit 

of 2.18 mg/kg, cefixime was not detected in feces samples from any of the treated HFA-rats.  
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DISCUSSION 

In the human flora-associated rat model, we detected no blaCTX-M-9 gene transfer from 

S. enterica Virchow to the endogenous Enterobacteriaceae. Bourgeois-Nicolaos et al. (8) 

reported similar results, with no detection of vanA gene transfer from E. faecium to E. faecalis 

in an HFA-mouse model. There are several possible reasons for the lack of transfer to the 

indigenous flora in vivo. Firstly, for transfer to occur, large numbers of both the donor and 

recipient strains must be present simultaneously (28). Resistance by colonization to 

exogenous Salmonella or the production of inhibitory metabolites by the complex flora may 

decrease donor strain levels or even lead to elimination of the donor strain (29, 34). It is also 

difficult for exogenous strains to colonize the gut, due to competition with the highly adapted 

endogenous flora, and the presence of the plasmid-free strain would almost certainly have 

inhibited the establishment of the plasmid-bearing strain in control group (16). Secondly, a 

failure to observe transfer does not necessarily mean that no transfer occurred. This event may 

simply be undetectable due to its very low frequency. Licht et al. (29) showed that most 

plasmid transfer in the intestinal compartment occurs in the mucus layer. In the biofilm, this 

transfer initially occurs when the donor strain comes into contact with the recipients of the 

first layer, without transfer of the plasmid to recipients in lower layers (12). So, in our study, 

the viscous intestinal mucus may have supported the initial formation of mating pairs, as 

occurs in biofilms, whereas the subsequent formation of transconjugants seems to have been 

inhibited. This effect, combined with the peristaltic movement of the gut, resulted in severe 

limitation of plasmid transfer to the indigenous flora.  

The addition of a recipient strain to the normal flora of HFA-rat, together with the 

donor strain of Salmonella, rapidly led to the appearance of transconjugants containing the 

blaCTX-M-9 gene in rat feces. This finding was already observed in axenic rats inoculated only 

with donor strain Salmonella enterica Virchow harbouring blaCTX-M9 and recipient E. coli J5 

(19). The similar PFGE profiles of the transconjugants and the recipient confirmed their close 

relationship to the parental E. coli J5 strain. Lester et al. (28), also observed that, in the 

absence of selective pressure, transfer of the vanA gene from an E. faecium strain of animal 

origin to an E. faecium isolate of human origin occurred in only three of six human volunteers 

receiving both strains. This event was also transient, as observed in our study. The elimination 

of these exogenous strains may be due to the effects of the barrier flora, the concentration of 
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exogenous strains or biochemical and physiological mechanisms operating in the intestine, as 

described above.  

In our study, the administration of cefixime at therapeutic concentrations did not 

increase the transfer of blaCTX-M-9 gene between S. enterica Virchow and E. coli J5 and the 

number of transconjugants was not found to be higher when the selective pressure was 

removed. By contrast, Duval-Iflah et al. (17) observed the establishment of transconjugants in 

the dominant population and the replacement of the parental recipient strain during ampicillin 

administration in HFA-mice, even after the period of drug administration had ended. These 

discrepancies may result from differences in the plasmid incompatibility group and the ability 

to adapt to gastrointestinal conditions of the strains used, with the human modified strain E. 

coli J5 used here less able to adapt to the gastrointestinal environment than the human E. coli 

recipient used in the in vivo transfer experiment of Duval-Iflah et al. (13, 17, 20).  

E. coli J5-transconjugants were also more susceptible to extended-spectrum 

cephalosporin than S. enterica Virchow (Table 2). A contribution
 

of other unrelated 

mechanisms, such as mutations that account
 
for porin deficiency and impaired permeability, 

could explain the substantially lower cephalosporin MICs of the transconjugants
 
compared 

with those of the donor strain. Numerous reports have documented the decreased 

permeabilities for β-lactams in strains of the family Enterobacteriaceae, which is usually due 

to mutational changes in genes coding for outer membrane porins. This mechanism has been 

found to be sufficient to significantly influence the level of bacterial resistance to β-lactams 

and β-lactam plus inhibitor combinations, especially when it coexists with various ß-

lactamases, including ESBLs (50). In addition, no cotransfer of other resistance determinants 

to transconjugants was observed. These findings have already been observed in our rat model 

colonized only with donor and recipient strain (19). Similar results were obtained by Novais 

et al. (37). The blaCTX-M-9 gene of our donor strain is located in the class 1 integron In60 

which contain gene cassettes responsible for the other resistance (excepted to nalidix acid) on 

a IncHI2 plasmid (20). In the literature, genetic divergence between plasmids carrying the 

blaCTX-M-9 gene and great variability in the genetic surrounding of this gene were described by 

several authors (23). This suggests a high rearrangement of these cassettes by integration or 

deletion in their receptor element. These events could lead to gene inactivation or silencing 

resulting in the lack of co-transfer detection as we observed in our conjugation study.  



Article 2 

119 
 

Cefixime treatment nevertheless had an effect on the reduction of indigenous 

Enterobacteriaceae population as demonstrated by Finegold et al. (21) and Nord et al. (35) 

and the persistence of Salmonella in treated rats in both trials. Indeed, at the end of the 

experiment, CTX-M-resistant strains were found to have persisted in a larger proportion of 

treated HFA-rats (3 of 5) than of rats in the control group (1 of 5). In the control group, the 

persistence of Salmonella spp. may be attributed to the variability individual of animals. 

Previous studies on the selection and persistence of antibiotic-resistant Salmonella spp. have 

indicated that antibiotic treatment increases the likelihood of the strain being maintained in 

the digestive tract (1, 38-40). As native Enterobacteriaceae may prevent the implantation of 

exogenous Enterobacteriaceae, the persistence of the CTX-M-Salmonella strain in our study 

may result from "substitution colonization" and proliferation of the strain in the digestive tract 

of rats in which the Enterobacteriaceae population had been disturbed by antibiotic treatment 

(25). We detected no cefixime in HFA-rat feces during treatment. However, the more than 2 

log10 decrease in Enterobacteriaceae counts during cefixime treatment in our study 

demonstrated that the antibiotic was present in the digestive tract of rats. According to the 

pharmacokinetic study of cefixime in rat, the bioavailibility of cefixime was estimated at 30 

% (data not shown) and comparable to the data previously described in rat and human (18, 

44). So, the part excreted in gastrointestinal tract may be considered approximatively at 70 %. 

Based on these observations, we hypothesized that cefixime was hydrolyzed during transit by 

the β-lactamases-producing strains of anaerobic endogenous flora as previously described (11, 

27, 46). We evaluated the impact of these β-lactamases by treating animals with cefixime 

together with clavulanic acid. However, cefixime was no more recovered in the feces of rats 

also treated with clavulanic acid. The only effect of adding clavulanic acid was an elimination 

rate of Salmonella counts similar to in control group, with no regrowth when antibiotic 

treatment was ended. Cefixime seems to be hydrolyzing by the endogenous -lactamases of 

the flora even in the presence of clavulanic acid. The concentration of the both drugs appeared 

nevertheless to be more inhibitory towards Salmonella than cefixime alone.    

To our knowledge, this is the first report dealing with a study on the transfer of a 

CTX-M-9 plasmid carried by a strain of animal origin to the human intestinal flora. The lack 

of detection of transfer between S. enterica Virchow and the Enterobacteriaceae of the 

human flora does not exclude the possibility of such an event taking place but suggests that 

such events were rare. However, in the presence of an exogenous recipient strain, the blaCTX-

M-9 gene was transferred with a high frequency, although this colonization was only transient. 
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Cefixime treatment favored the establishment of resistant S. enterica Virchow, therapy 

potentially serious public health problem jeopardizing treatment and constituting an important 

reservoir of the resistance gene in the human digestive tract. In conclusion, the spread of 

resistance genes from strains of animal origin to human intestinal flora strains does not appear 

to occur easily even in selective pressure.  
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Table 1. Overview of the experimental design 

Groups Donor strain Recipient strain Treatment 
Cefixime dose 

(mg/kg) 

A S. enterica Virchow - water - 

B S. enterica Virchow - cefixime 8 

C S. enterica Virchow E. coli J5 water - 

D S. enterica Virchow E. coli J5 cefixime 8 

E S. enterica Virchow E. coli J5 cefixime/ clavulanic acid  8 
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Figure 1. Bacterial counts in HFA-rat feces inoculated with S. enterica Virchow (A and B) 

and E. coli J5 (C, D and E). Animals were treated with sterile water (A and C), cefixime (B 

and D) or both cefixime and clavulanic acid (E). ●, total Enterobacteriaceae; □, S. enterica 

Virchow 3464b; ▲ E. coli J5; ∆, E. coli J5 transconjugants. The bar under the x-axis 

represents the time of treatment. Values are the means of results and error bars represent the 

standard deviation. 
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Table 2. Susceptibility of strains  

Antibiotics  
E. coli ATCC 

25922 

Donor 

S. enterica 

Virchow 3464b  

Recipient 

E. coli J5 

E. coli J5 transconjugants
 a
 

control cefixime cefixime/clavulanic acid 

Amoxicillin/clavulanic acid 
d 
 S  (4)b R  (8) S  (4) R  (16) R  (8-32) R  (8-16) 

Ampicillin 
d 
 S  (4) R  (128) S  (4) R  (16) R  (16-32) R  (16) 

Cefixime 
d 
 S  (0.125) R  (8) S  (0.125) R  (8) R  (8) R  (8) 

Cefotaxime 
c 
 S  (0.03) R  (> 8) S  (0.03) R  (0.5) R  (0.5) R  (0.5) 

Cefoxitin 
 c
 S  (4) R  (16) S  (4) R  (8-32) R  (16) R  (32-128) 

Ceftazidime 
c 
 S  (0.125) R  (8) S  (0.125) R  (1-4) R  (1) R  (1) 

Ceftiofur
 c
 S  (0.25) R  (> 8) S  (0.25) R  (1-8) R  (1) R  (1) 

Cefuroxime 
c 
 S  (2) R  (> 32) S  (2) R  (16-32) R  (8-16) R  (16-32) 

Nalidixic acid
 d
 S  (4) R  (256) S  (4) S  (4) S  (4) S  (4) 

Streptomycin 
d
 S  (2) R  (128) S  (2) S  (2) S  (2) S  (2) 

Sulfamethoxazole 
d
 S  (8) R  (> 512) S  (8) S  (4-8) S  (4-8) S  (4-8) 

Tetracycline 
d
 S  (1) R  (64) S  (1) S  (2-4) S  (2) S  (4) 

Trimethoprim 
d 
 S  (0.5) R  (> 64) S  (0.5) S  (0.5) S  (0.5-2) S  (1) 

Trimethoprim/ 

Sulfamethoxazole 
d
 

S  (< 1) R  (> 16) S  (< 1) S  (1) S  (1) S  (1) 

 

a   
Five of 15 E. coli J5 transconjugants isolated from animals treated with water (control), cefixime or cefixime/clavulanic acid were tested 

to determine the MICs of  antibiotics.
 

 b
  Minimal inhibitory concentrations (MICs) expressed in µg/ml are indicated in parentheses. 

 c d Strains are classified as susceptible (S) or resistant (R) on the basis of EUCAST
c 
or CLSI

d 
criteria. 
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OBJECTIF   

 

Au cours d’une antibiothérapie, l’acquisition de déterminant de la résistance et la 

sélection de sous-populations résistantes chez un patient initialement infecté par une souche 

sensible, présente un important problème. Le but de cette étude est d’évaluer les paramètres 

pharmacocinétiques et pharmacodynamiques du céfixime vis-à-vis de souches 

d’Escherichia coli sensibles au céfixime, Salmonella enterica Virchow  et des souches E. 

coli ayant acquis un gène de résistance au céfixime par conjugaison in vivo. 

   

MATERIELS ET METHODES 

 

L’activité bactéricide du céfixime est déterminée selon la technique des cinétiques 

de bactéricidie vis-à-vis de dix souches bactériennes de sensibilité distinctes : S. enterica 

Virchow résistante au céfixime (CMI, 8 mg/l), E. coli J5 sensible au céfixime (CMI, 0.125 

mg/l) et huit souches d’E. coli J5 résistante au céfixime (CMI, 4-8 mg/l). Les 

transconjugants E. coli J5 proviennent des prélèvements issus de la phase expérimentale de 

l’article 1. Les cinétiques de bactéricidie ont été déterminées par la technique de 

microdilution. Douze concentrations de céfixime ont été testées dont trois au dessous de la 

CMI et 8 au dessus de la CMI des souches. Les dénombrements bactériens sont effectués à 

0, 2, 4, 6, 8 et 24 h. 

L’étude pharmacocinétique du céfixime a été réalisée sur 6 rats avec un cathéter 

placé dans la veine fémorale gauche (Annexe 2). Le plan expérimental a été un cross-over 

avec un temps de wash-out de 4 jours. Chaque rat a reçu 4 mg/kg de céfixime par voie 

orale et par voie intraveineuse. Les prélèvements de sang ont été réalisés via le cathéter et 

transvasés dans un tube hépariné à 0, 0.05, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 6, 8, 24 h après 

l’administration par voie intraveineuse et 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 6, 8, et 24 h après 

l’administration par voie orale. Les concentrations plasmatiques de céfixime ont été 

déterminées par CL-MS après extraction. Les concentrations plasmatiques de céfixime en 

fonction du temps ont été analysées à l’aide d’une approche non compartimentale. 

Le temps pendant lequel la concentration plasmatique du céfixime est au dessus de la CMI 

(T>CMI) est calculée pour chaque rat. Une simulation des T>CMI est également réalisée 

avec différentes posologies : 4 mg/kg toutes les 8 h, 10 h, 12 h. 
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RESULTATS 

 

Avec la souche E. coli J5, un effet bactéricide du céfixime est obtenu à partir de 1 

mg/l, avec une baisse de 7 log10 à 24h. Avec S. enterica Virchow et les transconjugants E. 

coli J5, le céfixime doit être en contact avec la bactérie à une concentration de 1 024 mg/l 

et 16 mg/l, respectivement, pour exercer un effet bactéricide. L’activité bactéricide du 

céfixime est définie comme temps-dépendent. 

Suite à l’administration de 4 mg/kg de céfixime per os, un pic des concentrations 

plasmatiques de 1.5 mg/l est atteint à 1.7 h. La biodisponibilité absolue est de l’ordre de 25 

%. 

Lorsque les rats reçoivent 4 mg/kg de céfixime par voie orale, le T>CMI vis-à-vis de la 

souche sensible E. coli J5 atteint 48 %. Pour les posologies de 4 mg/kg toutes les 8 h, 10 h, 

12 h, les T>CMI sont approximativement de 85 %. Concernant les souches résistantes, la 

concentration maximale de céfixime atteinte dans le plasma après une administration orale 

est insuffisante pour permettre de mesurer le T>CMI. 

 

 

CONCLUSION 

 

Ces résultats suggèrent que le céfixime peut être efficace lorsque la bactérie cible 

est une souche sensible. Néanmoins, lorsque la souche pathogène est résistante ou acquiert 

la résistance au cours du traitement, la posologie de 4 mg/kg à 12 h d’intervalle est 

inadaptée. Une alternative serait l’augmentation de la dose, l’administration du céfixime 

par voie intraveineuse ou encore l’administration du céfixime combiné avec de l’acide 

clavulanique.  
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Abstract 

 

Acquisition of a resistance determinant and the selection of resistant subpopulations 

during treatment of patient initially infected by susceptible strain present an important 

problem. The aim of this study was to investigate the pharmacokinetic/pharmacodynamic 

indices of cefixime against cefixime-resistant Salmonella enterica Virchow, cefixime-

susceptible Escherichia coli and eight resistant-cefixime E. coli transconjugants acquiring 

the cefixime resistance determinant by conjugal transfer in vivo. Bactericidal activity of 

cefixime was tested in time-kill experiment and related to the pharmacokinetic profile of 

oral cephalosporin cefixime in animal model of rat and compared to human. The time 

above MIC (T>MIC) for cefixime at 4 mg/kg against E. coli (MIC, 0.125 mg/l) was 48 % 

and for a regimen of 4 mg every 8, 10 and 12 h T>MIC was approximately 85 %. For S. 

enterica Virchow (MIC, 8 mg/l) and E. coli transconjugants (MIC, 4 to 8 mg/l), T>MIC 

was 0%. These data suggest that cefixime selection of resistant bacteria may easily occur if 

dosing regimens are only targeted toward fully susceptible strains.  
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1. Introduction 

 

The rapid dissemination of antibiotic resistance in bacteria, combined with a 

decreasing interest from the pharmaceutical industry in developing new antibiotics, has 

created a major public health problem. As a result, activities to maintain the effects of 

existing antibiotics and thereby prolong their useful life span have a high priority. 

However, the knowledge of how to use existing antibiotics to minimize the emergence and 

selection of resistance without compromising efficacy is today inadequate. Among the 

most frequently used antibiotics to treat severe infections caused by Gram-negative 

pathogens are β-lactams, such as penicillins and cephalosporins.  

After the introduction of extended spectrum cephalosporin for clinical use, plasmid-

mediated extended spectrum β-lactamase (ESBL) enzyme was described. Until the late 

1990s, TEM and SHV types were the predominant ESBLs. Horizontal transfer of resistance 

genes led to a rapid interspecies spread of resistance, and today, CTX-M is the most 

prevalent plasmid-mediated ESBL found in gram-negative organisms [1-3]. The ability of 

this resistance determinant to transfer between bacteria during treatment of patient initially 

infected by susceptible strain represents an important problem of public heath. A case of 

treatment failure due to the emergence of resistance to ceftriaxone in Salmonella enterica 

serotype Anatum was reported by Su et al. [4]. The emergence of resistance to ceftriaxone 

in S. enterica serotype Anatum during the ceftriaxone treatment was due to the in vivo 

acquisition of a plasmid containing the blaCTX-M-3 gene and caused the treatment failure in 

this patient. In hospital and community-acquired infections, antibiotic is often prescribed 

empirically and prior to laboratory identification including ESBL production. For this 

reason, the prolonged bacterial exposure to sub-optimal antibiotic may select and favour 

colonization of resistance bacteria. Several studies of animals and in vitro models have 

examined the effect of different dosing regimens in order to suppress the resistant 

subpopulations [5,6]. For β-lactam antibiotics, currently the pharmacodynamic indices 

predicting the efficacy of bacterial killing are the duration of time with concentration 

higher than the minimal inhibitory concentration (MIC) (T>MIC) [7,8]. Nevertheless, the 

efficacy predictive was often determined with susceptible strains and necessitates to assess 

in presence of resistance strains. The aim of this investigation was to describe the 

pharmacokinetic profile of oral cephalosporin cefixime and the bactericidal activity of 

cefixime against cefixime-resistant Salmonella enterica Virchow, cefixime-susceptible 
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Escherichia coli and resistant-cefixime E. coli acquiring the cefixime resistance by 

conjugal transfer in vivo.  
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2. Materials and methods 

 

2.1. Bacterial strains 

 

 The ten different bacterial strains used in our experiment are listed in table 1. 

Recipient Escherichia coli J5 was rifampicin-resistant and cefixime susceptible. The donor 

Salmonella enterica Virchow strain harbouring a plasmid mediated blaCTX-M-9 gene was 

resistant to cefixime and susceptible to rifampicin [9]. Eight cefixime and rifampicin 

resistant E. coli J5 (p3464b) transconjugants were obtained from the in vivo conjugation 

experiment. The detailed transfer study protocol has been described previously (article 1). 

Briefly, ten rats were inoculated orally with 10
8 

CFU of recipient E. coli J5 strains and one 

week later, with 10
8 

CFU of donor S. enterica Virchow strains. One week after the 

inoculation of the donor strain, five animals were orally treated with cefixime (4 mg/kg 

body weight) twice daily for 8 days. The control group of five animals was given the sterile 

water. Fresh fecal samples were collected from each rat before and after treatment. The 10-

fold appropriate serial dilutions of the fecal samples were plated on selective agar media 

for donor, recipient and transconjugants enumeration. Four E. coli J5 (p3464b) 

transconjugants were isolated from fecal rats 7 days after treatment with cefixime and four 

transconjugants were obtained from control group.  

 

2.2. Antibiotic  

 

Experiments carried out in the pharmacodynamic and pharmacokinetic studies 

excepted the oral administration, were performed using cefixime trihydrate obtained from 

Sigma-Aldrich, France. The antibiotic was dissolved in phosphate buffer (pH 7.2, 0.1M) on 

the day of use and diluted in phosphate buffer or Mueller-Hinton Broth (MHB). For the 

pharmacokinetic study, cefixime speciality (Oroken 100 mg, Sanofi-Aventis, France) was 

used for the oral administration. The antibiotic was reconstituted according to the 

manufacturer’s instructions by adding water to obtain a concentration of 20 g/L and stored 

at 21°C for one week.  

 

2.3. Microbiological data 
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 The MIC of cefixime was determined by application on an E-test strip on Mueller 

Hinton agar according to the instructions of the manufactured (AB BIODISK, Sweden) and 

interpretative criteria proposed by CLSI [10]. E. coli ATCC 25922 was used as quality 

control.  

The killing curves were determined using the microdilution method with a final 

broth volume of 1 ml. Each strain was grown in MHB at 37°C for 24 h. The overnight 

culture of bacteria was calibrated with 0.5 Mc Farland standard and inoculated in MHB to 

obtain a final concentration of 10
7
 CFU/ml. The range antibiotic concentrations tested were 

determined in order to observe the effect of twelve different concentrations including three 

concentrations below and eight concentrations above the CMI. Immediately after 

inoculation, a 100 µl aliquot of antibiotic was added to 900 µl of the bacterial suspension. 

All tubes were incubated at 37°C, and sampling for colony count was performed at 0, 2, 4, 

6, 8 and 24 h. Viable counts in suspensions were determined in triplicate on MHB 

supplemented with activated charcoal and magnesium sulphate. The log10 of counts in 

CFU/ml was plotted against time for each concentration of cefixime tested. A bactericidal 

effect was defined as a decrease of ≥ 3 log10 (99.99 %) in the number of strains observed in 

control assay. Killing rates were obtained by linear regression over log transformed CFU 

counts versus time during the earliest period of 6 h.  

 

2.4. Animals and experimental design 

 

 Animal experiments were performed according to the French law and followed 

ethical and welfare recommendations. A cross-over design corresponding at a successive 

treatment to the same animal was used in the present experiment. Six male Sprague Dawley 

rats (250 g) with a polyethylene catheter placed in the left femoral vein were obtained from 

Janvier, France. Ten days after their arrival, individual body weights were determined on 

the day before test article administration (day-1) in order to calculate individual doses. On 

the day of dosing (day 0), the group A (3 rats) were treated per os (p.o.) with Oroken at 4 

mg/kg BW. The group B (3 rats) received by intravenous (i.v.) route  via the femoral 

catheter, 4 mg/kg BW of cefixime trihydrate. Samples of blood (~ 200 µl) in both  groups 

were obtained from  catheter implanted in the left femoral vein by puncture and collected in 

glass vacuum tubes containing sodium heparin (Becton Dickinson, Grenoble, France) at 

0.05, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 6, 8 and 24 h post-administration (i.v.) and 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 6, 8, 
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and 24 h post-administration (p.o.). The blood samples were chilled in wet ice and 

centrifuged within 1 h of collection at 3000 × g for 10 min. The plasma was removed and 

stored below −20°C until analysis. In a cross-over design, a wash out period of 10 times the 

terminal half-life (3.5 h) [11] i.e. 2 days was required to avoid any differential carry-over. 

In this way, four days after the last blood sample, group A was treated by intravenous 

injection with 4 mg/kg BW of cefixime  while group B received by gavage 4 mg/kg BW of 

Oroken. The blood sampling procedure was performed as in first period. 

 

2.5. Determination of cefixime concentrations 

 

An antibiotic concentration was determined by liquid chromatography-mass 

spectrometry (LC-MS) method adapted from Meng et al. [12]. To a 0.2 ml aliquot of 

plasma sample, 10 μl of internal standard (10 mg/l cephalexin (Sigma, France)) and 100 μl 

of methanol were added. The sample mixture was deproteinized with 300 µl of acetonitrile 

and vortex-mixed for approximate 20 s, allowed to stand for 5 min, and the precipitate was 

removed by centrifugation at 20,000 × g for 10 min at 4°C. Then 200 μl of supernatant was 

transferred and evaporated to dryness at 40 °C under a gentle stream of azote. The dry 

residue was reconstituted in 200 μl of the mobile phase, and then vortex-mixed. The 

solution was removed by centrifugation at 20,000 × g for 5 min at 20°C. The surnageant 

phase resultant was injected onto the LC–MS system for analysis. The method was 

validated between 20 and 10,000 ng/l. The lower limit of quantification (LOQ) was 20 ng/l. 

The repeatability (intra-assay precision) was 2.25 % and 1.01 % for Quality Control (QC) 

samples at 20 and 10,000 ng/l, respectively. The intermediate precision (inter-assay 

precision) was 2.30 % and 1.44 % for the QC samples at 20 and 10,000 ng/l. The antibiotic 

stability was investigated for under experimental condition. Dilutions of cefixime (8 mg/l) 

in sterile broth were incubated at 37°C for 24 h. Samples were collected after 0, 0.25, 0.5, 

1, 2, 4 and 24 h, and concentrations were determined as described above. Degradation of 

cefixime in sterile water, phosphate buffer and sterile broth was not observed.  

 

2.6. Pharmacokinetic analysis 
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 Both compartmental and statistical moment approaches were used for analysis 

plasma concentration. These analysis were performed with WinNonlin 5.2 (Pharsight, 

Mountain View, CA, USA). 

 

2.6.1. Compartmental analysis 

 

 Plasma concentration versus time after i.v. or p.o. drug administrations were fitted 

with poly-exponential equation and the model corresponding was selected by application of 

Akaike's Information Criterion [13]. The parameters were estimated by non-linear 

regression. The data points were weighted with the inverse of the squared fitted value. For 

oral administration the presence of lag-time was tested. Secondary parameters as 

elimination half-life, volumes and clearance were calculated by classical equations [14]. 

 

2.6.2. Statistical moment approach (SMA) 

  

The area under the curve AUC(0-last) was calculated using the linear trapezoidal rule 

with extrapolation to infinity. The extrapolation AUC(clast-inf) was performed using the 

following equation:  

 

 AUC(Clast-inf) = Clast / λiv            Equation (1) 

 

where Clast is the last observed blood concentration and iv the slope of the terminal phase. 

The terminal slope was estimated from the linear part of the terminal phase by at least four 

points and was accepted for a coefficient of determination (r
2
 >0.95). The extrapolated part 

of AUC was always < 10 % of the total area. The Mean Residence Time (MRT) was 

calculated using the linear trapezoidal rule between 0 and Clast or with extrapolation to 

infinity. Clearance and Vβ i.e the volume of distribution of the terminal phase were also 

estimated. 

For p.o. administration the observed maximum concentration (Cmax) and the corresponding 

time were obtained from the concentration-time profile and compared to those obtained in 

compartmental analysis. Bioavailability factor was defined according to the formula [15]:  

 

F = [(AUC(0-inf))p.o.  (Dose)i.v. / (AUC(0-inf))i.v.  (Dose)p.o. ]  100  Equation (2) 
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where (AUC(0-inf)p.o. or i.v. represents the area under concentration-time curve after oral or 

intravenous administration of  cefixime and (Dose)p.o. or  i.v. represents the really dose 

administered by oral or intravenous route. From MRT(o-inf), the mean absorption time 

(MAT) was calculated by the following equation (3):  

 

 MAT(o-inf)  = MRT po (o-inf)  – MRTiv (o-inf)      Equation (3) 

 

2.7. PK-PD simulation analysis 

 

 The best model obtained from described the plasma concentration vs time profile 

after oral administration was used to simulate plasma concentration-time profiles for 

different dosing regimen of cefixime: 4 mg every 8h (q8), every 10h (q10) and every 12h 

(q12). These profiles were therefore combined with pharmacodynamic parameters obtained 

from sensible or resistant bacteria. The pharmacodynamic parameters used was the 

percentage time above the MIC in 24h (% T > MIC) as recommended by some authors 

[7,8,16]. % T > MIC was determined for each dosage regimen (4 mg q8, q10, q12).  

 

2.8. Statistical analysis 

 

 Pharmacokinetic parameters are expressed as arithmetic mean and its standard 

deviation except for half-life where harmonic mean and it standard deviation was 

calculated [17]. The statistical analysis was conducted using SYSTAT Version 12.0 for 

Windows. The pharmacokinetic parameters were compared with parameters of human 

obtained from the medical literature [18]. Although the lack of raw data, comparison of 

human and rat parameters was performed by a t test comparison with a level of significance 

of 0.05.    
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3. Résults 

 

3.1. Pharmacokinetic analysis 

 

 The semi-logarithmic plots of the mean  standard deviation for plasma 

concentrations vs time of cefixime after intravenous and oral administration are shown in 

figure 1. For i.v. administration a tri-exponential equation was selected:  

)3exp(3)2exp(2)1exp(1)( tYtYtYtC     Equation (4)  

 

where C(t) is the cefixime concentration at time t;  Y1, Y2 and Y3 the extrapolated value to 

time 0 of the first, second and third phases of cefixime concentration disposition and 1,  

2, 3 are the slopes of first , second and third phases of disposition, respectively. 

From these primary parameters the classical parameters were calculated and 

reported in table 2. The total clearance was estimated to 0.19 ± 0.12 l/h/kg. The steady state 

volume of distribution (Vss) was 1.27 ± 1.2 l/kg. The terminal half life (t1/23) was 4.6 ± 

22.48 h and MRT was 8.31 ± 7.50 h. From statistical moment approach the total clearance 

was estimated at 0.18 ± 0.12 l/h/kg, Vss at 0.40  0.24 l/kg and t1/23 at 4.0  6.75 h.  No 

statistically differences were observed after comparison of parameters obtained by 

compartmental analysis or by statistical moment approach. However the variability is less 

high when parameters are estimated by statistical moment approaches. 

After oral administration two of six animals had the plasma concentration vs time 

best described by two exponential equations with lag-time (eq. 5). For the rest of animals 

concentration profiles were described by tri-exponential equation with lag time (eq .6). 

 ))(exp())(1exp(
)1(

)( lagttkalagtt
kadV

aFDk
tC 


 


      Equation (5) 

 ))(exp()21())(2exp(2))(1exp(1)( lagttkaYYlagttYlagttYtC  

 Equation (6) 

 

From compartmental analysis the maximum concentration (Cmax) was 1.17  0.67 

mg/l at occurring time of 1.66  0.63 h. These values were no significantly different from 

data obtained by statistical moment approach i.e. 1.49  0.80 mg/l and 1.69  0.53 h 

respectively. The absorption half-life and the terminal half-life were 0.52  0.81 h and 2.21 
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 1.96 h, respectively. From statistical moment approach, terminal half-life was not 

different (2.34  3.10 h) when it is compared to the terminal half-life obtained from 

compartmental analysis. No statistical difference was observed between terminal half-life 

from i.v. administration and terminal half-life from p.o. administration. MRT was estimated 

4.27  1.38 h and MAT was 1.42  2.70 h. The absolute bioavailability was 22  10 % 

from compartmental analysis and 25  12 % from SMA and was not significantly different. 

Pharmacokinetic parameters obtained from statistical moment approach in rats and humans 

that received by i.v. route and by oral administration a dose of 200 mg of cefixime (table 3) 

[18] have been compared. Statistical differences were clearly observed for AUC and 

volume of distribution but not for elimination half-life, clearance, and bioavailability 

between rats and humans. 

 

3.2. Antibiotic susceptibility and time-kill curves  

 

The susceptibility patterns of the 10 Enterobacteriaceae including one cefixime-

susceptible (MICcefixime = 0.125 mg/l) and nine cefixime-resistant stains (MICcefixime = 4-8 

mg/l) were reported in table 1. With S. enterica Virchow and E. coli J5 (p3464b) 

transconjugant, the plotting of killing curves shows a slow killing rate, and cefixime must 

be in contact with the bacteria at a concentration always 1024 mg/l with regrowth at 8 h 

and 16 mg/l to exert an bactericidal effect, respectively. Cefixime behave like a time 

dependant antibiotic (figure 2a, 2c and 2d). For E. coli J5, although the concentration-effect 

relationship of cefixime is relatively concentration “independent”, there is a range of four à 

five times the MIC where the effect increases, while at slightly lower concentrations, some 

effect is still observed (figure 2b). The bactericidal effect was obtained from 1 mg/l with a 

decreased of 7 log10 at 24 h.  

 

3.3. PK/PD target 

 

Single administration of 4 mg/kg BW of cefixime p.o. yielded a T > MIC of 48.41 

% for the susceptible strain E. coli J5. With a dosing regimen of 4 mg/kg BW of cefixime 

every 8, 10 or 12 h, T > MIC prediction attained 85.91, 87.50, 85.54 %. For the resistant 
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strain S. enterica Virchow and E. coli J5 (p3464b) transconjugant, the systemic 

concentration was always below the MIC.  

 

4. Discussion 

 

Cefixime was a broad-spectrum oral cephalosporin usually used in human medicine. 

In order to extrapolate cefixime efficacy in human, the pharmacokinetic cefixime obtained 

in rat was carefully compared with pharmacokinetic data of human published by Duverne 

et al. [18] for oral medication at 200 mg of cefixime i.e. 2.70 mg/kg BW. After oral or 

intravenous administration, the most important pharmacokinetic parameters accounted for 

by difference species are the bioavailability, systemic clearance and the protein binding. 

According to the literature, the binding protein was unchanged in human (63 %) and rat 

model (61 %) [19]. With regard to cefixime parameters, our results are comparable to those 

obtained in human by other authors, regardless of the oral route at therapeutic dose. In rat, 

cefixime is low absorbed with a bioavailability of 25.4  12.6 % in accordance with the 

cefixime absorption in human (31.5  6.3 %) [18]. The peak of concentration observed (1.5 

 0.8 mg/l) was also equivalent with those observed in human (2.5  0.4 mg/l). In human 

medicine, cefixime was considered as an effective orally active cephalosporin with a 

relatively long elimination half-life permitting a simplified treatment regimen. In the 

present experiment, the plasma half-life calculated was about 4 h (versus 3.3 h in human 

medicine) but was higher than that previously after a 100 mg/kg oral administration in rat 

(2.3 h) [19]. After i.v. injection, the mean values of drug clearance calculated was slightly 

higher in rat than systemic clearance in human (0.18  0.12 versus 0.05  0.01 l/h.kg) even 

so the statistical analyses permit to conclude to the significant equivalence. Nevertheless, 

the systemic exposure measured by the AUC was 60 % lower for cefixime in rat than those 

reported in human. This result may be explained by the volume of distribution eight time 

superior in rat compared in human. An other reason may be the high excretion of cefixime 

in the bile of human (5 % of the dose) and rat (0.23 % of the dose) as previously described 

[19,20]. From the bacterial time-kill curves in experiments, for all strains, it can be seen 

that the rate of bacterial killing did not increase much as the antibiotic concentrations 

increased. These findings are consistent with the statement that β-lactam reach the 

saturation killing rate at low multiples of the MIC usually around four to five times the 
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MIC. Concentrations above these values do not kill the organisms any faster or more 

extensively. Thus, the extent of killing in this pattern of bactericidal activity is largely 

dependent on the time of exposure [21,22]. However, a disparity in bactericidal effect was 

observed for S. enterica Virchow (> 1024 mg/l) and E. coli J5 (p3464b) transconjugant (16 

mg/l) strains although the MIC of cefixime and the resistance gene were identical in both 

strains.  

One aim of these analyses was to examine the achieving PK-PD targets associated 

with cefixime agents against cefixime-susceptible E. coli J5 and E. coli transconjugants 

acquiring the ESBL resistance gene by conjugal transfer. As the result clearly 

demonstrates, the mean of time above MIC exceed at least 40% of the 24 h dosing period 

for susceptible E. coli strain with all regimens tested. Furthermore, all regimen including 

conventional regimen provided any % T>CMIC for resistant strains for which the MIC was 

4 or 8 mg/l. Indeed, plasma concentrations of cefixime are below the MIC for more 50 % 

of the dosing interval. For many oral cephalosporins such as cefixime,  peak plasma 

concentration following a 200 mg dose is approximately 2.0 mg/l, so the low drug available 

impacts on interaction with the organism, especially if the organism has relatively higher 

MIC values (4 or 8 mg/l). In accordance with these findings, Auckenthaler et al. shown that 

the time that plasma concentrations of cefixime and cefaclor exceed MIC90 for penicillin-

susceptible Streptococcus pneumoniae (MIC90 = 1 mg/l) occurred 48 and 49 % whereas 

T>MIC90 varied from 0 to 48 % for penicillin-intermediate strains of S. pneumoniae, 

respectively [23]. It is likely therefore that, under the assumption of this model, these 

cephalosporins would be clinically ineffective with regard to the resistant or intermediary 

strain in question. In this same context, Owens et al. described also that T>MIC did not 

predict the duration of plasma bactericidal titters for cefixime against Streptococcus 

pneumoniae and Moraxella catarrhalis which the MIC was superior to 0.5 mg/l [24]. On 

the contrary, Andes et al. studied the impact of ESBL production in E. coli and K. 

pneumoniae on the activity of oral cephalosporin cefepime in the neutropenic murine-thigh 

model of infection. The observation was that ESBL production in E. coli and K. 

pneumoniae strains had no impact upon the T>MIC necessary for in vivo cefepime efficacy 

[25]. In time-kill experiment, Bedenic et al. [26] concluded also that older cephalosporin 

may be considered efficient for the therapy of infections caused by E. coli producing broad-

spectrum β-lactamase such as TEM-1, TEM-2 or SHV-1. 
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In conclusion, the increasing prevalence of ESBL-producing strains is of clinical 

concern. Our analyses demonstrate that ESBL-producing S. enterica Virchow and E. coli 

have a MIC for cefixime above the peak plasma concentration of cefixime. ESBL 

production in and of itself could be predictive of efficacy and cefixime could appear to be 

less reliable at least against the strains producing ESBL. In all case, the choice of cefixime 

in community or hospital acquired infection should seem to appropriate for the treatment of 

infectious due to susceptible strain. The systematic laboratory identification could be 

recommended in order to increase the therapeutic success rate.  
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Table 1. Origin of bacteria strains tested and respective MICcefixime values  

Bacteria species (number of strains) Origin MICcefixime (mg/l) Reference 

Salmonella enterica Virchow 3464b (n = 1) poultry environment 8 [9] 

Escherichia coli J5 (n = 1) Laboratory 0.125 [9] 

E. coli J5 (p3464b) transconjugant (n = 4) in vivo transfer without cefixime 4 – 8 our laboratory 

E. coli J5 (p3464b) transconjugant (n = 4) in vivo transfer with cefixime 4 – 8 our laboratory 
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Table 2. Mean Pharmacokinetic parameters of cefixime obtained in rats (n = 6) after 

administration of cefixime by intravenous (i.v.) and per os (p.o.) administrations. 

 

Tlag: lag time for absorption; Tmax, time to maximum concentration of cefixime in plasma;  

Cmax, peak concentration of cefixime in plasma; AUC0-inf: area under the plasma 

concentration-time curve from 0 to infinity; AUCextr: area extrapoled between Clast and 

infinity;  t1/2 absorption: half-life of absorption  ;  t1/2 3: half-life of the terminal phase; ClT: 

total plasma clearance: Vss: steady state volume of distribution; Vβ : volume of distribution 

for the terminal phase; MRT0-inf: Mean resident time between 0 and infinity; MAT0-inf: 

Mean absorption time between 0 and infinity; F: absolute bioavailability. 

 

Parametera Unit 

i.v. p.o. 

Compartmental 

analysis 

Statistical moment 

approach 

Compartmental 

analysis 

Statistical moment 

approach 

Tlag h - - 0.22  0.23 - 

Tmax h - - 1.66  0.63 1.69  0.53 

Cmax mg/l - - 1.17  0.67 1.49  0.80 

AUC0-inf mg.h/l 26.8   12.33 27.5  12.4b 6.52  4.55 7.32  5.60 

AUC extr % - 3.22  3.27 - 3.96  5.61 

t1/2 absorption h - - 0.52  0.81 - 

t1/2 3 h 4.6  22.48 4.0  6.75 2.21  1.96 2.34  3.10 

ClT l/h.kg 0.19  0.12 0.18  0.12 - - 

Vss l/kg 1.27  1.2 0.40  0.24 - - 

Vβ l/kg 3.88  3.89 1.77  1.16 - - 

MRT0- inf h 8.31  7.5 2.85  2.1 - 4.27  1.38 

MAT0- inf h - - - 1.42  2.70 

F % - - 22.8  10.3 25.4  12.6 
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Table 3. Comparison of pharmacokinetic parameters after i.v. administration or oral 

administration of cefixime in rat and human. Parameters are determined by statistical 

moment approach. 

 

a
 Cmax, Tmax, AUC0-inf,  t1/2 3, ClT, F, Vβ are defined in table 2. 

b 
values are means  SD. 

c  
cefixime

 
dose noted in parentheses. 

d 
 pharmacokinetic parameters of cefixime obtained from Duverne et al. report [18]. 200 

mg/kg corresponding at a dose of 2.70 mg/kg for a mean bodyweight of 74 kg. 

Parametera Unit 
i.v  p.o.  

Rat (4 mg/kg) c Human (200 mg)d  Rat (4 mg/kg) c Human (200 mg)d 

Cmax mg/l -  1.5  0.8 2.5  0.4 

Tmax H -  1.7  0.5 3.7  0.7 

AUC0-inf mg.h/l 27.5  12.4b 53.5  8.0 7.3  5.6 18.2  3.8 

t1/2 3 H 4.0   6.75 3.3  0.4 2.3  3.1 3.3  0.4 

ClT l/h.kg 0.18  0.12 0.05  0.01 - - 

Vβ l/kg 1.77  1.16 0.22  0.03 - - 

F % -  25.4  12.6- 31.5  6.3 
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Figure 1. Semi-logarithmic plot of cefixime plasma concentration profile after 

single administration of cefixime at 4 mg/kg by intravenous route (black square)  and after 

single oral administration of Oroken (cefixime speciality) at dose of 4 mg/kg (white 

square). Each point represents the arithmetic mean  SD (n=6). The LOQ was determined 

at 20 ng/l. 
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Figure 2. Time-kill curves of cefixime against (a) cefixime-resistant donor S. 

enterica Virchow (MICcefixime = 8 mg/l), (b) cefixime-susceptible recipient E. coli J5 

(MICcefixime = 0.125 mg/l), (c) one clone representative of cefixime-resistant E. coli J5 

(p3464b) (MICcefixime = 8 mg/l) isolated from feces of rat treated at the therapeutic dose of 

cefixime and (d) one clone representative of cefixime-resistant E. coli J5 (p3464b) 

(MICcefixime = 8 mg/l) isolated from control group feces. 
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Depuis presque 20 ans, les microbiologistes ont tenté d’alerter la communauté 

médicale sur l’émergence de la résistance aux antibiotiques et le risque qu’elle représentait. 

Cependant, sans doute peu crédibles par leur tout in vitro in veritas, et pas assez « 

evidence-based medecine », il a fallu que le cri d’alerte contre l’utilisation anarchique des 

antibiotiques et leurs conséquences soit poussé par les autorités. Longtemps confinée aux 

hôpitaux, la dissémination de la résistance aux antibiotiques atteint désormais les bactéries 

responsables d’infections communautaires. Les études épidémiologiques ou molécularistes, 

de plus en plus nombreuses, rapportent également l’existence d’un potentiel transfert de 

gène de résistance, notamment entre l’animal et l’homme. Concernant les BLSE, la 

contamination via l’alimentation a largement été mise en cause, néanmoins, peu de souches 

productrices de BLSE d’origine animale ont été signalées, tandis que ces enzymes sont 

fréquemment détectées dans les isolats humains. Il n’y a pas de lien prouvé entre le portage 

animal et les infections humaines.  

La mise en évidence du transfert de gène dans des conditions in vivo est aujourd’hui peu 

documentée. La complexité du phénomène réside essentiellement dans la capacité 

à distinguer les flux de gènes du flux bactérien et dissocier les écosystèmes et les 

mécanismes de résistance d’origine humaine et d’origine animale. De plus, il faut souligner 

que l’existence de ces flux de gènes, quelqu’en soient les modalités (via l’environnement, 

via la transmission directe ou via l’alimentation), peut être influencée par l’avantage 

écologique des souches résistantes du à l’exposition aux antibiotiques. Ainsi, compte tenu 

du manque de données dans la littérature concernant le potentiel transfert de gènes de 

résistances in vivo entre des bactéries d’origine animale et les bactéries d’origine humaine, 

l’objectif de cette thèse était d’évaluer 1) le transfert du gène blaCTX-M-9 entre une souche 

d’origine animale, Salmonella enterica Virchow, et les entérobactéries de la flore humaine 

2) l’impact d’un traitement au céfixime sur le transfert du gène et 3) les paramètres PK-PD 

du céfixime vis-à-vis de souches productrices de BLSE. 

 

 

INTERET DU MODELE EXPERIMENTAL 

 

Parmi les bactéries zoonotiques, Salmonella spp. représente la cause la plus 

fréquente d’infections bactériennes d’origine alimentaire responsable d’environ 30 000 à 
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40 000 cas annuels confirmés selon l’Institut de Veille Sanitaire (12). Il s’agit de bactéries 

dont la colonisation asymptomatique est très répandue chez certains animaux d’élevage, 

alors que chez l’homme la présence de la bactérie est quasi systématiquement 

symptomatique. La transmission à l’homme se fait essentiellement par la consommation 

d’aliments contaminés comme la charcuterie, les viandes, les œufs et produits dérivés, les 

produits laitiers et les poissons. Chaque année, le Centre National de Référence reçoit 

environ 16 000 isolements ou signalements de salmonelles non-typhoïdes. En 2004, une 

alerte a été signalée en France suite à l’identification de souches de Salmonella enterica 

Virchow résistantes aux C3G, isolées de volailles et d’environnement d’élevage. La 

caractérisation de ces souches montra que le gène de résistance incriminé, le gène blaCTX-M-

9, était un gène porté par un  plasmide transférable in vitro à E. coli (235).  

Dans l’objectif d'évaluer l’efficacité du transfert de ce gène de résistance in vivo, 

deux modèles de rongeurs ont été utilisés : les rats dixéniques (modèle simple) et les rats à 

flore intestinale humaine (modèle complexe). Les rats axéniques sont des animaux 

dépourvus de germes, élevés depuis leur naissance dans un environnement stérile. Lorsque 

les rats axéniques sont inoculés avec une ou plusieurs souches ils deviennent des rats 

gnotoxéniques ou gnotobiotiques (du latin gnotos = connu). Dans un contexte d’échanges 

de gènes, le modèle de rat dixénique (deux souches) à l’avantage de favoriser la 

colonisation et l’implantation des bactéries cibles (donneur et récepteur) du fait de 

l’absence de résistance à la colonisation (flore de barrière). Il permet ainsi d’amplifier le 

phénomène de transfert ainsi que l’effet de différents stress comme l’administration 

d’antibiotiques.  

Les rats associés à une flore humaine sont des rats axéniques inoculés par une 

flore fécale humaine. L’utilisation d’animaux conventionnels peut également être 

envisagée. Néanmoins, outre la différence de composition de la flore microbienne entre 

l’animal et l’homme (ex : absence d’E. coli dans le tractus digestif des rongeurs), les 

animaux conventionnels comme le porc, sont souvent naturellement porteurs 

d’entérobactéries résistantes. De ce fait, l’évaluation du transfert de gènes de résistance en 

lui-même serait difficile à apprécier. De plus, le modèle expérimental proposé a déjà 

montré son efficacité dans l'évaluation de la sécurité microbiologique des antibiotiques, 

comme la ciprofloxacine et la tétracycline lors d'un partenariat entre le laboratoire et la 

Food and Drug Administration (174, 175).  
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Les C3G sont des antibiotiques à large spectre dont la multiplicité des molécules a 

nécessité de prendre en considération un certain nombre de critères pharmacologiques et 

bactériologiques pour le choix du principe actif de l'étude. Une étude bibliographique a 

permis dans un premier temps de sélectionner des molécules d’intérêt selon leur utilisation 

en médecine humaine, leur voie d’administration, leur métabolisation, leur voie 

d’élimination, leur posologie et leur commercialisation. Nous nous sommes 

particulièrement intéressés aux C3G utilisées en médecine humaine dont la voie 

d’administration préconisée est la voie orale. Les deux principales molécules ciblées furent 

le cefixime et le cefpodoxime proxétil. Bien que le cefpodoxime proxétil présentait un 

intérêt particulier quant à son activité bactéricide vis-à-vis des souches S. enterica Virchow 

et E. coli J5, certaines caractéristiques métaboliques de la molécule se sont révélées 

limitantes. En effet, le cefpodoxime est une prodrogue, ce qui signifie que la molécule doit 

subir une bio-transformation pour que s’exerce son activité pharmacologique. Ainsi, après 

administration orale, le cefpodoxime proxétil est absorbé en milieu intestinal et rapidement 

hydrolysé par des estérases non-spécifiques, en cefpodoxime, un antibiotique bactéricide. 

De ce fait, de part l’indisponibilité du principe actif dans le commerce et la complexité de 

la mise en place d’une production du cefpodoxime au sein du laboratoire, la C3G retenue 

fut le céfixime. 

 

 

LE TRANSFERT DE GENES ENTRE SALMONELLA ENTERICA VIRCHOW ET 

ESCHERICHIA COLI  IN VITRO VERSUS IN VIVO CHEZ DES RATS AXENIQUES 

 

In vitro, le transfert du gène de résistance blaCTX-M-9 entre S. enterica Virchow et E. 

coli J5, a été confirmé avec une fréquence de transfert de ~ 10
-8

 transconjugants / donneurs 

(Article 1). D’après les données de la littérature, ce taux de transfert est relativement faible 

mais peut être expliqué par le fait que le transfert inter-espèce est souvent moins efficace 

que le transfert intra-espèce (124, 129, 151). Dans le modèle de rat axénique, la fréquence 

de transfert était de ~ 10
-5

 transconjugants / donneurs. Des résultats similaires ont été 

rapportés dans une étude récente de Feld et al, où le taux de transfert du plasmide de 

Lactococcus plantarum à Enterococcus faecalis était 3 à 4 log10 plus élevé dans le modèle 

gnotobiotique que in vitro (91). La dynamique exercée par les mouvements péristaltiques 



Discussion générale et perspectives 

159 
 

du tractus gastro-intestinal in vivo, permettrait un mélange constant et un contact étroit 

entre souches donneuses et réceptrices favorisant des taux de transfert plus élevés qu'in 

vitro. De plus, in vitro, la résistance à la streptomycine, la tétracycline, triméthoprime et le 

triméthoprime / sulphamethoxazole, est co-transférée chez les transconjugants. 

Etonnamment, ce co-transfert pas pas été détecté chez les transconjugants isolés lors de 

l’étude in vivo. Ces résultats ont déjà été observés par Novais et al, lors de la 

caractérisation de souches portant un intégron In60 contenant le gène blaCTX-M-9 (167). Les 

hypothèses avancées ont été l'inactivation des gènes, la présence de gènes silencieux ou 

encore le transfert non achevé du plasmide, mais sans confirmation.  

Ces premiers travaux démontrent que le taux de transfert est sous-estimé in vitro en 

comparaison au taux mesuré in vivo. Cependant, il est difficile de distinguer in vivo, le flux 

de gène de la multiplication des clones. D’après nos résultats, le temps de génération in 

vitro de Salmonella et E. coli était approximativement de 20 minutes tandis que le temps de 

doublement des transconjugants était de 38 min. En supposant que ce temps de génération 

soit le même dans le tractus digestif des rats, le taux de transfert plus élevé in vivo serait 

effectivement dû à l’augmentation des échanges de gènes de résistance dans ces conditions 

comme il est possible de l’observer dans un chemostat (138).  

 

 

LE TRANSFERT DE GENES DANS LA FLORE HUMAINE  

 

La microflore intestinale chez l’homme et l’animal inhibe la croissance de micro-

organismes potentiellement pathogènes par un mécanisme de défense appelé « résistance à 

la colonisation ». Afin d’évaluer le transfert du gène blaCTX-M-9 dans une flore complexe, S. 

enterica Virchow a été inoculée chez des rats associés à une flore fécale humaine (Article 

2). Dans nos conditions expérimentales, la diffusion du gène n’a pas été détectée chez les 

entérobactéries de la flore humaine. Ce résultat a également été rapporté par d’autres 

auteurs. Bourgeois-Nicolaos et al. montrèrent par exemple que le transfert du gène vanA de 

souches d’Enteroccus faecium à E. faecalis et à E. faecium dans un modèle de souris-AFH 

était indétectable (34). L’auteur supposait que la colonisation de la souche réceptrice était 

trop faible (6 log10 UFC/g de fécès d’entérocoques dont 10 % de E. faecium et 90 % de E. 

faecalis) pour permettre la détection du transfert de gène. Dans nos conditions, le niveau de 
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population des entérobactéries est approximativement de 7 log10 UFC/ g de fécès, ce qui, 

d’après les résultats observés dans le modèle de rat dixénique, devrait être suffisant pour 

observer un transfert de gène. Néanmoins, en présence d’une flore de barrière, les bactéries 

exogènes comme S. enterica Virchow, colonisent difficilement le tractus digestif du fait de 

la compétition avec la flore endogène hautement adaptée (73, 87). Ainsi, la souche 

donneuse inhibée et/ou excrétée avec le contenu fécal serait en quantité insuffisante pour 

permettre de détecter les transconjugants (< 2 log10 UFC/g de fécès) (138). Outre la 

résistance à la colonisation, la flore est capable d’excréter des métabolites inhibiteurs du 

transfert de gène ou de produire des substances inhibitrices comme les bactériocines ou 

autres molécules impliquées dans les phénomènes de « quorum sensing ». En effet, de 

récents travaux ont montré que Bifidobacterium pouvait inhiber le transfert du gène blaCTX-

M-15 par production de métabolites thermostables (159).  

Dans le tractus gastro-intestinal, la surface de l’épithélium est recouverte par une 

couche protectrice de mucus. Elle constitue également une barrière physique entre le tissu-

sous-jacent et les micro-organismes et leurs toxines. Ainsi, d’après Licht et al., le transfert 

de plasmides se produirait majoritairement dans le mucus de la paroi intestinale (138). 

Comme dans les biofilms, le transfert aurait lieu lors du contact initial entre les souches 

donneuses et réceptrices dans les couches supérieures du mucus mais serait limité avec les 

souches réceptrices des couches inférieures de mucus (138).  

L’ajout d’une souche réceptrice exogène en plus de la souche donneuse conduit à 

une apparition rapide de transconjugants dans les fécès de rats-AFH. Dans de telles 

conditions, le taux de transfert est élevé mais transitoire. En effet, les transconjugants ne 

sont plus détectés deux jours après leur apparition. Chez des volontaires sains, Lester et al. 

(21), ont observé qu’en l’absence de pression de sélection, le transfert du gène de résistance 

vanA entre une souche de E. faecium d'origine animale et les souches d’E. faecium 

endogènes de la flore humaine se produisait chez trois individus sur six. Dans leurs 

travaux, les transconjugants  n’étaient plus observés deux à quatre jours après l’inoculation 

de la souche donneuse. Ces résultats suggèrent que la composition individuelle de la flore 

intestinale, la présence de souches potentiellement réceptrices ou encore le spectre d’hôte 

des éléments génétiques mobile sont autant de facteurs influençant le transfert de gènes. 

Dans ce contexte, des travaux très récents ont rapporté que la mutation de certains gènes 

non-essentiels à la bactérie réceptrice tels que les gènes impliqués dans la voie de 
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biosynthèse du lipolysaccharide, pouvaient affecter la capacité de conjugaison de la souche 

(173). 

D’après l’électrophorèse en champs pulsé, tous les transconjugants seraient issus de 

la souche réceptrice E. coli J5. Néanmoins, d’après le gel d’électrophorèse, un pulsotype se 

distingue des autres par la présence d’un fragment de ~ 774 kb au lieu de ~ 677 kb pour les 

autres pulsotypes. Ce phénomène peut être expliqué par deux évènements : le premier est la 

conséquence d’une mutation ponctuelle dans le site de restriction de l’enzyme Bln I. Dans 

ce cas, nous devrions observer la perte de deux bandes et l’acquisition d’une bande dont la 

taille serait égale à la somme des deux bandes perdues soit ~ 774 kb. Or nous ne détectons 

que la perte du fragment de 677 kb. De ce fait, il s’agirait sans doute d’une insertion 

d’ADN exogène de ~ 97 kb. Ce phénomène peut effectivement être observé lors de 

l’intégration d’un élément génétique mobile comme les intégrons. Selon Fernandez et al., 

le gène blaCTX-M-9 est présent dans un intégron dont les cassettes de gènes ont été 

récemment  caractérisées (92). De ce fait, l’intégration chromosomique de cassettes de 

gènes de résistance semble plausible. Ces résultats doivent néanmoins être confirmés par 

Southern blot. L’identification et la quantification de l’intégration dans le génome de 

bactéries sensibles des intégrons véhiculant des cassettes de gènes de résistance tels que le 

gène blaCTX-M-9 seraient intéressante à vérifier dans la mesure où la mobilité de ces 

éléments génétiques mobiles est peu rapporté in vivo. 

 

 

IMPACT D’UNE PRESSION DE SELECTION SUR LE TRANSFERT DE GENE, LA 

SELECTION ET LA PERSISTANCE DE BACTERIES RESISTANTES 

 

Chez les rats dixéniques traités au céfixime, la fréquence de transfert entre S. 

enterica Virchow et E. coli J5 est comparable au taux de transfert mesuré dans le groupe 

témoin (~ 10
-5

 transconjugants / donneurs avant le traitement et douze jours après l’arrêt du 

traitement) (Article 1). Des résultats similaires ont été obtenus dans une étude montrant que 

le taux de transfert du plasmide conjugatif contenant le gène cmy-2 de S. enterica Newport 

à E. coli n’était pas augmenté lorsque les animaux étaient traités au ceftiofur (185). Pendant 

toute la durée du traitement au céfixime, le taux de transfert est très faible voire difficile à 

mesurer du fait de la diminution importante du niveau de population des transconjugants. 
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Ceci est corrélé avec une forte concentration de céfixime détectée dans les fécès excédant 

de 4 fois la CMI de S. enterica Virchow et des transconjugants. Il faut noter que la 

concentration de céfixime mesurée dans les fécès ne reflète pas nécessairement l’activité de 

l’antibiotique du fait des éventuelles liaisons de l’antibiotique au contenu fécal, le rendant 

indisponible. 

L’une des explications de la diminution prononcée des transconjugants par rapport 

aux souches donneuses serait le coût biologique exercé par l’acquisition et l’expression de 

la résistance chez les transconjugants (20). Une autre des explications concernerait l’effet 

population sur la sensibilité des souches. In vitro, la CMI est mesurée à l’aide d’un 

inoculum ajusté et standardisé alors que, dans le tractus digestif, le niveau des populations 

bactériennes fluctue et peut affecter la sensibilité des souches bactériennes vis-à-vis des 

C3G (31, 177). A titre d’exemple, lorsque l’inoculum est augmenté de 100 fois, le taux 

d’entérobactéries sensibles au céfépime est diminué de 98,6 % à 65 % (31).  

 

 

Chez les rats à flore humaine, les taux de transfert du gène blaCTX-M-9 entre S. 

enterica Virchow et les entérobactéries de la flore humaine ou la souche réceptrice E.coli 

J5 ne sont pas modifiés par le traitement au céfixime (Article 2). De même, l’antibiotique 

ne semble pas favoriser la colonisation des transconjugants dans le tractus digestif des rats 

traités. A contrario, les travaux de Duval-Iflah et al., montraient l’implantation des 

transconjugants à défaut des souches réceptrices dans le tractus de souris-AFH traitées à 

l’ampicilline (79). Ces résultats peuvent être expliqués par les facteurs propres à la souche 

réceptrice comme le pouvoir invasif de la bactérie et l’expression du niveau de la 

résistance. En effet, l’administration de céfixime favorise la sélection et la persistance de S. 

enterica Virchow dans la flore intestinale humaine. Des études sur la sélection et la 

persistance de la résistance aux antibiotiques de Salmonella spp. ont également indiqué que 

le traitement antibiotique augmentait la probabilité de colonisation de la souche dans le 

tube digestif (1, 30-32).  

D’un point de vu général, l’émergence de la résistance lors d’un traitement 

antibitique semble davantage liée à la sélection et la multiplication des bactéries résistantes 

plutôt qu’au transfert d’éléments de résistance. Pourtant, certains rapports montrent qu’une 

concentration d’antibiotique sub-inhibitrice vis-à-vis des souches réceptrices peut favoriser 

le transfert de gène de résistance. Nous avons effectivement observé ce phénomène lors de 
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tests de conjugaison in vitro (résultats non montrés). In vivo, à la suite d’une administration 

par voie orale ou parentérale, les concentrations en antibiotique varient au cours du temps. 

La période pendant laquelle les concentrations plasmatiques sont sub-inhibitrices et 

favorisent le transfert de gène, peuvent délimiter une fenêtre d’induction du transfert. 

Compte tenu des variations pharmacocinétiques de chaque molécule, la taille des fenêtres 

d’induction peut être variable au cours du temps mais aussi selon le site d’action. Dans 

l’optique de décrire ces fenêtres d’induction du transfert de gène, il serait intéressant de 

définir l’influence d’un traitement sur le transfert de gènes de résistance selon le site 

d’action (appareil urinaire, poumon, tractus digestif) ou encore selon les modalités 

d’administration (voie intraveineuse, orale ou intramusculaire).   

 

 

EXCRETION D’ANTIBIOTIQUES DANS LES FECES  

 

Chez les rats dixéniques traités au céfixime (4 mg/kg deux fois par jours, pendant 8 

jours), la concentration moyenne de céfixime retrouvée dans les fécès est de 37.2 mg/kg de 

fécès. Chez les rats à flore humaine, le céfixime n’a pas été détecté dans les fécès pendant 

toute la durée du traitement. Cette absence de détection a été attribuée à une dégradation de 

l'antibiotique dans les fécès de rats-AFH. Cependant, le céfixime a quand même eu une 

activité bactéricide puisque le nombre d'entérobactéries a diminué de 2 log10 UFC/g de 

fécès pendant la durée du traitement. Ces résultats sont comparables aux travaux de 

Chachaty et al. qui indiquaient que, pendant un traitement au céfixime à 200 mg deux fois 

par jours pendant 8 jours, le nombre d’entérobactéries diminuaient de 2 log10 UFC/g chez 

les individus présentant une activité β-lactamase dans leurs fécès et baissaient de 3 log10 

UFC/g chez les individus sans activité β-lactamase dans leurs fécès (55). Il montra 

également que chez des individus traités au céfixime, une activité antibiotique était 

retrouvée dans les fécès de quatre des six volontaires, même en présence de β-lactamases 

(56). Dans notre étude, une diminution comparable de la population d’entérobactéries a été 

observée chez les rats traités au céfixime/acide clavulanique. Ce phénomène peut être 

expliqué par la présence de souches productrices de β-lactamases en aval de la fenêtre 

d’action du céfixime. Des études préliminaires in vitro ont confirmé la présence de β-

lactamases dans les fécès. Afin de définir la zone d’inactivation de l’antibiotique, il serait 

pertinent d’identifier et de quantifier les espèces bactériennes productrices de ces enzymes 
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tout au long du tractus digestif. Ainsi, le développement d’inhibiteurs de β-lactamases 

actifs dans cette zone d’inhibition pourrait être envisagé. 

 

POSOLOGIE INADAPTEE  

 

L’efficacité antibactérienne d’un antibiotique est étroitement liée à ses 

caractéristiques pharmacocinétiques et pharmacodynamiques. La prise en considération des 

propriétés PK/PD du trio antibiotique/bactérie/hôte doit permettre de définir une posologie 

garantissant les meilleures chances d’efficacité, tout en prévenant l’apparition éventuelle 

d’effets indésirables et/ou de résistance. Néanmoins, des facteurs mécaniques influent sur 

la sensibilité des bactéries et peuvent modifier la pharmacodynamie (PD) de l'antibiotique 

comme l’effet inoculum, la présence de biofilm, la croissance lente de bactéries dans 

certaines conditions particulières ou encore la sensibilité réduite de certains micro-

organismes. La situation est d’autant plus complexe que la résistance peut être inhérente à 

la bactérie ou bien acquise et que la sensibilité de la bactérie peut être modifiée au cours du 

traitement. Plusieurs travaux ont rapporté l’échec thérapeutique associé au risque de voir se 

transformer en cours de traitement aux β-lactamines, une souche de bas niveau de 

résistance en une souche de haut niveau de résistance (212, 170, 194, 223).  

D’après nos résultats, ceci s’explique par les doses sub-optimales généralement 

utilisées lors des traitements empiriques. En effet, en présence des souches de salmonelles 

et des souches d’E. coli productrices de BLSE de type CTX-M-9, la détermination des 

paramètres PK/PD du céfixime vis-à-vis de ces souches bactériennes a permis de montrer 

que la posologie usuelle n’est pas adaptée en présence de telles souches chez des individus. 

Après l’administration orale de 4 mg/kg de céfixime chez l’homme ou  dans un modèle 

animal (rat), la concentration plasmatique maximale est de 2.5  0.4 ou 1.5  0.8 mg/l, 

respectivement. La concentration plasmatique prédite du céfixime après une administration 

de 4 mg/kg toutes les 8 h, 10 h ou 12 h, est de l’ordre 2 mg/l. Pour maintenir la 

concentration de céfixime au  moins égale à 40 % de l’intervalle de temps entre les deux 

administrations, la posologie de 4 mg/kg une fois par jour serait efficace contre des germes 

sensibles au céfixime (CMI < 0.5 mg/l). Néanmoins, comme l’exemple précédant nous l’a 

montré, le risque pour un pathogène, d’acquérir un mécanisme de résistance pendant un 

traitement est non négligeable. En effet, dans le cas de germes ayant une CMI > 1 mg/l, 
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suite à l’acquisition d’un plasmide contenant le gène blaCTX-M-9, l’antibiotique devrait être 

administré à plus forte dose ou dans le cas d’infections sévères par voie intraveineuse. Dans 

tous les cas, l’optimisation de la dose apparaît indispensable pour garantir l’efficacité du 

traitement et la minimisation de la sélection des bactéries résistantes. L’utilisation de 

combinaisons de β-lactamines et inhibiteurs de β-lactamases semble également être une 

bonne alternative aux monothérapies. Les indications en médecine humaine des 

combinaisons de β-lactamines et inhibiteurs de β-lactamases comme l’amoxicilline/acide 

clavulanique et piperacillin/tazobactam sont restreintes aux infections bactériennes dont il 

est établi ou probable qu’elles sont produites par des souches productrices de β-lactamases 

et résistantes à l’amoxicilline. Cette restriction est due aux signalements de cas de réactions 

allergiques graves, de l’effet inoculum, de l’apparition de mécanismes de résistance aux 

inhibiteurs et de la présence chez certaines souches de multiples mécanismes de résistance 

susceptibles de rendre inefficace le traitement(170, 194). Néanmoins, l’utilisation des 

combinaisons de β-lactamines et inhibiteurs de β-lactamases en clinique est peu 

documentée ce qui explique qu’elles ne sont pas utilisées en thérapie empirique de premier 

choix (223). D’après nos résultats, la combinaison cefixime/ acide clavulanique peut-être 

considérée comme une option efficace, puisque chez des rats à flore humaine la présence 

de salmonelle n’est plus détectée dès la fin du traitement. Ces études in vivo nécessitent 

néanmoins de plus large expérimentations notamment sur l’efficacité de ces combinaisons 

en présence de souches multi-résistantes. D’une manière générale, l’avenir des C3G réside 

dans leur indication pour des infections bactériennes à germes sensibles. L’une des 

recommandations pour la sauvegarde de ces molécules serait ainsi d’établir un dépistage 

systématique du germe pathogène mis en cause, et ce, dès les premiers jours des 

traitements antibiotiques. Dans cette optique, la mise en place de diagnostic rapide, avec en 

perspective, l’utilisation de nanotechnologies comme les nanosondes identifiant les germes 

pathogènes et/ou les enzymes de type BLSE, semblerait être une voie de recherche 

prometteuse.
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En conclusion, dans un environnement complexe comme la flore intestinale, le flux 

de gène est difficilement détectable même en présence d’une pression de sélection. De ce 

fait, la dissémination du gène de résistance blaCTX-M-9 de S. enterica Virchow aux 

entérobactéries de la flore reste a priori un événement rare et nécessite la présence de 

souches potentiellement « réceptrices » dans l’environnement intestinal. Toutefois, le 

transfert de gènes de résistance a déjà été prouvé entre une souche d’origine animale et les 

bactéries de la flore humaine, laissant supposer que l’événement est tout à fait probable. 

Dans ce contexte, l’évaluation pour l’homme du risque associé à des souches commensales 

résistantes dans le tractus digestif doit être envisagée, notamment pour leur capacité à 

diffuser leur gène de résistance aux bactéries pathogènes. Lors d’un traitement antibiotique, 

la pression de sélection favorise la colonisation et la multiplication du germe résistant dans 

le tractus digestif augmentant ainsi la probabilité de transfert de gènes de résistance et le 

risque d’échec thérapeutique. De ce fait, la bonne utilisation des β-lactamines dans une 

politique globale de prescription raisonnée des antibiotiques demeure indispensable pour 

que cette famille d'antibiotiques majeure garde toute sa place en thérapeutique.  

 

 

 

 

 

(8, 15, 18, 19, 27, 33, 34, 42, 50, 59, 61, 63, 65, 67, 75, 76, 79, 80, 88, 89, 91, 106-108, 

110, 112, 113, 115, 117, 124, 131, 132, 138, 140, 153, 157, 158, 160, 163, 164, 184, 185, 

192, 198, 200-202, 216, 222, 231, 236) 
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184 
 

Transfert d’un gène de résistance aux β-lactamines blaCTX-M-9 entre 

Salmonella et les entérobactéries de la flore intestinale humaine : influence 

d’un traitement antibiotique 
 

La dissémination mondiale de la résistance aux β-lactamines est un problème de santé 

publique majeur. Les voies de transmission de la résistance sont mal connues, néanmoins de 

nombreux arguments attestent du potentiel transfert de bactéries résistantes et de gènes de 

résistance entre l’animal et l’homme. L’objectif du présent travail est d’évaluer le transfert du 

gène de résistance blaCTX-M-9 entre une souche d’origine animale, Salmonella enterica 

Virchow et les entérobactéries de la flore humaine, et l’impact d’un traitement à une β-

lactamine sur ce transfert. Dans un modèle de rat associé à une flore humaine, le transfert du 

gène de résistance n’est pas détectable entre S. enterica Virchow et les entérobactéries de la 

flore. Pourtant l’inoculation concomitante d’une souche d’Escherichia coli suffit à observer la 

diffusion du gène de résistance. La pression de sélection ne permet pas d’augmenter le 

transfert de gène mais contribue largement à la sélection et à la colonisation de salmonelles 

résistantes dans le tractus digestif. L’analyse des paramètres pharmacocinétiques et 

pharmacodynamiques confirme également la pertinence des critères de substitution dans la 

prédiction de l’efficacité d’un traitement au céfixime en présence de telles souches. L’une des 

stratégies thérapeutiques proposée consiste à utiliser une combinaison de β-lactamines et 

d’inhibiteurs de β-lactamases.  

 

 

 

Transfer of resistance gene blaCTX-M-9 between Salmonella and 

enterobacteria from human-flora : impact of β-lactam 
 

The global spread of resistance to β-lactam is a major public health problem. The 

transmission routes of resistance are poorly understood, however, many arguments attest of 

the potential transfer of resistant bacteria and resistance gene between animals and humans. 

The purpose of this work is to evaluate the transfer of a resistance gene from an animal strain, 

Salmonella enterica Virchow to enterobacteria from human flora and the impact of a 

treatment with a β-lactam. In rat-human flora associated, the transfer of resistance gene is not 

detectable between S. enterica Virchow and enterobacteria from human flora. However, 

inoculation of a recipient strain E. coli is enough to observe the transmission of resistance 

gene. Selection pressure does not increase the gene transfer but contributes significantly to the 

selection and colonization of resistant Salmonella in the gastrointestinal tract. Considering 

pharmacokinetic and pharmacodynamic parameters, we confirm that the dose of the antibiotic 

is not appropriate in the presence of such strains. One of the proposed therapeutic strategies is 

to use a combination of β-lactamase inhibitors and β-lactam. 
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