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1. CHAPITRE 1. INTRODUCTION GENERALE

Contexte, enjeux, état des connaissances et

positionnement du travail de recherche



Chapitre 1 — Introduction générale

En contribuant a la guérison des infections vastées des animaux ou a leur
prévention, les traitements par administration tikaotiques répondent a des enjeux de bien-étre
animal, mais également de santé publique danstta ¢ontre certaines maladies infectieuses
contagieuses et particulierement des zoonoses diealanimales pouvant étre transmises a
’homme) (Lhermie, 2010). En productions animalkésleveur utilise les antibiotiques pour
réduire les dommages causés par les maladiesieifses, dommages qui diminuent la rentabilité
économique de la production. Malgré tous ces béegfil’'usage des antibiotiques comporte des
risques. Les risques directs pour la santé desaaninou des consommatewia I'ingestion de
molécules antibiotiques, sont minimes; en effeéflementation encadrant la mise sur le marche
et le suivi des médicaments limite fortement cestge risque par I'établissement de délais
d’attentes entre I'administration des médicamehezd’animal et I'entrée des produits issus des
animaux traités dans la chaine alimentaire. Patreptusage des antibiotiques entraine une
pression de sélection favorisant I'émergence detébas résistantes (zoonotiques ou
commensales) potentiellement transmissibles a Ilthemsoit par le biais d’'une proximité
professionnelle homme-animal, sa# la chaine alimentaire (Angulo et al., 2004; Bywg2€04).
L’antibiorésistance associée a l'antibiothérapiele constitue une externalité négative majeure
sur la santé publique. L’enjeu de santé publigéeall’antibiorésistance justifie de maitriser
'usage des antibiotiques chez les animaux, enestapt la maxime « aussi peu que possible,
autant que nécessaire » (Laxminarayan, 2014). Deits optique, plusieurs voies de réduction
d’'usage des antibiotiques peuvent étre envisa@gxes avoir précisé les termes antibiotiques et
antibiorésistance, ce chapitre abordera les erjésxa 'usage des antibiotiques en médecines
humaine et vétérinaire, et les possibles leviersédeiction d’'usage. Les politiques publiques
implémentées en France en 2014, envisagées coree devréduction d’'usage, feront I'objet du
dernier chapitre du travail de thése. Les deuxidera sections de ce chapitre seront consacrées a
la présentation du positionnement du travail déeszhe renseignant les possibilités de réduction
d’'usage des antibiotiques en médecine vétérindams le cadre de I'antibiothérapie des maladies

respiratoires bovines.
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1.1 Antibiotiques et antibiorésistance

1.1.1 Définitions

On définit sous le terme antibiotique une substahicegine naturelle ou de synthese ayant des
propriétés antibactériennes qui, administrée argaresme, peut bloquer la croissance d'autres
microorganismes ou méme les détruire sans intokitju&e (Bentley and Bennett, 2003). La

découverte des antibiotiques a constitué un tothams I'histoire de I'hnumanité, quand pour la

premiere fois leur usage a permis de guérir dediredgusqu’alors considérées comme incurables.
Depuis la mise au point des sulfamides en 1932D0mmnagk et la découverte des propriétés
antibiotiques du sulfanilamide a I'Institut Pasteur 1935, la recherche médicale a largement
élargi la pharmacopée d’antibiotiques, a la faveerdécouverte de nouvelles classes ou de

modifications de molécules existantes.

Les antibiotiques sont répartis en plusieurs fawilbu classes, dont la derniére, la classe des
oxazolidinones, a été la seule découverte daneelete derniéres années (Acar and Moulin, 2012;
Boucher et al., 2013). Plusieurs caractéristiguesmpttent de différencier I'activité des
antibiotiques. Leur spectre d’activité tout d’abotds antibiotiques peuvent avoir une activité sur
les bactéries Gram+, les bactéries Gram-, largetgpéGram+ et Gram-) ou spécifique (par
exemple antifongique). Les antibiotiques se disterg également par des modes d’action
différents, concentration-dépendant ou temps-dépendactéricide ou bactériostatique, et par
leurs cibles. Cing modes d’actions sont décrits I§W,a2003) : (i) action sur la synthése du
peptidoglycane; (ii) altération de la paroi; (&igtion sur la synthése des protéines; (iv) action s

la synthese des acides nucléiques; (v) actionesmétabolisme intermédiaire.

Les domaines d'utilisation des antibiotiques samiés. Ils sont utilisés dans la lutte contre les
maladies infectieuses d’origine bactérienne, eneti@é@ humaine, et en sont devenus des pieces
essentielles au sein des dispositifs de santé @attizoossens, 2012). lls sont également utilisés
pour le traitement des maladies infectieuses affeédes animaux de compagnie et de sport. Dans
le domaine des productions animales, les antihiecsont utilisés soit pour guérir des maladies
existantes, soit pour prévenir I'apparition de rdeda infectieuses, dans des situations a risque
averé (Pagel and Gautier, 2012). lls peuvent égategtre utilisés comme facteurs de croissance,
méme si cette utilisation est bannie dans cerfays, comme par exemple dans ceux de I'Union
Européenne (EU, 2003). Enfin, certaines molécwesme les tétracyclines et la streptomycine

sont également utilisées en production végétateckBtell and Duffy, 2012).
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Il existe une multiplicité de définitions de laistance bactérienne aux antibiotiques (Courvalin,
2008). Nous adopterons une définition microbiologiqqui décrit une résistance comme une
élévation de la concentration minimale inhibitr{€&M]I) : une bactérie résistante va tolérer des
concentrations trés supérieures a celles d'uneritéagle souches de la méme espece. Les espéces
bactériennes qui ne sont pas inclues dans le spdetctivité des antibiotiques sont donc par
définition résistantes ; on qualifie ce type dastésce de résistance intrinséque ou naturelle. En
paralléle, des souches appartenant aux espedésibaces habituellement sensibles peuvent étre
résistantes, et sélectionnées par l'usage d'afitjpies ou de produits chimiques sans intérét
meédical. On parle alors de résistance acquisetitige des bactéries a développer des résistances
provient d'une réponse adaptative de la bactérien@ pression de sélection exercée par
I'antibiotique (Walsh, 2003). Les quatre mécanismmegeurs de résistance mis en place par les
bactéries consistent a :(i) modifier la cible, aftant une perte d’affinité de la molécule pour sa
cible ; (ii) produire des enzymes de détoxificati¢ni) diminuer la perméabilité de la membrane
bactérienne (chez les bactéries Gram-) ; (iv) eejetmolécule en dehors de la cellule bactérienne,
par des mécanismes d’efflux. Ces mécanismes catieta quasi-totalité des antibiotiques
(Walsh, 2003).

1.1.1.1 Emergence et sélection des résistances.

L’émergence de résistances est un phénomene ae@@aurvalin, 2005). Elle peut résulter des
modifications du matériel génétique de la bacté&ad, par mutation des genes structuraux ou des
genes de régulation, soit par acquisition de nelt§énétique étranger. Elle n’a pas de lien direct
avec la présence d'antibiotique.

En revanche, les antibiotiques sélectionnent Eistances par le biais de divers mécanismes (Acar
and Moulin, 2012). Les antibiotiques jouent le rdke promoteurs de transferts de genes : ils
exercent en effet une pression de sélection quigeaux bactéries résistantes de se maintenir et
par la suite de se disséminer, mails ils peuvessiatavoriser le transfert de genes de résistance.
A faible dose, ils jouent le role d’agents de stregui peuvent induire la transformation
bactérienne, comme cela a été mis en évidence Stvepgtococcus pneumoniaa présence de
mitomycine C (Prudhomme et al., 2006). Il a égaleinéeé mis en évidence que 'usage de doses
subinhibitrices (inférieures a la CMI) de pénicii augmentait le transfert par conjugaison de

plasmide dd=scherichia coliversStaphylococcus aure$rieu-Cuot et al., 1993).
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1.1.2 Supports génétiques des mécanismes de résistance

La résistance bactérienne s’acquiert par modifoati’'un ou plusieurs genes qui rendent la
bactérie moins sensible a I'antibiotique. Le géndpaetérien est composé du chromosome
bactérien, et d’éléments accessoires. Les modditaipeuvent affecter soit qualitativement soit
guantitativement le matériel génétique. Ainsi onutpalistinguer trois grands types de
modifications (Walsh, 2003) : (i) des modificatianslitatives du génome bactérien par mutation
chromosomique ; (i) des modifications quantitasivdu génome bactérien par transfert
d’information génétique ; (iii) des modificationsalitatives et quantitatives du génome bactérien
par mutation dans un gene transféré. Le chromodmaoiérien est transmis verticalement de la
cellule-mére aux cellules-filles, alors que lesn@éts génetiques mobiles peuvent étre transmis

verticalement et horizontalement.

Les résistances chromosomiques proviennent de iongate genes pré-existants codant pour les
constituants physiologiques de la bactérie. Cesatioms sont généralement rares (fréquence de
10° & 10°), et apparaissent principalement dans les génestigtaux. Les bactéries ne persistent
généralement qu’en présence de celui-ci, car I'@gancompétitif en présence d’antibiotique se
transforme en handicap en son absence, le métaieolde la bactérie mutée étant moins
performant (Melnyk et al., 2014). Ces résistancesconcernent souvent qu'une seule classe
d’antibiotique. Toutefois, il est possible que testations affectent des genes de régulation, et le
colt métabolique de la résistance serait alorabkeia nul, qui laisse ouverte la question sur la

réversibilité de la résistance (Andersson and Hsigh@10).

Les genes de résistance sont frequemment portésspaléments génétiques mobiles (plasmides,
transposons et intégrons). Les plasmides sont dagménts d’ADN autonomes, non
indispensables a la bactérie et qui lui conferamd dvantages compétitifs. Les échanges des
plasmides entre bactéries peuvent étre verticdlhqrezontaux par conjugaison, par transduction
et transformation. Plusieurs genes de résistaneeivegmt étre portés par le méme élément
génetique mobile. L’acquisition d'un plasmide paneubactérie n’entraine pas de codt

métabolique, ces bactéries résistantes persisteteh I'absence d’antibiotique.
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1.2 Impact de 'usage des antibiotiques en médecines humaine et vétérinaire et
leviers de réduction d’usage

La résistance bactérienne est supportée par demmawes variables, et affecte toutes les familles
de bactéries. Les bactéries multirésistantes ¢oastiune véritable menace en médecine de ville
comme en médecine hospitaliere, et malgré les neusbs familles d’antibiotiques existantes, les
échecs de traitements associés aux bactéries dsidtantes représentent des colts humains et
financiers évalués a plusieurs milliers de vie dtians d’euros chague année. Depuis 2000,
aucune nouvelle famille d’antibiotique n’a été dégerte ; un rapport de 'European Center for
Disease Prevention and Control (ECDC) en 2009 mapppe seules 5 nouvelles molécules avec
une efficacité antibactérienne font I'objet d’urvdldppement (ECDC, 2009). La diminution des
innovations en antibiologie et les possibilitésdiftusions des bactéries, qui ne connaissent pas
de frontieres territoriales ou d’espéce, font defastance aux antibiotiques un probleme mondial
de santé publique (Boucher et al., 2013; Lancd&9pette partie détaille comment I'usage des
antibiotiques, en médecines humaine et vétérinpieeit générer des problemes d'efficacité

thérapeutique dans le traitement des maladiestiatses.

1.2.1 Meédecine humaine

La dissémination de la résistance aux antibiotigpeat se produire au niveau bactérien
(dissémination de clones), au niveau des répliédissémination plasmidique), ou au niveau des
genes (via les transposons). Ces trois niveauxsdémination, coexistants dans la nature, sont en
outre non seulement infectieux mais exponentieiise & la duplication bactérienne (Courvalin,
2005).

En médecine humaine, de nombreuses études ont éententlien existant entre usage des

antibiotiques et augmentation de la fréquence ésistances (Canton and Morosini, 2011), a la
fois chez les bactéries pathogéenes (Malhotra-Kwehat., 2007; Seppala et al., 1995), et chez les
bactéries constitutives du microbiote intestinall(iad and Nord, 2000) ou pharyngé (Fantin et
al., 2009). A I'échelle d’'une population, il estgsible de relier également la consommation
d’antibiotique avec le niveau de résistance. Panmgple, une prévalence plus importante des
résistances a été observée dans les pays fort@mestmmateurs d’antibiotiques (Goossens et
al., 2005). En fait, les bactéries du microbioteestinal jouent le rble de réservoir de genes de
résistance, genes qui peuvent circuler entre hastéron pathogénes et de bactéries non

pathogénes a pathogenes (Donskey, 2006; Salyaks 2004). En effet coexistent dans le tractus
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digestif des germes banals et des germes pouvaehidepathogenes chez certains patients,
comme des espéeces d’entérobactéries et d’entéresoqges bactéries ayant acquis des résistances
sont impliquées dans I'occurrence d’infections moswiales, qui entrainent des longs séjours en

hopital et sont souvent de pronostic réservé (dkéret al., 2011).

Des recherches récentes ont mis en évidence flaritérdes résistances bactériennes a
'avenement de l'usage thérapeutique des antihieSgEn effet des séquences d’ADN retrouvées
dans le permafrost de Bering ont permis d’identifies génes de résistance retrouvés actuellement
(D'Costa et al., 2011). Toutefois, l'usage croisshes antibiotiques a entrainé une augmentation
des cas de patients infectés par des bactériesédsidtantes. Il a fallu attendre seulement quedque
annees apres la découverte des antibiotiques pomancer les premiers échecs thérapeutiques
(Singer et al., 2003). Toutefois aprés la secongirg mondiale durant la période des trente
glorieuses, les fréquentes innovations en antiBraiiie masquerent aisément ce phénomene.
Actuellement, la forte diminution des découvertes molécules avec des propriétés anti-
infectieuses fait de la résistance aux antibiosque probleme de santé publique (Boucher et al.,
2013; 2009; Laxminarayan et al., 2013). Dans |laiéee décennie, seule une vingtaine de projets
de développements d’antibiotiques a été reportéadBer et al., 2013) .

De nombreuses especes bactériennes responsalmfectibns présentent des mécanismes de
résistance. Néanmoins, certaines especes réssstameontrées couramment sont responsables
d’affections séveres (Collignon, 2012). Les priadgs especes d’'intérét recensées par 'ECDC
(ECDC, 2009) et le Center for Disease Preventiah@ontrol (américain) (CDC) sont soit des
pathogénes « stricts » (dfjebsiella pneumonigePseudomonas aerugings&treptococcus
pneumoniag soit des bactéries constitutives des flores cenwales (eg Entérocoques,
Escherichia coli Staphylococcus aurelysoit des bactéries pathogenes d’origine alimen{ag
CampylobacterSalmonelld. Les bactéries multirésistantes constituent wréable menace en
médecine de ville comme en médecine hospitaliérg patients les plus fragiles sont les premiéres
victimes des échecs thérapeutiques associés aactwsibs. Mais la multirésistance complique
aussi le traitement des infections chez des patieains facteurs de risque particuliers
(Laxminarayan et al., 2013). En 2009, 'ECDC esttrgae 'antibiorésistance colte chaque année
en Union Européenne 1.5 milliards d’euros, et énéréa mort de 25 000 personnes (ECDC, 2009).
Les estimations du CDC rapportent 23 000 mortsctBreent associées a I'antibiorésistance, 2
millions de patients atteints d’infection avec uraetérie résistante, pour des codts directs de 20
milliards de dollars et des codts indirects de 3bards de dollars (CDC, 2013).
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1.2.2 Médecine vétérinaire

La sélection et la dissémination des bactériessgui pathogénes pour les animaux et non
pathogenes pour 'homme ne constitue pas un risgaeur en médecine vétérinaire. Cette
dissémination suit les mémes mécanismes que caax\@s en médecine humaine. La corrélation
entre consommation d’antibiotique et fréquence dsistances des bactéries de la flore
commensale a été également mise en évidence ercim&deétérinaire, au sein de différentes
especes, notamment les animaux de production cdesri®ovins (Mann et al., 2011; Singer et
al., 2008), les porcs (Bibbal et al., 2007; Ngugeml., ; Wiuff et al., 2003) et les poulets (van
Boven et al., 2003). Si la circulation des bactpathogénes est fréquente dans I'espece humaine,
elle semble étre plus rare entre espéces anintaepéce humaine (Huijsdens et al., 2006; Munoz-
Price et al., 2013). Toutefois, de nombreuses étumt@ mis en évidence des possibilités
d’échanges entre 'Homme et I'animal d’especesédrarines zoonotiques (Graveland et al., 2010;
van Loo et al., 2007; Voss et al., 2005), et dadras des flores commensales, en particulier
digestive (Madec et al., 2012; Shaheen et al., @8 font du transfert de I'homme a I'animal

I'enjeu majeur lié a 'usage des antibiotiques ardatine vétérinaire.

En théorie, le transfert de résistance peut arrdars tous les schémas ou des supports de
résistance sont présents et ou il y a un mélangédfdeentes espéces bactériennes. Ces différentes
possibilités de transfert sont additives et comgdex elles incluent des transferts directs, par
contact proche (aérosol ou manipulation) et indsegia l'ingestion d’aliments souillés
(Wooldridge, 2012). Trois types d’échanges baatér{et donc de résistances) sont possibles entre

les animaux de production et les hommes.

1. Les échanges directs de pathogénes zoonotiquesequence de la promiscuité entre
’lhomme et I'animal dans la production de denréemales.

La contamination directe de 'homme par une espe@térienne zoonotique a été décrite dans
plusieurs filieres de production. En filiere pokeipar exemple, I'identification d’'un clone &
aureus(CC398) capable de coloniser les éleveurs a atdiéten France dans les années 2000
(Armand-Lefevre et al., 2005). La colonisation pétne asymptomatique, et transitoire. Le risque
de contracter ces maladies reléve du risque piofess. Pour ce clone, il a été montré que la
fréquence du portage est 760 fois plus élevéelelgaroducteurs de porcs que dans la population
générale (Voss et al., 2005). Plus recemment euptmn bovine, un autre clone 8e aureusa

éte isolé a la fois dans des prélevements de marbuitine et chez ’'homme (Laurent et al.,
2012).
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2. Latransmission de pathogenes zoonotiques résstaria chaine alimentaire.

Cing pathogénes entrainent plus de 90% des infecti@rigine alimentaireSalmonella, Listeria,
Toxoplasma, Campylobacter, E.c@t norovirus (White et al., 200ZJampylobacteest un agent
classique de diarrhée chez 'homme (Aarestrup ardaier, 1999). Généralement banale, cette
infection peut s’avérer fatale chez le sujet immigmimé. Le traitement habituel repose sur
I'utilisation de quinolones ou de macrolides. Bté montré que les résistances aux quinolones se
sont développées rapidement suite a l'utilisatiencdtte famille d’antibiotiques en médecine
vétérinaire aux Pays-Bas (Endtz et al., 1991). €orant les Entérobactéries, de hombreux cas
d’épidémies humaines d’origine animale ont été itkeanotamment avec des souches de

Salmonelles résistantes aux céphalosporines de 8efeene génération (Madec, 2012).
3. Le transfert de bactéries commensales par la canation de denrées souillées.

Lors d’un traitement antibiotique, les bactéries lores commensales et en particulier de la flore
digestive des animaux traités sont quasi-systematignt exposees aux antibiotiques administres,
qui exercent localement une pression de sélectivarisant la sélection et I'amplification des
souches résistantes, dans ce qui constitue urnvoiisde déterminants génétiques de résistances
(Angulo et al., 2004). En effet, les flores digess animales et humaines partagent certaines
especes bactériennes (entérocoquds. etol)), qui peuvent échanger des éléments génétiques
mobiles de résistance par transfert horizontalsiBlus études ont montré la présence d'un pool
de génes de résistances dans les denrées alimentasr contamination de ces denrées peut
survenir au cours des étapes initiales d’abatt@geadimaux, ou biewia le rejet des effluents
d’élevages (litieres et lisiers) dans I'environn@mpuis contamination secondaire des denrées
(Wang et al., 2012).

La figure 1.1 positionne les enjeux de I'utilisatides antibiotiques en élevage, en termes de santé

animale et de santé humaine.
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Figure 1-1: Les flores bactériennes critiques pour I'antibiothérapie en élevage. Enjeux de santé animale et

enjeux de santé publique.
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Lors de I'administration d’un antibiotique, le développement de la résistance au niveau des flores cibles (foyers

infectieux) et non cibles (flore commensale digestive) peut avoir un impact a la fois sur la santé animale et sur la

santé publique. La fraction de I'antibiotique atteignant les segments distaux du tube digestif exerce une pression

sélective importante sur le microbiote intestinal. Cela peut conduire a I'émergence de résistance parmi les bactéries

zoonotiques (Salmonelle, E. coli, ...) et/ou la constitution d’un réservoir de génes de résistance chez des bactéries

non pathogénes pour 'homme mais pouvant servir de vecteur de diffusion de ces genes de résistance dans

I’environnement ou la chaine alimentaire.

Les enjeux liés a l'antibiorésistance en antibicdpé& animale peuvent étre envisagés la

définition d’un rapport bénéfice sur risque, quemad en compte conjointement les bénéfices d’'une
antibiothérapie vis-a-vis de la santé animale ({i&ron d’une infection bactérienne), et les risque

de cette méme antibiothérapie vis-a-vis de la damtéaine, que I'on peut positionner au niveau

des flores digestives des animaux. En premiérgsmate rapport sera favorable lorsque le niveau
d’efficacité contre le pathogéne responsable dinfextion pourra contrebalancer la pression de
sélection qui s’exercera quasi systématiquemengéc(aependant des difféerences en termes
d’intensité et de durée) sur les flores commensid@nimal. Ce rapport bénéfice sur risque sera

évoqué plus loin lors de la description des stiaggle traitement ciblé et de traitement

métaphylactique des bronchopneumonies infectiedsgdovins.
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1.2.3 Leviers de réduction de |'usage des antibiotiques en productions animales

Il est difficile de déterminer le risque de saniblmue attribuable a 'usage des antibiotiques en
médecine vétérinaire. Pourtant, I'existence d'exdérés négatives sur la santé humaine,
considérée comme un bien public global (Orzech Mictiter, 2008), justifie I'intervention du
régulateur. Toutefois, le risque économique assdt¢aesous-utilisation d’antibiotiques, pouvant
dégrader quantitativement et qualitativement lesdpctions de denrées animales (Chi et al.,
2002), impose aux pouvoirs publics de mettre eaepties mesures équilibrées, les antibiotiques
étant & la fois des biens de santé et des biemogigues (Vagsholm and Hdojgard, 2010). La
nécessaire réduction de l'usage des antibiotige®ssadprendre en considération qu’ils restent
incontournables pour la prise en charge d’'une grggadtie des infections bactériennes chez les

animaux d’élevage.

La prise en charge du probleme de santé publiguellutilisation des antibiotiques fait I'objet de
mesures diverses. La premiéere option, d’ordreipak, consiste en la mise en place d’instruments
limitant ou interdisant I'utilisation des antibiqties (Carlet et al., 2012; Jarlier et al., 2012). E
Europe, le Danemark a par exemple choisi de pgmtda suppression d’utilisation d’'une classe
thérapeutique d’antibiotique en élevage porcin ¢kgshalosporines de derniére génération), dont
I'utilisation est commune a la médecine humaineé&érinaire (Jensen et al., 2012), avec des
résultats intéressants sur la diminution de lauedge d’isolats . coli résistantes en abattoir
(Agerso and Aarestrup, 2013). En France, les psaferels des filieres cunicole et porcine
mettent en place des initiatives similaires, paésgpar les acteurs des filieres pour raisonner

I'utilisation des antibiotiques (Coutelet G. et 2015; Hémonic et al., 2013).

La multiplication des recommandations européen@asrunission Européenne (UE, 2011) et
Parlement Européen (Rosbach, 2012)- visant a naésda consommation d’antibiotiques porte a
croire que des mesures internationales contraigegraurraient émerger dans un avenir proche.
En France, le Plan National de Réduction des Rssqli@ntibiorésistance en Meédecine
Vétérinaire (Plan Ecoantibio 2012-2017), mis encelgar le Ministere de I'Agriculture en
novembre 2011, vise par exemple a atteindre urctibggobal de réduction de 25% de l'usage
des antibiotiques entre 2012 et 2017 (MinisteréAtgriculture de I'Alimentation de la Péche et
de la Ruralité, 2011). Plus récemment, la Loi d’Aveour I'Agriculture, votée au Parlement a
l'automne 2014, encadre également les pratiquesnatiere d’'usage, de prescription et de
délivrance des antibiotiques, et ordonne une rémluale 25% de l'usage des antibiotiques

d’'importance critique entre 2013 et 2016.
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Les leviers politiques ne constituent qu’une patts instruments utilisables pour réduire 'usage
des antibiotiques. Le modele conceptuel proposé lafigure 1 précise les facteurs influencant
'usage des antibiotiques et les leviers de rédadissociés. L’article présenté dans le chapitre 2
de ce manuscrit s’attache a identifier les levierplémentés par les pouvoirs publics et a les
éclairer en détaillant le processus économiquendeammation des antibiotiques en productions
animales, mais également a imaginer d’autres le\peuvant répondre a la problématique de
réduction. Ainsi y seront abordés les leviers d'eridstitutionnel et économique. D’autres leviers
peuvent étre recherchés directement en médecihes’agirait de privilégier les meilleures
alternatives de traitement en fonction des donégeemiologiques et pharmacologiques, pour
d’'une part raisonner les traitements des groupasimaux, etin fine diminuer le nombre
d’animaux traités ; d’autre part optimiser les poatles médicaux utilisés sur les animaux traités.
Le travail expérimental, qui fait I'objet des chiaes 3, 4, 5 et 6, illustre comment en pratique la
recherche médicale peut contribuer a la réductissede des antibiotiques en production animale,

a travers I'exemple du traitement des bronchopneigsadnfectieuses bovines
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Figure 1-2 : Modele conceptuel décrivant les principaux facteurs influengant les décisions individuelles de recours
aux antibiotiques et les leviers de diminution.
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1.3 Stratégies de réduction de I'usage des antibiotiques dans le traitement des
bronchopneumonies infectieuses (BPI) bovines : état des connaissances

1.3.1 Usages des antibiotiques lors de BPI de bovins

En médecine vétérinaire bovine, les bronchopneuesonmnfectieuses constituent une des
affections fréquentes, pouvant engendrer des pédesomiques fortes (Cusack et al., 2003;
Fulton, 2009). Selon la gravité de la situatioleetystéme d’exploitation, ces maladies entrainent,
par exemple, une diminution de 11 a 26% du reveswedploitations de jeunes bovins en Pays de
la Loire (Bareille N, 2009). Bien que toutes legégaries d’animaux puissent étre affectées, les
jeunes animaux (veaux de boucherie, ou jeunes &a\B) sont les plus fréiquemment atteints.
Dans une étude conduite en atelier d’engraissefreamgais, la fréquence des JB affectés par les
BPI atteint 18% (Assie et al., 2009b). Leur appamitest associée a l'isolement d’agents
pathogénes courants, virus (BVDV, BHV1, BRSV, PE)bactéries, qui peuvent étre retrouvés
seuls ou en association (Fulton, 2009). Les bastées plus fréequemment isolées lors d’épisodes
de BPI sont les pasteurellédgnnheimia haemolytic@asteurella multocidgHistophilus sompi
(Fulton, 2009). D'un point de vue médical, I'exmies clinique de l'infection est tres variable,
allant de lI'absence de signe a l'observation daesigcliniques locaux (écoulement nasal et
oculaire, toux, tachypnée voire dyspnée) et/ou igenxé(abattement, dysorexie voire anorexie)
qui peuvent entrainer la mort de I'animal. Dan<leallenges expérimentaux, des signes cliniques
comme la toux, le jetage nasal, I'anorexie, I'afragnt et la fievre sont généralement observés
(Hanzlicek et al., 2010; Reeve-Johnson, 2001).

En pratique courante, I'utilisation d'antibiotiqyees voie générale pour la prise en charge des BPI
est quasi systématique, compte-tenu de la faildeifsgité des signes cliniques observés, de la
grande fréquence d'implication des bactéries dadkfficulté d'identifier les infections virales
pures. D’autre part, les contraintes structurgkggontrées dans les ateliers de production, telles
gue les investissements liés aux batiments, ls®ueses humaines disponibles, limitent aussi les
actions possibles de maitrise des facteurs deeistidavorisent indirectement le recours aux
antibiotiques (cf. chapitre 5). La prise en chadgs BPI se fait principalement avec les
céphalosporines, les macrolides et les fluoroqomes (Forbes et al., 2011; Fulton, 2009; Nickell
and White, 2010; Rice et al., 2007). D’autres maliés comme les phénicolés et les tétracyclines
sont aussi utilisées de maniére moins couranteefAdl997). En France, le rapport de suivi des
ventes des antibiotiques publié annuellement paiskes, précise les évolutions des quantités, mais

aussi de I'exposition des animaux aux différenteteoules.
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Les antibiotiques disponibles pour le traitemens d&@Pl présentent des caractéristiques
pharmacologiques variables. Les deux qui peuvéhieinfortement sur le choix de la spécialité

consistent en (i) la durée d’action : les spédalilisponibles sont soit a action courte (cas des
fluoroquinolones, céphalosporines, tétracyclingsif,longue action (cas des macrolides, certaines
céphalosporines, phénicolés) ; (ii) la posologle traitement peut étre administré en une ou

plusieurs fois.

Le choix d’une spécialité et donc d’un schéma pagigue va avoir des conséquences a la fois sur
la guérison clinique, et sur I'impact potentiel endré sur la flore commensale de I'animal. Par
exemple, l'utilisation d’'un traitement a doses nuldis ou de formulation longue action va
permettre d’augmenter le temps de contact entnéithiatique et les bactéries pathogénes ciblées,
mais également augmenter le temps d’expositioradi®le commensale a I'antibiotique, temps
durant lequel les bactéries résistantes peuvantétectionnées (concept de fenétre de sélection)
(Zhao and Drlica, 2008).

D’autre part, deux principales stratégies se dagageur le traitement des BPIl. Une premiére
stratégie de traitement consiste a utiliser lesbemigues de maniére ciblée, sur les animaux
détectés malades cliniquement (Heins et al., 2Bibé&r et al., 1998). Cette approche permet de
limiter le nombre d’animaux exposés aux antibiodisjuet limite par la méme les occasions de
sélection de bactéries résistantes. Toutefois,néessite une bonne observation des animaux,
afin de détecter les signes cliniques de BPI ataiter les animaux suffisamment tét pour limiter
au maximum les lésions pulmonaires. En effet, @teddion tardive des malades pourrait entrainer

une perte de chance pour la guérison (Schaefér 8087).

La seconde stratégie de traitement, la plus commangérépandue, est la métaphylaxie (Apley,
1997; Assie et al., 2009a; Nickell and White, 201Qptte pratique consiste a intervenir, lorsque
les BPI apparaissent au sein d’un lot ou d’une f[adjmn donné, en traitant simultanément tous
les animaux du groupe : les animaux malades clmgnt, et les animaux sans signe clinique,
mais qui présentent un risque avéré de développeraladie. Parmi ces derniers, certains animaux
sont déja infectés et en incubation a un staddipiciee de la maladie et d’autres sont sains. Les
pratiqgues courantes de la métaphylaxie privilégienilisation de spécialités longue-action, en
raison principalement de leur praticité (une sdnjection de la spécialité longue-action est
nécessaire, mais pratiquée sur tous les animaunt din méme temps). Cette praticité constitue
un facteur important du choix de I'éleveur de gaeetge pratique (Schwarz and Chaslus-Dancla,
2001). Au final, 'association de la métaphylaxest(aitement de tous les animaux en méme temps

annihilerait les possibilités de contaminationsp@les spécialités longue-action (permettant de
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« couvrir » une période a risques de plusieurssjoyaroduit vraisemblablement un effet
« d'assurance » chez I'éleveur qui le pousse d¢gier cette stratégie (Nickell and White, 2010).
Par contre, le choix de la stratégie métaphylaetigatrainede factole traitement d’animaux
(infectés ou non) qui n'auraient pas déclenchédtadie en absence de traitement antibiotique.
Ainsi, au-dela de 'augmentation évidente des qt&tl’antibiotiques utilisées par rapport a une
thérapeutique ciblée (Schwarz and Chaslus-Dan0il.)2 le rapport bénéfice sur risque (tel que
défini plus haut) de cette pratique apparait mdimgorable. Aussi, bien que la pratique
meétaphylactique apporte une réponse pertinenteétweurs pour la maitrise des BPI, elle
constitue un facteur de risque pour la santé puéliNickell and White, 2010; Schwarz and
Chaslus-Dancla, 2001).

In fine, les BPI représentent un objet d’étude riche enhplexes : la variété dans les agents
infectieux et dans les formes cliniques (inappa@®m@t suraigués et séveres), la contagiosité, les
moyens de lutte... sont autant de variables a questioen regard du recours aux antibiotiques

pour leur prise en charge.

1.3.2 Vers une réduction des usages d’antibiotiques pour réduire la consommation globale et
I'impact potentiel sur les flores commensales

La réduction du risque d’émergence de souches rfEmés résistantes peut étre envisagee a

I'échelle individuelle en mobilisant trois principaleviers.

1. Une réduction de I'impact des antibiotiques surfleees commensales digestives. Elle
pourrait étre obtenue soit en employant des atitjies qui n’atteignent pas les segments
distaux du tube digestif, soit en neutralisantnesécules aprés qu’elles aient atteint le
tube digestif (Khoder et al., 2010).

2. Une réduction du nombre total d’animaux traitéspk@motion des traitements ciblés par
rapport a la métaphylaxie, diminuerait le nombm@nithaux exposés inutilement.

3. Une réduction des doses administrées par animigd.tidans certaines situations bien
précises, l'optimisation des posologies des artidpi@s pourrait conduire a une
diminution des doses et permettrait de diminuesidinpression de sélection sur les flores
commensales. En respectant la contrainte de maidéad’efficacité thérapeutique, cette
réduction de dose peut étre envisagée soit ensaatuila durée de traitement, soit en
diminuant la dose administrée. C’est ce levier qaifaire I'objet de notre travail

expérimental de recherche.
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L’augmentation de la durée de traitement antibiaigst un facteur favorisant I'émergence de
bactéries résistantes au sein des flores commensdon des travaux réalisés en médecine
humaine et vétérinaire (Falagas et al., 2009; Keateet al., 2010; Schrag et al., 2001). En
parallele, de nouveaux schémas posologiques avedwees de traitement plus courtes ont
montré une efficacité thérapeutique équivalentelie e traitements plus longs (Canton and
Morosini, 2011; Zhao and Drlica, 2001, 2008).

D’autre part, une série de travaux réalisésitro et in vivo ont démontré la possibilité d’'une
réduction de la dose antibiotique nécessaire esepo& d’un inoculum bactérien de taille réduite
(Ferran et al., 2007; Ferran et al., 2011; Kesteatal., 2009; Mizunaga et al., 2005; Morrissey
and George, 1999; Vasseur et al., 2014). Dans udélmomurin d’infection respiratoire a
Pasteurella multocidala dose d’antibiotique nécessaire a la guérisioigoe et bactériologique

a été 40 fois plus faible chez les souris traifésocement apres I'inoculation de’ I0FU, que
chez les souris recevant le méme inoculum de dépars traitées plus tardivement apres
I'apparition de symptémes cliniques (Ferran et aD11). Une telle réduction de dose pourrait se
révéler particulierement bénéfigue en termes deégaublique (prévention de 'antibiorésistance
au niveau des flores commensales). Ces résultat®ténconfirmés dans un autre modéle
d’infection respiratoire, développé avec des ratérdques dont la flore digestive était controlée,
et qui a également permis d'établir que les dosasessaires a I'éradication d'une charge
bactérienne faible conduisaient a une réduction@sstances au niveau digestif (Kesteman et al.,
2010 ; Vasseur et al., 2014).

L'implémentation en pratique courante, par exenfipbe aux BPI des bovins, d’'une stratégie de
traitement antibiotique précoce avec des dosemajs plus faibles, se heurte aux difficultés des
infections naturelles, face auxquelles I'éleveurl®yraticien est confronté a deux inconnues :
'agent causal de la maladie, et I'ancienneté dagssus d’infection ayant donné lieu a la maladie
détectée. Il n'existe pas aujourd’hui d’outils diagtiqgues permettant une identification rapide au
chevet de I'animal de I'agent microbien responsdeléa maladie (Duff and Galyean, 2007) et les
seules informations disponibles sont de naturesgpiologique. Dans le cas des BPI, la réduction
de la dose antibiotique utilisée pourrait étre égant conditionnée a la capacité de détecter
précocement la maladie, a défaut de l'identificatie 'agent causal. L'utilisation de systémes de
détection en continu et non spécifiqgue de malagliasdétection des hyperthermies ruminales) a
montré que la détection des cas cliniques parlée®érs souffre d'un manque de sensibilité. En

atelier de JB par exemple, seulement 25% des amiprégentant une hyperthermie sont détectés
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par les éleveurs (Timsit et al., 2011). Ceci impdigqu’a I'heure actuelle les animaux sont détectés

et traités tardivement.

1.4 Positionnement du travail de recherche

1.4.1 Problématique et objectifs

L’identification des principaux leviers de réducticde l'usage des antibiotiques permet
d'appréhender de maniére globale quels sont lesucissus des secteurs publics et privés et
comment ils peuvent s’engager dans la lutte cdigndibiorésistance. A travers I'exemple des
mesures implémentées par les pouvoirs publics ancér une étude bibliographique, qui fait
I'objet du chapitre 2, poursuit I'objectif de répmier ces leviers de maniere générale, et d’étudie
la pertinence d’'une série de mesures politiquesn Bu'il soit difficile d’évaluer quel levier setai

a privilégier, et a ce titre, quelle recherche qsier, les enjeux de santé publique associés a

I'antibiorésistance justifient une mobilisation lEsemble des acteurs.

Ainsi, la recherche médicale peut contribuer a fatnse de I'antibiorésistance ; toutefois, étant
donné les contraintes fortes associées a ce typederche (codts élevés, nécessité d’'intervention
sur les animaux...), le choix du champ d’études étieé envisagé au regard des bénéfices
quantitatifs (réduction de la consommation d’amtiigjues) et qualitatifs (évaluation de I'impact
de la réduction) attendus. Des études documenéanbénéfices sont d’autant plus pertinentes
gu’elles se focalisent sur des pratiques couradiegtibiothérapie, comme c’est le cas pour les
BPIl. L'ensemble des éléments issus de précedeawsaux de recherche en microbiologie,
pharmacologie et médecine vétérinaire bovine noupoassé a faire I'hypothése que la
combinaison de traitements de courte action, aescsdhémas thérapeutiques originaux adaptés
a des charges bactériennes faibles et associ@&smaayens de détection précoce des BPI chez les
bovins, pourrait constituer une avancée majeuns dgprise en charge de ces maladies de maniére

plus durable. Pour ce faire, il est nécessaire@gerndre aux questions suivantes :

Est-il possible d’optimiser les doses d’antibiotiqa en fonction des caractéristiques
des BPI bovines d’origine bactérienne (agent causatharge bactérienne), afin
d’utiliser des doses plus faibles que la dose recomandée par I’Autorisation de Mise

sur le Marché de I'antibiotique ?

Il est possible que le schéma thérapeutique péisseoptimisé, d’'une part en fonction de I'agent

infectieux responsable de l'affection, les bactrmathogenes ne présentant pas la méme
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sensibilité aux antibiotiques (Kroemer et al., 20Rartis et al., 2012; Valle et al., 2012), d’autre
part en fonction de la charge bactérienne, comreea@té mis en évidence chez les rongeurs
(Ferran et al., 2011; Kesteman et al., 2009). Toigeces ajustements de dose efficaces n’ont pas

éte testées dans I'espéece cible, avec les principatlnogénes respiratoires bovins.

Est-il possible de mettre en place dans une situah de terrain un protocole
thérapeutique qui permette de réduire les quantitési’antibiotiques nécessaires au
traitement des BPI, tout en maintenant I'efficacitédu protocole par rapport a des

conditions standard ?

Bien que différents facteurs puissent influer awotécision de I'éleveur, le choix du traitement des
BPI va dépendre principalement de la détectioradedladie et des spécialités pharmaceutiques
disponibles. Aujourd’hui, celui-ci ne dispose (guant) pas de moyens lui permettant de
connaitre du vivant de I'animal 'agent causal @d3P1I, et le stade de l'infection (débutante vs
avancee). De plus, la majorité des meédicamentsgstmé&s pour le traitement des maladies
respiratoires le sont avec une posologie fixée payranel plus ou moins large d’agents infectieux

rencontrés couramment.

Quel est I'impact de I'administration de différentes doses antibiotiques sur la flore

digestive commensale des animaux traités ?

A ce jour, il existe peu de données permettant paper des differences entre schémas
thérapeutiques en termes d’émergence de résistanceein des flores commensales (Nguyen et
al.,, 2012; Wiuff et al., 2003; Zaheer et al., 201B)analyse de l'impact de stratégies

thérapeutiques, utilisant des doses différententithiatiques ou des spécialités présentant des
propriétés pharmacologiques spécifiques pourrarhio des arguments de choix des antibiotiques

a privilégier, en associant les « colts » de saumbéique aux bénéfices thérapeutiques.

1.4.2 Hypotheses de recherche et méthodologie

Pour répondre a ces questions, le travail de rebbazxpérimental a été séquenceé afin d’établir la
possibilité de réduction de la dose antibiotiquepe de concept) dans un premier temps, puis
de tester sa faisabilité terrain ensuite.

Dans la premiere expérimentation, nous avons étlidetivité de difféerentes doses de
marbofloxacine sur des souchesMiehaemolyticaet deP. multocida Nous avons d’abord étudié

in vitro I'efficacité de la marbofloxacine sur des faiblefoets inocula bactériens. Puis nous avons
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élaboré un modele d’infection respiratoire sur gesris avec les mémes pathogenes que ceux
utilisés dans le temps expérimentalvitro, pour déterminer la possibilité de réduction dsedo
antibiotique en fonction du pathogéne ciblé. Ledfiité de la marbofloxacine sur la guérison

bactériologique a été mesurée.

Dans la deuxiéme expérimentation, nous avons eaohsin modéle expérimental d’infection
respiratoire chez le veau, afin de détermineritaffité de 'administration précoce d’'une dose de
marbofloxacine réduite par rapport a la dose revanmdée par ’AMM. Les veaux ont été infectés
avec des faibles inocula & haemolyticaet traités avec des doses différentes de maxaafioe,
dans les 3 h ou 36 h apres l'inoculation. L'effitdade la marbofloxacine sur I'élimination
bactérienne, I'amélioration des signes cliniqued'ettension des Iésions pulmonaires a été

mesurée.

Dans la troisieme expérimentation, nous avons étlalifaisabilité de I'utilisation d’une dose
réduite de marbofloxacine pour le traitement de$ &Rz le jeune bovin dans des conditions
d’infections naturelles, sans diagnostic préalal@d’agent causal. Cent quatre-vingt-quinze JB
ont été equipés de thermobolus, permettant I'estiegnent en continu de la température ruminale,
et répartis dans 2 groupes de traitement. Les JBr@mier groupe ont été traités avec une dose
réduite de marbofloxacine, aprés détection de Imdie sur la base d’'une augmentation de la
température ruminale, et avant apparition des siglieiques de BPI. Les JB du second groupe
ont été traités avec la dose de marbofloxacinemetandée par 'AMM, apres apparition de signes
clinigues de BPI. L’efficacité du traitement et daantité d’antibiotique consommée ont été

mesurées dans les 2 groupes.

s 7 7

Sur ces JB, des prélevements de feces ont étéasaitemps fixe apres traitement, pendant la
période de suivi qui s’étendait sur 40 jours. Q&dgvements ont été analysés en vue d’identifier
la présence d’entérobactériegsistantes aux fluoroquinolones et d’évaluer lacip d’'une

variation de la dose de marbofloxacine.
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2.1 Résumé en francais

La sélection de bactéries résistantes aux antjpies transmissibles a I’'homme, induite par
'usage des antibiotiques en productions animaleste les pouvoirs publics a réduire leur

utilisation, dans le cadre du Plan Ecoantibio 22027 et de la Loi d’avenir pour I'agriculture.

Cet article questionne la pertinence des mesuresw@s d'implémentation par les administrations
francaises au regard d’'un cadre d’analyse, regraugans un modele conceptuel 'ensemble des
facteurs sanitaires, économiques et institutiondélerminant la demande d’antibiotiques. La
compréhension des clés d’'usage des antibiotiqueduip banal et substituable, ou au contraire
ressource particuliere, soumise a prescriptionnpegégalement d’envisager d’autres politiques

de réduction.

Mots-clés: antibiotique, antibiorésistance, analyse écogamiproductions animales, politiques

publiques
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2.2 Abstract

The growing concern of the selection of bactergistant to antimicrobials and their possible

transmissions to humans lead French Authoritiesnfglement several legislative measures to
decrease antimicrobial use in livestock productibinis context leads to question whether the
demand of antimicrobials could be regarded as alsisiemand of agricultural input, or rather as
a demand of an input with distinctive effects, sitbed to regulatory prescription. In this paper,

the accuracy of the regulatory measures implemenyeitie Authorities are assessed, regarding
the whole factors gathered in a conceptual framkwatightening the decision-making process

of antimicrobial use. Lastly, other alternativeip@s are described.

Keywords: antimicrobials; antimicrobial resistance; econoranalysis; livestock production;

agricultural policy.
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2.3 Introduction

Découverts dans les années 1930, les antibiotspasutilisés dans la lutte contre les maladies
infectieuses d’origine bactérienne (Bentley et Be#fjni2003). Chez les animaux de rente, les
antibiotiques sont utilisés dans trois circonstancg) en médecine individuelle, pour traiter un
animal malade (traitement curatif) ; (ii) en méaeccollective, pour traiter des lots d’animaux,
lorsqu’une proportion du lot est malade (métaphigax(iii) en prévention, avant I'apparition de
la maladie, en traitant I'ensemble des animaux tbapour lequel la probabilité de survenue de
la maladie est considérée comme élevée (antibiept@®n ou antibioprophylaxie).

En soignant certaines maladies ou en cherchantégempir leur survenue, les traitements
antibiotiques répondent & des enjeux (i) de biem-dtimal, dans le cadre de I'optimisation de la
gualité des soins ; (ii) économiques, des lors lggeanimaux sont €levés pour produire des
denrées animales, et (ii) de santé publique, dankitte contre les maladies infectieuses
contagieuses et particulierement les zoonoses @mealaanimales pouvant étre transmises a
’homme) (Lhermie, 2010). Bien que leur intérét necétine soit pas remis en question, l'usage
des antibiotiques comporte néanmoins des risquessritques directs pour la santé des animaux
ou des consommateurs demeurent minimes : depui®ilale 1975 relative a la pharmacie
vétérinaire, la mise sur le marché et la ventendédicaments sont réglementées ; la création en
1994 de I'Agence nationale du médicament vétémnehNMV), intégrée en 2010 a I'’Agence
nationale de sécurité sanitaire des aliments devifennement et du travail (Anses), a pour
mission d’évaluer I'efficacité et I'innocuité desédicaments avant et apres leur mise sur le
marché. En revanche, le recours aux antibiotiqmg®emdre une externalité majeure, qualifiée
d’'usure des antibiotiques, qui s’exprime en santénale et surtout en santé humaine (Sirajer
al., 2003). L'usure précoce des molécules se tradmitine inactivité progressive des antibiotiques
sur les bactéries, alors dites résistantes awdbiatijues. Certaines bactéries résistantes,
sélectionnées sous la pression d’usage des aijilst peuvent étre disséminées chez I’'homme,
soit par le biais d’'une proximité homme-animalt 8@ la chaine alimentaire (Anguét al,, 2004 ;
Wanget al, 2012). Depuis les années 1990, des politiqubBques ont été mises en place pour
atténuer ce risque : 'augmentation en médecingitadiere de la prévalence des entérocoques
résistants aux glycopeptides dans les années 188tsiaconduit a l'interdiction de l'usage de
'avoparcine en médecine vétérinaire ; en 2000RPdelement européen a interdit 'usage des

antibiotiques a des doses subthérapeutiques dalimmdhtation animale comme promoteurs de
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croissance, réservant I'usage des antibiotigueseuwts traitements a visées curative ou préventive
(European Union, 2003). En novembre 2011, I'Uniaropéenne s’est engagée dans un plan de
maitrise du risque de santé publique associé adaisles antibiotigues en médecine vétérinaire.
En France, le Plan national de réduction des rsqientibiorésistance en médecine vétérinaire
(Plan Ecoantibio, 2012-2017), annoncé par le manestle I’Agriculture en novembre 2011, vise
par exemple a réduire l'usage des antibiotique25lé6 entre 2012 et 2017 (ministéere de
I'Agriculture de I' Alimentation de la Péche et e Ruralité, 2011). La Loi d’avenir pour
I'agriculture (LAA), votée au Parlement a 'autom@14, encadre également les pratiques en
matiere d’'usage, de prescription et de délivraree ahtibiotiques, et impose une réduction de
25 % de l'usage des antibiotiques d’'importancequré entre 2013 et 2016. Ces éléments de
régulation renforcent principalement I'encadrabtde I'usage des antibiotiques en productions
animales, en raison du devenir de ces productintegfant la chaine alimentaire humaine), et des
volumes d’antibiotiques consommeés par les anima&wedte. En 2005, la quantité d’antibiotiques
consommeée en France s’établissait ainsi & 1 32tetod’antibiotiques en médecine vétérinaire,
contre 760 tonnes en médecine humaine (Moetial, 2008). Les animaux de compagnie ne
représentaient que 2 % du tonnage consommeé en meédextérinaire en 2011 (Chevance et
Moulin, 20125.

Indépendamment des aspects strictement sanisrantibiotiques utilisés en élevage peuvent
étre vus comme des inputs contribuant a la réaisafun objectif économique, en ceuvrant pour
la « bonne » santé du troupeau et sa productiVitdnerney, 1996). Le contexte de réduction de
'usage des antibiotiques conduit a analyser lésroénants de leur demande dans les filieres de
production d’animaux de rente. Cet article se psepaans une premiere section, de montrer en
guoi la consommation d’antibiotiques en productiansnales répond a un probléme économique,
en s'appuyant premiérement sur un cadre d’analygeamment utilisé en économie de la santé
animale, avant d’aborder les facteurs influencauotr lIconsommation. Ce cadrage est ensuite
mobilisé dans la section suivante qui examine, daiene théorique et a la lueur d’'une revue
bibliographique, les leviers implémentés entre 2612014 par les politiques publiques visant a
réduire 'impact de ces facteurs sur la consommatiantibiotiques ; des leviers alternatifs y sont
également proposeés.

1 En médecine humaine, les antibiotiqgues d'impomtaciitique correspondent aux classes thérapeutigtilestes
pour traiter des maladies graves sans autre diteznselon des critéres définis par I'Organisatinondiale de la
santé. La liste d’'antibiotiques critiques encadpée la LAA comprend aujourd’hui les fluoroquinol@net les
céphalosporines d€ 8t £ générations.

2 Comme en médecine humaine, la demande d’antibigigour le soin des animaux de compagnie répéad tr
majoritairement a des objectifs strictement médicatine sera pas discutée dans cet article.
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2.4 Les antibiotiques : des inputs au service de la maitrise des maladies

En dégradant la santé des animaux, les maladiestigedfises alterent quantitativement et
gualitativement I'output, I'efficacité des inputs ia fine le revenu de I'éleveur. Cette section
propose en premier lieu un cadre d’analyse théerdps facteurs d’apparition des maladies, de
leurs impacts, et de I'usage des antibiotiques [Burcontréle. La derniere partie de cette section
s’attache a préciser les autres facteurs pouvéattaf I'usage des antibiotiques, non abordés par

le cadre théorique.

2.4.1 Facteurs d’apparition exogenes et endogénes des maladies

Les maladies infectieuses sont la conséquencemtédance simultanée d’'un agent pathogene et
d’'un « terrain » propice a I'émergence de la malata probabilité d’apparition d’'une maladie
dépend donc a la fois de facteurs exogenes, qupsesent a I'éleveur, mais aussi de facteurs

endogenes, qui sont maitrisables par I'éleyigure 1).

2. Facteur pharmacologie
des antibiotiques

EMcaceé
Résistance

3. Facteurs économiques DECISION DE RECOURS 5. Autres facteurs
Marché AUX ANTIBIOTIQUES Comporement des éleveurs
Prix des imputs et outputs Markating et publcé

{ I\ Conduite
‘ Loqmnt‘. “d‘olwaq. )
\ ' " -/

Moy e
Q Prévalence

|
Alimentation|

Animal

4. Facteurs institutionnels
Systéme pharmaceutique
Polxe vétérinare
Systémes de production

( : Facleurs exogénes

1. Facteur maladie
Expression du pathogéna

() Facteurs endogénes

Figure 2-1 : Modele conceptuel décrivant les principaux facteurs influengant les décisions individuelles de

recours aux antibiotiques et les leviers de diminution. Source : les auteurs.
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Les conditions climatiques constituent un exem@datteurs exogenes, dans la mesure ou ils
influent sur la maladie, comme lillustre par exdenfa saisonnalité des troubles respiratoires
d’origine infectieuse chez le jeune bovin, plugjfrénts en période hivernale (Cernicchiaral.,
2012). La prévalence réegionale (qui s’apparenta éisgue de contracter la maladie) constitue
egalement un facteur exogene pour une exploitaitia.est susceptible de varier fortement en
fonction des conditions climatiques, de criteresmcirisant la maladie (contagiosité, morbidité,
létalité), de ses modalités de transmission, dlirdensité et I'efficacité des moyens de lutte mis

en ceuvre.

A contrarig I'alimentation constitue un facteur endogéne.nBgue l'aliment soit un input
directement lié a la croissance des animaux, desrdées qualitatifs et/ou quantitatifs de la ration
distribuée peuvent avoir des conséquences patloiegii Par exemple, des carences d’apport en
oligo-éléments de la ration augmentent la sentbides vaches laitieres aux infections de la
mamelle (Spears et Weiss, 2008). De méme, les tomside logement (type, ventilation, surface,
entretien) représentent un facteur de risque dadies (Assiet al, 2009a). Les caractéristiques
propres de I'animal (race, age, poids, sexe, ddadg@oduction) sont également liées au risque de
maladies. Par exemple, leur relation avec l'incadenle troubles respiratoires a été mise en
evidence chez le jeune bovin (Snoweaeral, 2006). La récente cartographie du génome des
animaux a permis de mettre en évidence des adsosi@ntre des genes et des caracteres de
résistance aux maladies infectieuses, par exengpleles mammites ou la tuberculose (Beaty

al., 2011). Enfin, la conduite d’élevage, qui regrolgseobjectifs fixés par I'éleveur (production,
age du premier vélage, saison de vélage, horasd) que ses pratiques d’élevage — incluant les
mesures sanitaires médicales ou zootechniquesrings®— sont de nature a agir sur I'incidence
et la contagiosité des maladiBsns une étude récente menée en France, Rabeisab(2012)
mettent ainsi en évidence une relation entre laatigion de la qualité cytologique du lait (qui
traduit la présence de mammites subcliniques)agel'au premier vélage, le nombre de vaches,
les taux de renouvellement et la présence d’'uneatahnde au sein de I'exploitation laitiere. En
matiere d’analyse des déterminants d’'usage ddasa@tiques, ces difféerents facteurs sont qualifiés
d’endogenes, car ils relévent directement des idésisde I'éleveur. La plupart des facteurs
endogenes présentent la caractéristique d’'étremgalt des facteurs de production. Ceci implique
gue les maladies vont donc impacter la quantité eualité d’output, tout en étant liees a la
guantité d’'inputs employée, d’'une part parce queimeuts influent sur le risque de survenue de
la maladie, d’autre part parce que la maladie e8ur la quantité d’input nécessaire pour la

production.

45



Chapitre 2- Facteurs déterminants et leviers deatémh de 'usage des antibiotiques en productamsales.

2.4.2 Impact des maladies sur le processus de production

Les maladies infectieuses s’accompagnent de coeségsi économiques défavorables sur la

production des élevages :

- elles peuvent réduire la quantité ou la qualit€éaléput (e.g mortalité animale) ;

- elles peuvent diminuer la productivité des inpuilésés dans le processus de productimg.(
baisse du Gain moyen quotidien [GMQ)], ou hausddriice de consommation [IC]).

Il est possible de formaliser la production a I'éitd d'un atelier de production. L'approche

développée par Mclnerney al. (1992) integre ainsi, par le biais de la fonctitenproduction, les

interactions entre les différents facteurs de petido. Cette fonction postule une relation entre la

guantité produite, noté® (lait ou viande par exemple) et la quantité d’'itspuDeux classes

d’inputs peuvent étre distinguées (€hal., 2002) :

- les facteurs variables directement liés a la probdioic notésX, qui disparaissent dans le
processus de production (alimentation, autres elsargriables, hormis les inputs de contréle
des dommages liés a la maladie ci-dessous) ;

- des facteurs de production qualifiés de quasi-firegeK (logement, travail, cheptel...). Ces
facteurs a 'origine des charges de structure gggatient a 'usage et doivent étre entretenus

et renouvelés ; ils ne disparaissent pas dansle dg production de court a moyen termes.

La fonction de production en présence de malltigécrit alors :
Q=f(X,M/K) (1)

L’hypothése de productivité marginale décroissal@ehaque input variable permet I'existence
d'un maximum du profit a court terme. Cette hypstheen général Vvérifiée, signifie que
'augmentation de volume d’output se fait a taugrdé&ssant avec 'augmentation des quantités
employées de chaque inpdiggre 2).La formalisation retenue présente l'intérét deridéda
technologie de production de maniere tres simpglife® qui permet de comprendre comment les
changements au sein du processus vont conditidesarhoix de I'éleveur. L'apparition d’'une
maladie au sein du processus de production a pmséquence une baisse de la productivité des
facteurs de production. La fonction de productiendgplace vers le bas avec lintensité de la

maladieM (figure 2).
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Figure 2-2: Représentation tridimensionnelle des effets de la maladie sur la fonction de production. Sur I'axe x
sont représentés les inputs X (XI usage intensif, XE usage extensif) ; ’axe z représente l'intensité ou la
contagiosité de la maladie M ; I'axe y représente les outputs Q (sans maladie Q ou avec maladie QM). Source :

les auteurs.

L'impact de la maladié sera variable en fonction des caractéristigue®digues, €.g.faible
ou forte mortalité), mais également en fonctiorsde expression dans le troupeaug(faible ou
forte contagiosité). Cela se traduit graphiquenpantun déplacement plus ou moins important de

la courbe vers le bas, et une déformation de labeoen présence de la maladie.

Par ailleurs, I'impact de la maladie sur un élevatiesant de maniére intensive I'inpuXf va
entrainer des pertes supérieures a celles subiempgdevage faisant un usage plus faible de cet
input Xe < X)). L'intérét de la maitrise de la maladie variesaien fonction des caractéristiques
intrinseques de la maladie, mais aussi en foncteta conduite initiale du troupeau caractérisée
par un usage plus ou moins intensif de lI'inutLa réaction de I'éleveur a la survenue d’une
maladieM, considérée ici comme une variable continue, peatprendre a la fois un usage
d’inputs de contrdle des dommages (médicamentsistde prise en charge du sanitaire), notés

CD, et un ajustement de la quantité d’'inp¥ts
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2.4.3 Rentabilité du traitement et sensibilité aux prix

L’équation (1) traduit I'existence d’une relationtee les différents facteurs de production et la
guantité d’outputs, mais ne renseigne pas diregtesw le colt de la maladie. De plus, il est
raisonnable de supposer qu’il est extrémementcdéfisinon impossible, de ramener a zéro le
niveau des pertes économiques induites par la meglaeci implique que la variable pertinente
n’est pas le codt total de la maladie mais le cl&$ pertes évitables avec un investissement en
inputs de contrdle de dommages. Pour la plupartrddadies, I'évaluation des pertes induites par
la maladie peut s’avérer complexe. La difficultéadtte estimation, associée au fait qu’elle ne
permet pas de connaitre le niveau optimal d’'indetsontréle des dommages a utiliser, conduit a
privilégier une méthode de calcul qui évalue ledfiee de la maitrise (Tisdell, 1995). Elle consiste
a établir une relation entre le bénéfice (les gettatées)RB) et le niveau des dépenses de maitrise
engagéesdD), matérialisé sur leigure 3

B=f(CD) 2)

Bénéfices du controle

Colts du contrble

Bénéfice du controle

CDo CD: CD2 CD

Niveau de dépense de contrdle des dommages

Figure 2-3: Modele colt-bénéfice de I'utilisation d’un traitement dans une situation ou existe un effet de seuil:
Dans cette représentation, I'intensité de la maladie est constante. Source : d’apres Tisdell, 1995.
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Si la fonction de bénéfice croit a taux décroisgdatpointB au pointD), le bénéfice maximal
sera obtenu pour une valeur @B pour laquelle les bénéfices de la maitrise segqnivalents
aux codts de maitrise (poi@). En pratique, il est possible que la maitrissaiejamais rentable,

en raison par exemple d’'un co(t fixe incompresgilg. une quantité minimale d’antibiotique a
utiliser pour le traitement d’'une maladie) supériau bénéfice maximal susceptible d’étre retiré
de la maitrise. En élevage bovin laitier par exemputilisation des antibiotiques dans le
traitement des mammites subcliniques des vachelatation n’est rentable que lorsque la
frequence des mammites est élevée (Swirdted$, 2005).Dans ce cas, I'éleveur tolere les pertes,
et la situation suboptimale ne requiert pas togdermrecours aux antibiotiques. Le bénéfice est
maximisé quandCD; = Y1 est dépensé. La présence de colts fixes engeasreedils au-dela
desquels I'utilisation d’antibiotique devient reli Un minimumCDg = Yo de dépense doit étre
réalisé avant de pouvoir obtenir un bénéfice cauvies dépenses engagees. Au-del&De,
toute dépense de maitrise supplémentaire n’eseptable. Dans ce cas, le seuil n’est pas associé
a un codt initial incompressible. C’est la connaie® empirique de la maladie, et de ses modalités
de traitement qui permet de déterminer la form&adenction de bénéfice.

Dans la pratique, I'éleveur peut considérer leshatiques comme un facteur de production et
décider de les utiliser en fonction du gain attedduraitement. Le contréle des dommages peut
étre considéré comme un processus €économique, légoel I'augmentation des inputs

vétérinaires génere un output supplémentaire qndfa forme d’'une réduction des pertes. La
rationalité économique conduit a ne recourir autibatiques que dans les situations ou leur
utilisation s’avére rentable, ce qui signifie gueiiste un optimum économique de maitrise des

maladies, dépendant des prix de 'output et destengetérinaires.

La nature économique de l'input ‘antibiotique’,lisé comme input de contréle de dommages
dans le cadre de la production, rend son niveatilidation sensible au prix. Une diminution du
prix des antibiotiques tend a accroitre la quactitdssommeée. Une telle relation a par exemple été
mise en évidence en production intensive, ou bidtrction de génériques de fluoroquinolones sur
le marché des antibiotiques autorisés en produeti@ire s’est accompagnée d’un accroissement
sensible des quantités consommées (Chevance etnMi@0i09). En effet, l'introduction de
génériques a pour effet de diminuer le prix degigfités mises sur le marché, ce qui diminue le
co(t de contréle des dommages. La courbe de ldidonde bénéfice se déplace vers la gauche, et
entraine une augmentation du bénéfice jusqu’a eel@benéfice marginal, décroissant avec le
niveau de traitement, égale le colt marginal comnsta croissant. L’augmentation du prix de

l'output, ou la diminution du prix des autres inpuiaccroit également la consommation
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d’antibiotiques, en décalant la fonction de béreefit contréle des dommages vers le haut. En
considérant que la productivité croit a taux désant(figure 2, une augmentation du prix des

produits est de nature a inciter I'éleveur a augsreta quantité produite, impliquant une

augmentation de la consommation d’inputs.

Du point de vue théorique, I'optimisation de l'usagdes antibiotiques ne considere pas d’autres
aspects sanitaires de la maladie (douleur, bies);&t repose sur plusieurs hypothéses majeures.
Pour décider, I'éleveur doit disposer de toutes ile®rmations concernant la maladie
(physiopathologie, épidémiologie) et les bénéfmped peut retirer du traitement antibiotique. Ce
cadre, bien que faiblement réaliste, demeure iss@rg pour évaluer la capacité du traitement a
diminuer les pertes imputables a la maladie, ajngi pour étudier les variations des quantités
utilisées dans un contexte donné (prix de marcteédence de la maladie...). Il permet donc de
bien comprendre la pertinence de mise en placax@s tréglementations sur les quantités ou prix
des antibiotiques. Cette approche occulte néannesrgiestions de substitution entre les facteurs
de production, l'attitude de I'éleveur face au usgl’influence de facteurs externes ou encore la

présence d’externalités.

2.4.4 Autres facteurs influencant la consommation d’antibiotiques

En réalité, la demande d’antibiotiques par leseles est influencée par plusieurs facteurs. Lors
du choix de recourir (ou non) a un traitement aotiue, toutes les alternatives ne sont pas
connues et les conséguences évaluées par lesrsl¢aatensen et Jakobsen, 2011). Dans le cas
d'un traitement préventif, il est possible que lalawlie ne se déclare pas, et les dépenses de
maitrise viennent alors diminuer le bénéfice dieVéur. Dans le cas d’un traitement curatif, une
incertitude pése également sur l'efficacité attendu traitement. La décision de I'éleveur de
recourir aux antibiotiques sera prise a la lumigeesavoirs et savoir-faire, qui pourront étre
modulés par des facteurs intrinseques au componteded’éleveur, ainsi que par I'environnement
dans lequel il évolue. En élevage de ruminantsa &té montré que l'action en situation
d’incertitude varie en fonction des différents kg d’action dont dispose I'éleveur, qui seront
mobilisés avec des logiques individuelles (Lemeryale 2005). Des résultats récents, issus
d’enquétes réalisées en élevage de lapins et @dles] mettent en évidence que le niveau de
consommation d’antibiotiques demeure influenceé qes facteurs autres que la survenue de la
maladie, comme les caractéristiques de I'élevagesepratiques de I'éleveur (Chauwen al,
2012). Une enquéte menée auprés de producteursdbsat de poulets a ainsi montré que 25 %

des élevages environ consommaient de un tiers>atels de la quantité totale d’antibiotiques
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consommes par la population étudiée (106 bandéanélion représentatif des populations en
France) (Chauviet al, 2008). L’éleveur se construit donc une probsbgubjective d’apparition

de maladie, qui varie en fonction de ses compétetahniques et de son attitude vis-a-vis du
risque. Le rble joué par I'aversion vis-a-vis dsque a été mis en évidence chez les éleveurs de
bovins allaitants face a un aléa climatique oulsuprix de la viande (Mosnier, 2009). Pour
sécuriser son revenu, I'éleveur ayant une forteséme vis-a-vis du risque préférera recourir aux
antibiotiqgues. Cette aversion peut étre a l'origifene surconsommation d’antibiotiques,
notamment par des traitements préventifs. L'aversis-a-vis du risque peut puiser son origine
dans une sensibilité au stress ou dans des faéeamsmiques : I'éleveur peut chercher a sécuriser
son revenu en évitant une épidémie majeure awleson élevage, méme si son revenu demeurera
inférieur au revenu optimal (puisque la consommmatibantibiotiques sera en exces). Cette
situation a par exemple été décrite dans une emqgaétisée en filiere cunicole, montrant une
corrélation négative entre le niveau de revena ebhsommation d’antibiotiques (Chaueiral,
2011).

Ces arbitrages sont également influencés par Fenmement technico-économique de I'élevage,
pour plusieurs raisons. Premiérement, la décis@héteveur de médicaliser ou non entraine des
conséquences al'échelle collective. Par exemgpknulis-consommation médicamenteuse peut étre
responsable d’une augmentation de la prévalencendkglies contagieuses ; en effet si le calcul
privé d’'un éleveur le conduit a ne pas maitrissrroaladies, I'agent pathogene contagieux pourra
se propager et affecter d’autres troupeaux. Erens, da sous-consommation collective peut étre
a l'origine d’'une externalité négativeq. la dégradation de la santé et de la compétitidité
cheptel francais, dégradation du bien-étre des anin Tout d’abord, une série d’actions
sanitaires pour la maitrise des maladies contaggeest coordonnée par les Groupements de
défense sanitaire (GDS), qui peuvent inciter laaisérents a mettre en place des mesures faisant
varier les consommations de médicameatg.fles programmes de vaccination). Puis, I'éleveur
en tant que maillon de la chaine de productionafeaks alimentaires, peut voir ses choix étre
modeérés par d’autres acteurs de la chaine. llggthérer a une filiére, qui pourra tirer un avantage
compétitif d’'une utilisation encadrée. L'adhésiotadiliere limitera les choix de I'éleveur. Par
exemple, la production de produits transformésseavent régie par un cahier des charges qui
peut conduire I'éleveur a définir des stratégiestaaes particulieres (I’Agriculture Biologique et

la consommation d’antibiotiques). En paralléle, ekiste des éleveurs intégrés, dont la
rémunération est principalement indexée sur lemnp&ience a produire des denrées a partir
d’intrants (poussins, aliments, médicaments) faupair I'intégrateur. Dans ce cas, il est tout & fai

envisageable que la décision ou les modalités alertment soient imposées par l'intégrateur.
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Enfin, les bénéfices économiques associés a ladmnimédicaments pourraient expliquer des
variations de consommation, malgré les régulatitngentes au sein du systeme pharmaceutique,

décrit dans ldigure 4

Administrations publiques ‘ > ‘ Organisations agricoles

Fournisseurs de biens et
services agricoles

v

Ayants droit

I
i
i
i
i
i

Vétérinaires |
praticiens

» i
B
\
Industrie «— Pharmaciens
- Grossistes > .
pharmaceutique d’officine D
\
\
\

Groupements
agréés

\

/

. v
¥

REREEE 2 s
NG Societé

—  Médicaments > Réglementation ---»  Externalités
liges ala
— Medlce_lments > Financiers sant_e
et services publique
— Services et Vétérinaire

informations

Figure 2-4: Représentation schématique du systeme pharmaceutique vétérinaire Source : les auteurs.

Comme pour la demande, I'offre en antibiotiquesitstibfluence de différents facteurs. Les
antibiotiques sont distribuégia le systéme pharmaceutique vétérinaire en suivantlux
marchand industries pharmaceutiques — propriétdiegsmaux, encadré depuis la Loi du 29 mai
1975 relative a la Pharmacie vétérinaire par dgiemgentations sur la production, la distribution
et l'utilisation du médicament vétérinaire. La pm@stion ne peut étre réalisée que par un
vétérinaire. Elle se traduit par la rédaction d’'wmdonnance, obligatoire avant la délivrance de
tout médicament vétérinaire. La Loi n° 75-409 dun28 1975 relative a la Pharmacie vétérinaire
et le Décret n° 2007-596 du 24 avril 2007 précisemiconditions et modalités de prescription et
délivrance au détail des médicaments vétérinailesqu’'en 2007, la prescription ne pouvait
s’exercer qu’'au chevet de I'animal. Le Décret n02896 a |légalisé les pratiques de prescription,
hors examen clinique qui peut étre actuellemerisgapres rédaction d’'un bilan sanitaire annuel
et d’'un protocole de soins qui identifie les prpales maladies affectant le troupeau, et leurs

modalités de traitement. La distribution au détail délivrance), qui pourrait étre assimilée a
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I'offre sensu strictpest octroyée a deux catégories d’ayants drgiieie exercice (pharmaciens
titulaires d’'une officine et vétérinaires praticg¢nainsi qu’a un ayant droit d’exercice restreint
(groupements de producteurs a vocation économidepuis 2007, suite a l'arrét Riaucourt
(Guillemot, 2009), les groupements de productearsamt plus autorisés a acheter et délivrer les
médicaments hors Plan sanitaire d’élevage (PSBpaudu vétérinaire méme s’ils emploient un
vétérinaire. Cet arrét a conduit a la créationaitgé&és par les vétérinaires salariés, en marge des
groupements de producteurs, autorisées a déliggemiédicaments vétérinaires hors PSE. Les
éleveurs adhérents aux groupements s’approvisiorhamc aujourd’hui a deux guichets : le
groupement pour les médicaments a visée prévemgiwveterinaire libéral pour les médicaments
a visée curative. En réalité, les pratigues de @mnsation de médicaments ont peu évolué; la
majorité des structures vétérinaires créées déperdeore partiellement des groupements. A des
fins de tracabilité, lors de la délivrance des rogdlients soumis a ordonnance, le vétérinaire ou le
pharmacien mentionne cette délivrance sur un regsi lequel doivent étre transcrites différentes
informations relatives a l'identification du clierdu médicament et au prescriptduar fine, la
position du vétérinaire, seul habilité a presceteutorisé a délivrer les antibiotiques, constitue
une vraie singularité au sein du marché des atitjoies. En théorie, la réglementation entourant
la prescription des antibiotiques devrait garaetirs bons usages, ceux —ci étant supervisés par
le vétérinaire prescripteur, et limiter les consaations inutiles d’un point de vue médical. Mais
la liberté de prescription, associée a la possijilour le vétérinaire de délivrer les antibiotisjue

guestionne les relations d’influence entre le prati et I'éleveur.

Malgré des conditions d’acces limitées aux antigi@s, le Iégislateur a recemment implémenté
des mesures ciblant les utilisateurs, mais ausgrescripteurs et les dispensateurs pour réduire
'usage des antibiotiques. Si l'organisation dutéyse pharmaceutique permet de contrdler
qualitativement les flux d’antibiotiques, elle sdmpeiner a réguler la quantité consommée. En
effet, la réglementation et ses évolutions de ¥92807 devaient d’abord augmenter la tracabilité
d’'usage des médicaments vétérinaires, et gararg@durité des utilisateurs et des consommateurs.
In fine, I'existence de ce systeme pourrait constituesutit puissant, mobilisable pour réduire les
consommations d’antibiotiques, mais ne semble pawqr en I'état limiter les demandes des
éleveurs. Pour le régulateur, I'enjeu consiste danuoettre en place des mesures équilibrées
concernant 'usage des antibiotiques. Cet équiktaeere nécessaire car paradoxalement la sous-
ou sur-consommation d’antibiotiques peut influarlausanté animale et sur la santé publique. Le
risque sanitaire lié a I'antibiorésistance constitne externalité négative qui justifie l'intervient

des pouvoirs publics, qui mettent actuellementlaogpdes leviers de maitrise a I'aide d’approches

réglementaire (LAA) et volontaire (Plan Ecoantibilog modéle conceptuel proposé darfgjiare
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1 précise les facteurs influencant 'usage des enigjues et les leviers de réduction associés. Les
leviers institutionnels et économiques implémempigslies pouvoirs publics francais sont I'objet

d’étude de la section suivante.

2.5 Pertinence des mesures récentes visant a réduire 'usage des antibiotiques en
élevage

L’existence de facteurs influencant la consommadies antibiotiques au niveau de l'offre et de la
demande a conduit le régulateur a mettre en plesendsures spécifiques. Cette section discute la

pertinence des mesures en respectant cette dicisotom

2.5.1 Mesures ciblant la demande

Les objectifs du Plan Ecoantibio et de 'articled&la LAA visent a réduire drastiquement 'usage
des antibiotiques. A ce titre, le texte législatibule que des bonnes pratiques d’élevage et les

bonnes pratiques de prescription et d’'utilisatiaaks substances sont privilégiees

Six mesures de I'’Axe 1 du Plan Ecoantibid®f@mouvoir les bonnes pratiques et sensibiliser les
acteurs aux risques liés a l'antibiorésistance etaanécessité de préserver l'efficacité des
antibiotiques») ciblent spécifiguement 'augmentation de corapéés des éleveurs. Une mesure
de I'Axe 3 (« Renforcer I'encadrement et réduire les pratiqguessgue») évoque la nécessité
d’amélioration de la conduite d’élevage pour réelliss consommations d’antibiotiques.

La survenue de I'événement sanitaire — ou sonipation — est conditionnée par une conjonction
de facteurs exogeénes et endogénes défavorablesgeel’acces aux antibiotiques soit régulé, la
mise en ceuvre des traitements en I'élevage releVadiative de I'éleveur. L’éleveur est en effet

le décideur, mais également linfirmier de ses anir) et dispose d’'une pharmacie qu’il peut
utiliser, sous réserve de satisfaire a certainggenges réglementaires. A ce titre, la mise eneplac
de leviers visant a réduire la demande d’antibieggjapparait justifiée. La présente section discute

de la portée de mesures visant a réduire la demdraaibiotiques.

2.5.1.1 Réduire la consommation d’antibiotiques en augmentant les compétences individuelles des
éleveurs

L’augmentation du degré de technicité des éleveanmstitue un levier indirect dans la réduction
de consommation des antibiotiques, dans la mesueeopeut permettre une réduction des usages

non rationnels. Cette augmentation peut se falmsieux modalités : un transfert technique de
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proximité d’'une part, des actions coordonnées tegpart. Ces deux modalités reposent sur le fait
gue I'élevage ne constitue pas une entité isol@s ome structure en relation permanente avec
des organismes divers — publics ou privés — queown réle dans la prise en charge sanitaire
(Chilonda, 2001 ; Raboiss@t al, 2012). Dans le cas particulier des antibiotigliescadrement
technique fourni par le vétérinaire prescripteumfler sur leur usage (Kaneene et Miller, 1992).
D’autres acteurs (techniciens, inséminateurs, tiarinistes...), entretenant des relations
privilégiées avec I'éleveur, peuvent égalementrirgeir dans le processus de décision, voire
méme prendre directement cette décision. Indépeméam des vecteurs d’informations,
'éducation des éleveurs en matiere de bon usagead#biotiques pourrait permettre de

rationaliser les traitements.

Dans certains cas, les institutions peuvent ésrenlgteurs d’actions collectives, dont I'objectif es
de coordonner les actions individuelles des pragust afin de répondre a une problématique
collective (Ostrom, 1990). En médecine humaine @eemple, des actions collectives de
sensibilisation des consommatews des campagnes de communication coordonnées par les
pouvoirs publics (slogans du typd.es antibiotiques, c’est pas automatigtyeont permis une
diminution des volumes d’antibiotiques consommésb(icuet al, 2009). L'éducation des
praticiens en petits groupes, animés par un expéhipuche également sur une diminution
significative des consommations de meéedicaments (Mdej@s-Moraet al, 2004; Ranjiet al,
2008).A contrariq la rédaction de guidade bonnes pratiques largement diffusés, dontdiitj

est de rappeler les bons et mauvais usages dbmtqties, semble produire des résultats moins
tangibles (Al-Momanet al, 2009 ; Farynat al, 1987).

L’'impact d’actions collectives concernant la consaation d’antibiotiques demeure mal connu
en productions animales. Historiquement, la luttetie les maladies infectieuses reste basée sur
'adhésion des éleveurs aux programmes de propieytaordonnés par les GDS. L’adhésion des
éleveurs aux GDS, avant tout mue par des inténglisiduels (diminution de l'incidence de
maladie), a néanmoins deux répercussions collectivencernant la réduction d'usage
d’antibiotiques. Elle permet d’'une part de modifiercontexte épidémiologique et fine la
consommation d’antibiotiques (Rat-Aspert et Fowit2010). Elle permet également de délivrer
un message standardisé a tous les adhérents ban lesage des antibiotiques, par exemple a
travers des programmes de formations du type eétemfirmier ». La contribution d’actions
volontaires coordonnées a la diminution de consamemadantibiotiques en élevage,

théoriquement bénéfique, reste encore a documenter.
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2.5.1.2 Réduire la consommation d’antibiotiques en substituant d'autres facteurs de production

Il existe, au sein d’'un systeme d’élevage donnéiveau basal de maladies, qui peut étre qualifié
de « norme sanitaire » (Raboissenal, 2012), et qui conduit a définir un niveau norde
consommation d’antibiotiques. Cette norme sanitstassociée a des facteurs (déja discutés dans

la section 1), sur lesquels I'éleveur ne peut pHser.

Les déterminants de la consommation qui nous pupeact ici sont les facteurs endogéenes, dans
la mesure ou une meilleure maitrise de ces derpar$éleveur est de nature a faire varier le
niveau de consommation d’antibiotiques dans I'ekglion. La majorité des facteurs de risque
recensés constitue des facteurs de productionoSegors la question de la substituabilité entre
ces difféerents facteurs endogénes. Est-il par elemppssible d’atteindre un méme niveau de
production en utilisant des niveaux différents giits? Un exemple courant de substitution est le
recours a la prophylaxie médicale (vaccinationjbamprévention) pour diminuer un risque de

maladie lors de mauvaises conditions d’élevage.

La relation de substitution entre facteurs de pctida s’envisage facilement entre ressources
sanitaires préventives et facteurs de productiam semitaires (alimentation, logement), sans
priori sur la nature parfaite ou non parfaite de la ieafplus d’'unités d’un facteur employées
pour compenser le manque d’'un autre). Elle s’egeissussi aisément entre différents types de
ressources sanitaires préventives (vaccin A ouindou antibioprévention). Des substitutions
entre inputs médicamenteux préventifs et inputsatdar sont également possibles, comme
lillustre l'intérét de la vaccination pour diminu& nombre de traitements curatifs des maladies
respiratoires des jeunes bovins (Asgi@l, 2009b). La maitrise des facteurs de risque etruEsy
impacte donc qualitativement (séverité) et quantganent (incidence, contagiosité) la maladie,
etin fine les consommations d’antibiotiques. Cette relatiacigalement été mise en évidence en
production porcine, dans une enquéte rapportapluseaibles consommations antibiotiques dans
les élevages mettant en place des mesures de Wnibddtaaneret al, 2013). La substitution
entre inputs médicamenteux et autres inputs edilgesmais nécessite une anticipation de
I'évenement sanitaire. En cas d’apparition de thesibanitaires, la demande de traitement curatif
devient rigide. Dans ce cas, le niveau de consoromdes autres facteurs ne varie que faiblement.
L’anticipation repose en partie sur les compétemediwiduelles des éleveurs, et leur capacité

(financieres, logistiques...) & mettre en place déstiutions.
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2.5.1.3 Réduire la consommation d’antibiotiques en faisant varier les prix

Lorsqu’une substitution est possible, la questi@ stn intérét économique demeure. Les
difficultés d’estimation de l'intérét économique ohesures zootechniques, la volatilité des prix
des produits et des facteurs de production, comestitautant d’incertitudes qui viennent limiter les

alternatives non médicales aux antibiotiques atdeame, méme si elles semblent socialement
pertinentes compte tenu des externalités liéesusadle des antibiotiques en élevage. La
substituabilité entre facteurs de production fas@rie recours a des inputs a retour sur
investissement rapide tels que les antibiotiquest befficacité est garantie dans des conditions
d’utilisation standard et limite I'incertitude slg revenu agricole. En outre, les antibiotiques
assurent un contréle de dommage a court termeistgnd beaucoup d’autres facteurs I'assurent

a long et moyen termes.

En raison des contraintes budgétaires propres # texploitation agricole, les ressources
monétaires sont allouées aux stratégies de maileisee maladie caractérisées par la rentabilité la
plus élevée. Cette contrainte budgétaire peut dimitéleveur dans le choix de certains
investissements codteux (mais pouvant néanmoingrea rentables a long terme, comme la
réfection d’'un batiment) et rigidifier encore unupglus la demande en antibiotique. Enfin, la
contrainte budgétaire conduit I'éleveur a favorisirs investissements caractérisés par une
probabilité élevée de retour sur investissementesSantibiotiques n’assurent aucun retour sur
investissement en I'absence de maladies a venirefficacité autorise un niveau de maitrise de
la maladie tres satisfaisant en cas de survenude ekcours aux antibiotiques est aisé
techniqguementin fing, les antibiotiques s’averent de puissants ouglsahtréle de dommages,
fortement résistants a la contrainte budgétaire.

2.5.2 Mesures visant I'offre des antibiotiques

La décision du législateur de mettre en place desunes incitatives, mais également coercitives
ciblant directement les prescripteurs et les ayadwatis, matérialise la volonté des pouvoirs publics
de maitriser de possibles dérives au sein mémeysteénse de distribution du médicament
vétérinaire. Quatorze mesures du Plan Ecoantilbierd les vétérinaires, dont une majorité est
également inscrite dans la LAA. Les mesures réghtaires majeures sont étudiées dans cette

sous-section.
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2.5.2.1 Réduire les usages en encadrant la prescription des antibiotiques

L’objectif global de réduction de 25 % de 'usagel'@nsemble des antibiotiques, fixé par le Plan
Ecoantibio, est réaffirmé par la LAA, qui prévoiteuréduction de 25 % entre 2013 et 2016 de
'usage des fluoroquinolones et céphalosporine3°@d £ générations. La fixation d’'un objectif
global, identique pour toutes les espéces animadesernées, laisse perplexe quant a son
applicabilité. Certaines filieres (principalemeriéldvage intensif), fortement consommatrices
d’antibiotiques, peuvent contribuer fortement adalisation de cet objectif, alors méme que des
filieres de production plus extensives ne dispaseqoie de peu de leviers de réduction de leurs
consommations d’antibiotiques. Enfin, I'impact Bantibiorésistance de telles réductions d’usage

demeure encore a évaluer.

Un décret en cours d’élaboration, correspondamt radsure 26 du Plan Ecoantibio, prévoit en
outre un encadrement strict de la prescription atggiotiques d’'importance critique. S’il est
aisément possible d'imaginer que ces mesures é@mares vont limiter la consommation des
familles d’antibiotiques ciblées, leur impact comzmt les mésusages ou les surconsommations
demeure incertain. En effet, pour une affection nden il est probable qu'une famille
d’antibiotique soit substituée a une autre, ceayuiinal (i) n’entrainera pas de baisses reelles
d’'usage, et (ii) n'aura que peu d'effet sur I'ext@ité (antibiorésistance), du fait de I'existedee
résistances croisées entre les différentes fanaligibiotiques (Carattoli, 2009).

2.5.2.2 Réduire les usages en encadrant les pratiques commerciales associées aux antibiotiques

L’aménagement de mesures visant a restreindradéations a la prescription ou a la délivrance
a tous les étages du systéme pharmaceutique, reammaénen France par le Conseil général de
I'alimentation, de I'agriculture et des espacesABER) (Dahan, 2013)apparait aujourd’hui dans

l'article 48 de la LAA. Les mesures préconiséenisa mieux réguler les relations financieres,

directes ou indirectes, entre les fabricants deicaétkents et les ayants droit.

La loi prévoit d’abord linterdiction du versemetifavantages en nature (matériels, voyages...)
aux ayants droit, mais également aux sociétéef@esentant ainsi qu’'aux étudiants vétérinaires.
Elle prévoit également des mesures visant a imterdiute possibilité d’incitation a I'achat

d’antibiotiques par le biais de remises « croidéesur d’autres catégories de médicaments. La

réglementation vise également a interdire la caiciude contrats de coopération commerciale

3 L’ayant droit toucherait alors la remise initialent reliée a 'achat d’antibiotiques en cas d’achah autre
médicament non antibiotique.
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concernant la vente d’antibiotiques. Enfin, la podvoit I'interdiction de toute forme de remises,
rabais ou ristournésoctroyées lors de I'achat d’antibiotiques (toutamilles d’antibiotiques
confondues). L'interdiction de remises sur toutssfamilles d’antibiotiques présente d’un point
de vue théorique I'intérét de limiter les incitaitgoa la prescription, mais également de décourager
les substitutions entre familles d’antibiotiquedaa@lifférence de mesures spécifiques a certaines
molécules). Toutefois, le dispositif I1€gislatif pubppose que les remises associées a la vente
d’antibiotiques influent sur le prix de vente fa&w I'éleveur, ce qui reste dans les faits a &tabl
Dans I'hypothése ou les remises ne sont pas — ou pépercutées sur le prix final, il est peu
probable que cette mesure influence réellemenixedgel de vente des antibiotiques appliqué aux
éleveurs. Le degré de réintégration des remises aprix de vente au consommateur varie
fortement en fonction des filieres de productiomsidérées. Par ailleurs, I'encadrement des
marges des intermédiaires présuppose que le \a@térigoit en mesure de persuader I'éleveur
d’utiliser des antibiotiques au-dela de son optimderprofit. Cette hypothése reste également a

vérifier.

La LAA prévoit enfin l'interdiction de conditionsapticulieres de ventes, c’est-a-dire que le
vendeur ('industrie pharmaceutique et les ayardg)ddevra afficher un prix unique, valable pour

'ensemble de ses clients. Cette interdiction sertiiéoriquement opportune, car elle permettrait
de pénaliser les gros consommateurs d’antibiotiqgeisbénéficieraient de tarifs préférentiels.

Néanmoins, cette mesure ne régle pas totalemeuekstion de la concurrence entre ayants droit,
cette derniere pouvant conduire a terme a une ahuterix des antibiotiques (la marge reste
librement fixée par l'ayant droit), qui S’accompagait une augmentation des volumes

commercialisés.

Finalement, I'ensemble de ces mesures législatieesegle donc pas totalement la question
fondamentale de la fixation du prix de vente. kxiste a ce jour pas de données permettant
d’évaluer la pertinence des mesures évoquées siisleda mise en place de taxes et
'administration du prix de vente des antibiotiqeesstituent deux alternatives étonnamment peu
étudiées. Un systeme de taxe pigovienne (PigouQ)1$durrait permettre d’internaliser
'externalité (antibiorésistance). Une telle taxat #héoriquement égale au dommage des effets
externes provoqués par l'utilisation d’une unitpg@mentaire d’antibiotique. Il est possible que
la taxe pigovienne n’ait qu’un effet limité surduction de la consommation d’antibiotiques, car

leur demande en productions animales est probahbtenggde ; en revanche, elle permettrait de

4 Les remises (ou remises arriére ou marges arserg)des rémunérations versées sous différenteefopar les
fournisseurs aux ayants droit avec lesquels ilslcemt des accords commerciaux.
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maximiser l'utilité de la consommation. Sa misepd@ice nécessite néanmoins une évaluation
préalable des dommages, ce qui s’'avére complexs lartas de I'antibiorésistance. Une
alternative consisterait a fixer une taxe sur hagbatiques, dont le montant pourrait étre fixé en
fonction des colts de développements supportdepardustries pharmaceutiques (Vagsholm et
Hojgard, 2010). La taxe, supportée soit par lesistriels, soit par les consommateurs, pourrait
étre redistribuée pour encourager la recherchenghi@ogie. Une administration du prix des
antibiotiques, destinée a maintenir les prix prag&ja un niveau élevé, adresserait au marché un

signal équivalent.

2.5.2.3  Réduire les usages en réduisant la dépendance économique des vétérinaires aux ventes
d’antibiotiques

La délivrance au détail se répartit de manierdivelment inégale entre les ayants droit, I'esséntie
des volumes d’antibiotiques (environ 80 %) étankivd® par les vétérinaires. La relation
marchande entre le prescripteur-délivreur (le wéaéne) et ses clients (les éleveurs) souléve la
question du conflit d’intéréts. Le vétérinaire paitren effet étre incité a accroitre ses presorigt

de médicaments, de maniére a augmenter le profé oe son activité commerciale d’ayant droit.
La simultanéité d’exercice de la prescription eladéélivrance des antibiotiques par le vétérinaire
pourrait ainsi engendrer une situation propice asilsiconsommation d’antibiotiques. Le
découplage prescription-délivrance des antibioBcmété repoussé en France, bien gu'il soit en
vigueur dans d’autres pays de I'Union européennesifRch, 2012). Ce découplage semble
produire des résultats controversés (Dahan, 204&rmet bien de solutionner la problématique
du conflit d'intéréts, mais la dépendance finarei€les prescripteurs vis-a-vis des éleveurs
pourrait conduire, dans un marché concurrentiell’difre médicale, les vétérinaires a la
prescription de « complaisance ». La menace deugdage qui a pesé durant le travail législatif
pourrait avoir joué positivement sur la réducti@cdnsommation d’antibiotiques. Une évaluation
économique de l'intérét de cette mesure pourraiwéer intéressante a la lumiére de la non-
atteinte des objectifs de réduction. L'investissehues vétérinaires dans des stratégies visant a
diversifier leurs sources de revenus, telles queelate de services, pourrait étre un témoin
intéressant de leur dépendance financiére a la& \ekantibiotiques, et éclairer la réalité du cdnfli

d’intéréts.

Au-dela de la dualité d’exercice du vétérinaire,laa fois prescripteur et dispensateur
d’antibiotiques, la relation client-fournisseur dig I'éleveur et le vétérinaire mériterait d'étre
guestionnée au regard de la consommation d’antijoies. En médecine humaine, la relation

marchande liant le prescripteur et le patient,aevdlonté de ne pas s’écarter de la pratique
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dominante constituent deux facteurs explicatifssd@urs non justifié aux antibiotiques (Rosman,
2010). La préférence de certains praticiens posint&dicaments avec « effet de démonstration »,
afin que les patients aient I'impression d’avoiréellement recu des soins » a également été
observée (Orzech et Nichter, 2008). La pressiomcérepar les patients sur le médecin pour
orienter la prescription d’antibiotiques a égaletwg décrite (Avorn et Solomon, 2000 ; Orzech
et Nichter, 2008). Il est vraisemblable que de pdlénomenes existent en médecine vétérinaire.
En agriculture s’ajoute le risque économique agsada non-utilisation d’antibiotiques, qui peut
conduire a une surmédicalisation des animauxitifation d’antibiotiques pourrait jouer un effet
d’assurance, en diminuant le risque d’échec thétapee, lié a des difficultés de diagnostic. Les
pressions possiblement exercées par les éleveursapoir accés aux antibiotiques n’ont a notre
connaissance pas fait I'objet d’études a ce jauaueun dispositif réglementaire actuel ne semble

les considérer.

2.6 Conclusion

L’activation de leviers (incitations, réglementafjopermettant de substituer des mesures
préventives aux antibiotiques peut présenter waréhtdans la mesure ou le colt des alternatives
est inférieur a celui des antibiotiques, car elenpet d’améliorer la compétitivité des élevages et
de réduire la consommation d’antibiotiques. Deysetyd’approches, complémentaires, ressortent
de I'analyse proposée. Les approches réglementaitgsour objectif de contraindre I'utilisation
des antibiotiques, et de limiter I'influence deatgues commerciales sur leur consommation. Ce
type de mesures ne consideére pas la questioméedasité d’'usage comme centrale, mais poursuit
I'objectif de limiter 'usage et les incitations laisage, toutes choses égales par ailleurs. Si
I'efficacité de telles mesures a court terme péavéser importante, il convient néanmoins
d’évaluer les possibilités de contournement. Lgx@ghes volontaires regroupent a la fois des
initiatives privées et payantes (I'éleveur finateeigmentation de son niveau de compétences
sanitaires) et des initiatives collectives (adhésiain groupement ou engagement dans un cahier
des charges). Méme si leurs effets restent pldgithé a mesurer, ces approches présentent
'avantage de sensibiliser les parties prenantaspaoblématique (particulierement les éleveurs)
qui peuvent internaliser I'externalité dans leuogassus de prise de décision. Dans le cas de
l'utilisation des antibiotiques, toutes les iniias permettant de réduire I'incidence des maladies
sont vertueuses, car elles permettent d’augmemtesrhpétitivité des élevages, en diminuant les

consommations antibiotiques.
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La réduction de l'usage des antibiotiques, a tiles différents outils présentés dans cet article,
poursuit un objectif de lutte contre I'antibiordaisce. Parmi tous les dispositifs de lutte contre
I'antibiorésistance mis en ceuvre ou envisagés gmalitorités sanitaires, on peut s'étonner de
'absence de réflexions sur I'administration desx gt de dispositifs s’inspirant de la taxe
pigovienne. Si I'antibiorésistance constitue uredité, la mesure des dommages qu’elle entraine
doit étre menée prioritairement. Comme ces dommsgtsdécalés dans le temps, un consensus
d’experts et de citoyens doit étre recherché caoracdrles hypotheses de calcul, en particulier
concernant le taux d’actualisation des dommagasdutSimultanément, les déterminants de
I'antibiorésistance se doivent d’étre mieux inv@sés, en évaluant 'ensemble des stratégies de
traitements possibleg.@.curatifvs préventif ; faible ou forte posologie ; choix d’antibiotique
critique ou non). Ces diverses connaissances demengécessaires pour éclairer la prise de
décision publique. Le Plan Ecoantibio fournit urjeshif indicatif de réduction de 25 % des
consommations d’antibiotiques. Il est principalemem signal destiné a mettre en avant
limportance de cette question, mais sa portéelesirchoix individuels demeure limitée. Les
mesures de persuasion et de formation sont némEssaiune réduction des consommations
d’antibiotiques. Elles ne sont pas toutefois safites tant que la derniére unité consommée
apparait rentable au décideur. Inversement, urernalisation de I'externalité par une taxe
constitue également une incitation pour les usagexcquérir les compétences pour s'adapter a

cette taxe en baissant sa consommation au moin@te ¢
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3.1 Résumé en frangais

Nous avons étudi@ vitro etin vivol'activité de la marbofloxacine sur deux souchastériennes
appartenant aux espeddannheimia haemolyticet Pasteurella multocidanembres de la famille
desPasteurellaceaet agents des bronchopneumonies infectieuses ¢BE%)les bovins. Les deux
souches utilisées avaient des CMI procHasvitro, les relations entre les concentrations et
l'activité de la marbofloxacine ont été évaluéespeésence d’inocula bactériens de tailles
différentes (1Bet 10 UFC/mL) en réalisant des courbes de bactéricldés. concentrations en
marbofloxacine au contact de la suspension banté&iétaient constantes pendant toute la durée
de lincubation. Les courbes de bactéricidie oré étodélisées afin d’établir des relations

concentration-effet de la marbofloxacine pour cleaspuche et chaque taille d'inoculum.

Pour I'inoculum de plus faible taille, la marbofbmine a montré une activité similaire sur les deux
souches bactériennes, avec des concentrationsleamlbréduire I'inoculum de 3 log (Efsg)
proches de la CMI pour chaque souche. Pour lesulaode grande taille, I'activité de la
marbofloxacine a montré des différences marquéa® dées deux souches. PoBasteurella
multocidg l'activité contre le gros inoculum a été forterndiminuée, attestant de la présence
d'un « effet inoculum » qui est abondamment dedaits la littérature et que nous avions deéja
observé avec la marbofloxacine coriigcherichia coliet Klebsiella pneumoniaeEtonnement,
nous n'avons pas observé d'« effet inoculum » pdannheimia haemolyticd’activité de la
marbofloxacine se réveélant similaire entre le ggbse petit inoculum. Au final, face a un gros
inoculum bactérien, la marbofloxacine a été beapgbus active contr®annheimia haemolytica
que contrePasteurella multocidaavec un rapport de 10 entre les concentratiofisaeés
(concentrations capables de réduire I'inoculum tEg5ECsiog), exprimées en multiple des CMI.

Nous avons également étudié l'activité de la midokacine dans un modéle d’infection
pulmonaire chez la souris immunodéprimée. Les sant été infectées avec des inocula de 10
CFU des mémes souchesMannheimia haemolyticau Pasteurella multocidaCompte-tenu de

la faible virulence de ces deux especes bactérsecimez la souris, nous n'avons pas pu obtenir
d’infection pulmonaire avec des inocula bactérielespetite taille. A la dose de 40 mg/kg,
I'efficacité clinique et bactériologique de la mafioxacine a été tres supérieure chez les souris
infectées aveMannheimia haemolyticque chez les souris infectées alasteurella multocida
Des groupes de souris infectées aviannheimia haemolyticant également été traitées avec des

doses de marbofloxacine de 1, 5, 10 et 20 mg/kgeladion dose-effet établie a montré a partir
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de la dose de 5 mg/kg (et pour les doses supésiedes résultats cliniques et bactériologiques

supérieurs a ceux obtenus avec 40 mg/kg cédasteurella multocida

Au final, la marbofloxacine manifeste une actidatéimicrobienne supérieure coniiannheimia
haemolytica par rapport aPasteurella multocida deux espéces bactériennes trés proches
phylogénétiquement et responsables de BPI chdaolss. Les donnédn vitro suggéerent que
cet effet pourrait étre en lien avec une absenceffiet inoculum » pouvlannheimia haemolytica

la marbofloxacine étant aussi active contre un grosulum que contre un faible inoculum de
cette espéece bactérienne. La tres grande efficdeitéta marbofloxacine contiglannheimia
haemolyticaassociée a I'existence d'un « effet inoculum »caRasteurella multocidauggere
gu’'une stratégie de traitement précoce avec dessdass faibles (adaptées aux petits inocula)
gue les doses recommandées actuellement (établieteptraitement d’infection séveres) pourrait
étre envisageée dans le traitement des BPI chdiigss.
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3.2 Abstract

We investigated the antimicrobial activity of adtoquinolone against two bacterial species
belonging to thd>asteurellaceaéamily that were genetically close and had simi€s. Time-

kill experiments were used to measure theiiro activity of marbofloxacin against two strains of
Mannheimia haemolyticaand Pasteurella multocidawith close MICs. We observed that
marbofloxacin potency was higher agaildt haemolyticathan P. multocida ie a lower
concentration of marbofloxacin was required to wbthe same bactericidal effect. For both
bacterial species, the antimicrobial activity wascréased with increasing the inoculum size.
However, this inoculum effect was lower with haemolyticahan withP. multocida In addition,
we used a pulmonary infection model with immunocoonpsed mice intratracheally infected
with 10° CFU of bacteria and treated with different marbeéicin doses. At the same dose, the
clinical and bacteriological outcomes were mucldvdor mice infected witiM. haemolyticahan

for those infected witlP. multocida Moreover, the bacteriological eradication wasaoted with

a lower marbofloxacin dose for the mice infectethwil. haemolyticaOur results suggest that
the differentialin vivo marbofloxacin efficacy observed with the two baelespecies of similar
MIC could be explained by a differential inoculurfieet. As a consequence, MICs determined
under standard conditions on®I0FU inocula do not appear to be adapted to preditbiotic
efficacy, at least with high inocula, even withszty related bacterial strains. In the field, atings
the antimicrobial doses to their actual effica@gainst specific etiologic agents should contribute
to a more parsimonious use of antibiotics, thusgmang their activities for the benefit of both
human and animal health. Further investigationstirer animal models should confirm this

hypothesis.
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3.3 Introduction

In veterinary medicine and human medicine, thetfagjainst antimicrobial resistance requires the
reduction of antimicrobials consumption through megulatory requirements, the suppression of
inappropriate uses, and also through the optinuratif dosage regimens for appropriate uses.
Such optimization of dosing regimens should moezigely take into account factors depending
on the pathogens, the infection sites, the molsctife hosts, and their interactions (Canton and
Morosini, 2011). Conversely, to date, the dosesrdfbiotics proposed by manufacturers and

cleared by authorities are very often labelledaf@tuster of pathogens.

In this study, we worked oMannheimia haemolyticand Pasteurella multocidaijwo Gram
negative species of theasteurellaceagamily which are the most often encountered béaater
aetiological agents of the cattle disease calleD BBmplex. These bacteria are at present targeted
by the same drugs (belonging to the families of nolates, phenicols, fluoroquinolones and 3
generation cephalosporins) at the same dosage erginegistered for the overall disease. This
situation with “disease claim” is representativeveferinary and human treatments of bacterial
infections and we wondered if, in the context afgent use of antimicrobial drugs, such “disease
claim” could potentially be improved with more tatgd doses adapted to the different aetiological
agents.

The efficacy of an antibiotic treatment depends rgndiverse factors on the susceptibility of the
targeted pathogens, and it is the reason why theés\of antibiotics used against bacteria are
combined with pharmacokinetic parameters to proedéfseacious dosage regimens in preclinical
trials. For fluoroquinolones, two PK/PD indices arerrelated with the effectiveness of an
antimicrobial treatment: AUC/MIC and Cmax/MIC (Fest et al., 1993). However, a set of studies
have pointed out the limitations of MIC as the sbidicator to capture the complexity of
interactions between bugs and drugs (Gehring amigfej 2013). These limitations are linked to
the standard procedure for its determination tlaisists in assessing antibiotic activity on an
inoculum of 5.18 CFU/mL in the presence of constant concentratadrdrugs and after a fixed
time of incubation (CLSI, 2009). As an example, si@endard MIC determination does not take
into account the inoculum effect whereas sevetaliss have stressed that higher antibiotic doses
are needed to eradicate high bacterial inoculaeasite of infection (Ferran et al., 2009; Jumbe et
al., 2003; Kesteman et al., 2009; Vasseur et @L.4p

By usingin vitro andin vivo assays, the aim of this study was to determineattizvity of

marbofloxacin, a fluoroquinolone used in veterinargdicine in Europe, against two strains of
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two closely related bacterial species belongintheosame Familiad?@steurellaceaethat have

similar MICs and are targeted in the field by theng dosing regimens.

3.4 Material and methods

3.4.1 Bacterial strains, media, antibiotic and reagents

A strain of M. haemolyticaserotypeA2, isolated in 2010 in the Netherlands from the Rin§a
calf with clinical signs of BRD, and a strain Bf multocidaisolated in a diseased pig in France

were used in this study.

Mueller Hinton (MH) broth and agar and Brain Hdaftision Broth (BHIB) were purchased from

Biomerieux.

Marbofloxacin was provided by Vetoquinol SA anddiser MIC and MBC determinations and

for time-kill experiments. Fan vitro testing, the powder was diluted in sterile distlivater from

a stock solution at 1 mg/mL stored at -20°C. ovivo testing (mice challenge), a commercial
formulation of marbofloxacin for veterinary use apyed in France (Marbocyl 10% ®) was used

immediately after dilution in sterile distilled veat

3.4.2 Invitro testing

3.4.2.1 Determination of the Minimum Inhibitory Concentrati on (MIC) and the Minimum
Bactericidal Concentration (MBC)

MIC were determined in triplicate according to tBeSI reference methods (CLSI, 2009). MIC
were also determined in Brain Heart Infusion Br¢BHIB) with bacterial inocula of 5.0
CFU/mL, using the same microdilution method sinedBgave better growth of both strains and

was used for killing curves experiments.

Bactericidal effects were determined with bactenatula of 18 CFU/mL and 18CFU/mL, from
time Kill experiments by subculturing in MH agaafas, where wells with no visible growth were
observed. The minimum bactericidal concentrationB@ was defined as the lowest

marbofloxacin concentration giving a decrease ofentiban 3log10 CFU/mL (99.9%) at 24h.
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3.4.2.2 Time kill experiments

After overnight growth on MH agar plates, inoculaM. haemolyticaand P. multocidawere
prepared by transferring several colonies intohfrBsiIB to obtain suspensions containing 10
CFU/mL and 18 CFU/mL. Suspensions were incubated for one hoB7E to reach exponential
growth phase before adding marbofloxacin at diffiemncentrations (0, 0.25, 0.5, 0.75, 1, 2, 4,
8, 16 and 32 fold the MIC). Aliquots of 5@ were removed from bacterial suspensions at 0, 0.5
1, 2, 4, 6, 8 and 24h after incubation at 37°C.yTere centrifuged at 3000g for 10 minutes and
pellets were then resuspended in pD®f 0.9% NaCl to eliminate the carryover of maibgacin.
TenulL of successive 10-fold dilutions were plated on feghr. The colonies were counted after

24h of incubation at 37°C. The detection limit ofany counting was 100 CFU/mL.

3.4.2.3 Mean Inoculum growth

From each time-kill curve, we calculated the Areader the Curve (AUC) of bacterial counts

from time O to 24h. This AUC was divided by 24 h&tw obtain an average inoculum size over
the investigated time interval (24 hours) for eathsted marbofloxacin concentration (Forrest et
al., 1993). The basal inoculumefta) was equal to the inoculum size before exposure to

marbofloxacin. Mean inoculum growthl(x)) was then defined by Equation 1:

Al (X):| I easaL (Equation 1)

X

whereAl(x) is expressed in log CFU/mLy (log CFU/mL) is the mean inoculum obtained after
exposure to a given marbofloxacin concentration lgasaL (log CFU/mL) is the inoculum size

before exposure to marbofloxacin.

3.4.2.4 Modelling of mean inoculum growth

Mean inoculum growth was modelled as a functionmafrbofloxacin concentration, using a
sigmoid dose-response effect model implementedher WinNonlin© software version 5.3
(Pharsight, Moutain View). We re-parameterized ¢éigua previously used elsewhere (Ferran et

al., 2013; Regoes et al., 2004) which are derivenhfa classical sigmoidnrax model, to obtain
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Equations 2 and 3 allowing to directly calculateotywarameters of intereste. ECa3iog the
antimicrobial concentration producing a reductidn3togio (99.9 % reduction) of the basal
inoculum of 16 CFU/mL, and EGig the antimicrobial concentration producing a reauncof
5logio (99.999 % reduction) of the basal inoculum of CFU/mL.

(Al MAX _AlMIN )X (%Ecsmgj

AL(X)=Al - (Equation 2)

() )]

(Al -Aly )x(%fC%J
e

AL(X)=Al ypy - (Equation 3)

whereAl(x) (log CFU/mL) is the mean inoculum growth for raafloxacin concentration X\Imax
andAlvin (log CFU/mL) the maximal and minimal inoculum growtiibtained without antibiotic
(Almax) or after exposure to the highest marbofloxacimeemtration Almin), X (Lg/mL) the tested
marbofloxacin concentration, Efsg (Lg/mL) the antimicrobial concentration producing a
reduction in the basal inoculum of 3 {ag.e. AI(EC.3iog) = -3, ECsiog (Lg/mL) the antimicrobial
concentration producing a reduction in the basatutum of 5 logpo, i.e. AI(EC.siog) = -5, andy

the sigmoid coefficient of the curve. These valokthe mean inoculum changes (-31¢gnd -5
logi0) were chosen to take into account the size ofrtiti@liinoculum (5 logo and 8 logo). In both
cases, the remaining inoculum (2 or 3:p@an be considered as similar, and low enough to be

eradicatedn vivo by the host natural defences.

3.4.3 Invivo testing

3.4.3.1 Animals

All animal procedures were carried out in accordanitk international accepted standards of
animal care under agreement number TOXCOM/0022/AF @hi¢Eommittee: Comité d’éthique
de Pharmacologi@oxicologie de Toulous&lidi Pyrénées, France #C2EA-86) for animal

experimentation of French Ministry of Agriculture.
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Eighty female Swiss mice weighing 20 to 30g (Chafkever Laboratories, L’Arbresle, France)
and aged from 8 to 12 weeks were conditioned inla@ooratory at least for one week before
experimentation. Animals were housed with a 12 salay-night cycle in a temperature (22°C)
controlled room in autoclavable type Il L cageshiilters on Souralit® (hygiene animal bedding)
and had water and food (Tecklad global diet 2014aA®) access ad libitum.

3.4.3.2 Induction of neutropenia

Cyclophosphamide (Sigma-Aldrich, St Quentin Fakayvi France) was administered
intraperitoneally to mice at doses of 150 mg/kgysdbefore inoculation, and 100 mg/kg one day

before inoculation.

3.4.3.3 Lunginfection model

Mice were purchased specific pathogen free anti¢laéth status was checked twice a day before
and during experiments. We verified mobility, reafpry movements and piloerection. If
immobility was observed, we euthanized animals wighhumane method described below. These
animals were included in the “dead group”. If pregtion and/or increase of respiratory
movements were detected, the mice were more chretiderved during the day.

On day 0, mice were anesthetized by an intrapex#bmjection of a mixture of 0.17 mg/kg
medetomidine (Domitor®, Zoetis, France) and 80 mdtktamine (Chlorketam®, Vétoquinol,

France).

The tracheas were cannulated with a 22 G catheteowt mandrel. The lungs were inoculated
with 20uL of M. haemolyticaor P. multocida suspension containing 5x4#0CFU/mL,
corresponding to a total of 1xXA0FU/lung. To constitute a control, 2 mice remaineéfected

and were isolated in a separate box.

Three hours after bacterial challenge, mice reckige single intraperitoneal injection of
marbofloxacin. Eight groups of 10 to 13 mice wemedomly constituted and were treated with O,
1, 5, 10, 20 or 40 mg/kg of marbofloxacin for theeeninoculated wittM. haemolyticaand with

0 or 40 mg/kg of marbofloxacin for the mice ino¢athwith P. multocida For ethical reasons,

only 4 to 8 mice were allocated in groups with leaviability.

Clinical signs of disease and mortality were reedrdver 48h, and at day 2 after challenge, all

surviving mice were sacrificed humanely by an ip#m@oneal injection of 120 mg/kg
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pentobarbital sodium (Dolethal®, Vétoquinol, Francehe lungs were aseptically removed and
homogenized in 5mL of 0.9% NaCl. The homogenate® wentrifuged at 3000 g for 10 minutes
and the pellets resuspended in 2 mL of 0.9% NaéhuL of successive 10-fold dilutions were
then plated on MH agar. The bacterial counts peg lere recorded after 24h of incubation at
37°C. The detection limit of colony counts was 2ZDBU/lung. Mice were then divided into 3
categories regarding the effect of marbofloxacpersistent infection” (decrease in bacterial load
<3logl10 CFU in lungs), “bactericidal effect” (dease in bacterial load >3log10 CFU in lungs),
“bacterial eradication” (bacterial counts below th@Q). In the follow-up, dead mice were

classified into the “persistent infection” category

The bacterial counts in lungs after 48 h were caegbavith an analysis of variance followed by a

Dunnett comparison.

3.5 Results

3.5.1 Invitro testing

3.5.1.1 MIC and MBC results

For both bacterial species the values of MIC, MB@ the ratio MIC/MBC are shown in Table 1.
The MIC values of marbofloxacin were 0.03 pg/mLKbrhaemolyticaand 0.016 pg/mL foP.

multocida These values were identical in MHB and BHIB.

Tableau 3-1 : Marbofloxacin MIC and MBC determined in BHIB for M. haemolytica and P. multocida

MIC MBC MBC/MIC
(ug/mL) (ug/mL) ratio
M. haemolytica 0.03
low inoculum 0.023 0.75
high inoculum 0.03 1
P. multocida 0.016
low inoculum 0.03 2
high inoculum 0.12 8

MIC were determined with a standard inoculum of 5@BU/mL.
MBC were extracted from time-kill experiments.
Low inoculum: 5.18 CFU/mL. High inoculum: 5.10CFU/mL.
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The MBC values observed with the standard inocuain®.1® CFU/mL showed very slight
differencesj.e. equal or less than one 2-fold dilution, comparethe corresponding MIC values
for bothM. haemolyticg0.023 pg/mL) ané. multocida(0.03 pg/mL), as indicated by MBC/MIC
ratios (Low inoculum, Table 1). The MBC value obtd with the 5.199CFU/mL inoculum was
equal to the MIC (0.03 pg/mL) fal. haemolyticabut was8-fold the MIC (0.12 pg/mL) foP.
multocida(High inoculum, Table 1).

3.5.1.2 Time-Kkill curves

The time-kill curves oM. haemolyticaandP. multocidaexposed to different concentrations of

marbofloxacin are presented in Figure 1.
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Figure 3-1: Time-kill curves of low (105 CFU/mL) (A and B) and high (108 CFU/mL) (C and D) inocula of M.
haemolytica (A and C) and for P. multocida (B and D) in the presence of marbofloxacin (concentrations shown in
multiple of the MIC (MIC = 0.016ug/mL for P multocida and MIC = 0.03 pg/mL for M. haemolytica).
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For M. haemolytica we obtained a concentration-dependant bacteli@tfact. For the low
inoculum of 16 CFU/mL the MBC was equal to 0.75xMIC. Marbofloxadiilled 99.9% of the
bacteria within 0.5h at concentrations higher tBaklIC, within 2h at 1 xMIC and within 4h at
0.75xMIC.

For the high inoculum (FOCFU/mL), marbofloxacin killed 99.9% of the bacgeviithin 0.5h at
concentrationg 4xMIC, within 1h at 2xMIC, and within 2h at 1xMIC.

For P. multocidathe results obtained with the low inoculum of OFU/mL were similar to those
observed witlM. haemolyticaThe MBC of marbofloxacin was equal to 1XMIC, eviathe effect
was slower than fok. haemolyticgkilling <3log10 at 8h). In addition, marbofloxacachieved
99.9% killing within 0.5, 1 and 2h at concentragaosf 8x, 4x and 2xMIC, respectively. For the
high inoculum of 18 CFU/mL P. multocida,the MBC was> 8xMIC; marbofloxacin achieved
99.9% killing within 1h at concentratiornss 16xMIC, 2h at 8xMIC. At 4xMIC, a transitory
bactericidal activity was observed for the firdi@urs but a regrowth was observed at 24h.

3.5.2 Pharmacodynamic modelling
The relations between inoculum changes and markaxflo concentrations are presented in Figure

2. The observed data were fitted with the modelscidleed by Equations 2 and 3, and the
pharmacodynamic parameters are presented in Table 2

A Low inocula B Highinocula
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Figure 3-2: Bactericidal effect of marbofloxacin against low (A) and high (B) inocula of M. haemolytica (full
symbols) and P. multocida (open symbols) isolates.

For the low inoculum of botM. haemolyticeandP. multocida concentration-effect curves were

close, with marbofloxacin concentrations associatétl [11=-3 around 1xMIC (see Figure 2,
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upper panel). Indeed, data fitting using Equatiamdicated that EGiog (COncentrations associated
with(1111=-3) were 0.69xMIC and 1.34xMIC fdvl. haemolyticeandP. multocidarespectively.
The ratio of EGiog for P. multocidaandM. haemolyticavas 1.95 (Table 2).

Tableau 3-2: Pharmacodynamic parameters® describing the antimicrobial activity of marbofloxacin against
different inoculum sizes of M. haemolytica (MH) and P. multocida (PM) in BHIB.

EC.00° OF EC

Basal inoculum PM/MH vd Amax © A
Bacteria 5log”
(Logio CFU/mL) (MIC multiple) ratio (Logy CFU/mML) (LogoCFU/mL)
5 MH 0.69+0.0% 9.14+2.12 3.15+0.12 -3.50+0.09
PM 1.34+0.29 1.95 2.53+1.06 2.82+0.69 -4.49+0.60
8 MH 1.03+0.02 4.17+0.21 0.67+0.10 -6.28+0.04
PM 10.0+1.53 9.71 1.34+0.32 0.57+0.35 -6.70+0.65

aMean +SE of parameters calculated with Equatiard 3 (sigmoid fax model)
b Antibiotic concentration reducing by 3 ledghe basal inoculum of 2@FU/mL
cAntibiotic concentration reducing by 5 laghe basal inoculum of #CFU/mL

d Sigmoid coefficient of the curve.

¢ Maximal growth compared to the basal inoculum.

f Minimal growth (maximal killing) compared to thegal inoculum.

For the high inoculum, the concentration-effectveuof M. haemolytica(Figure 2, lower panel)
showed that inoculum changes occurred in a coratgarrange of marbofloxacin similar to that
observed with the low inoculum bdf. haemolyticgbetween 0.5 and 2- fold the MIC). Conversely,
the concentration-effect curve for the high inocalaf P. multocidawas dramatically shifted to
the right, indicating that the marbofloxacin concations required to achieve the same magnitude
of inoculum change were much higher withmultocidathan withM. haemolyticaData fitting
using Equation 3 indicated that Efg(concentrations associated with/I=-5) were 1.03xMIC
and 10.0xMIC forM. haemolyticeandP. multocida,respectively (Table 2). The ratio of Efy

for P. multocidaandM. haemolyticavas 9.74 (Table 2).
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3.5.3 Infection model

3.5.3.1 Clinical outcomes: mouse survival

Mice that were not infected showed normal actigity no death, during the whole experiment.

The results obtained in the different groups oéatéd mice are presented in Table 3.

Tableau 3-3: Effect of the different marbofloxacin doses on the survival and clinical and bacteriological cure of
mice infected with P. multocida or M. haemolytica.

M. haemolytica P. multocida
Marbofloxacin dose (mg/kg) 0 1 5 10 20 40 0 40
Number of mice 13 4 10 12 12 8 4 11
% of mice with clinical signs 100 100 60 58 80 0 100 100
% of surviving mice 85 100 100 100 100 100 0 100
% of mice with bacterial eradication 0 0 10 25 33 73 0 0
% of mice with bactericidal effect 0 0 50 33 58 63 0 9
% of mice with persistent infection 100 100 40 42 9 0 0 9

Bacterial eradication: bacterial counts below theQ.Mactericidal effect: decrease in bacterial loadog3D CFU; persistent

infection: decrease in bacterial load<3log10 CFU.

In the two infected/non-treated groups (0 mg/kgbo#ioxacin dose), all the mice infected with
M. haemolyticaor P. multocidapresented clinical signs of disease. About 15%3P6f the mice
infected withM. haemolyticadied between 36-48 h post-challenge, and 100 %) (f/the mice
infected withP. multocidadied between 12-36 h post-challenge (85% and Q86vsl at 48 h,
respectively, Table 3).

In the group of mice infected with. multocidaand treated with the 40 mg/kg marbofloxacin dose,
100% (11/11) of the mice showed persistent clingighs of infection (they developed mildly
scruffy coat and were prostate) and were stillealiv 48h post-challenge (Table 3).

In the groups of mice infected witl. haemolyticaand treated with the 40 mg/kg marbofloxacin

dose, 100% survival was observed at 48 h posterigd and none of the mice showed any clinical
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signs of disease. When using decreasing dosesrbbifaxacin (20, 10, 5 and 1 mg/kg) in mice
infected with M. haemolytica 100% survival was observed at 48 h post-challemgg the
percentage of mice presenting clinical signs pregjuely increased from 20% to 100% (Table 3).

3.5.3.2 Microbiological outcomes: pulmonary bacterial loads

The lung bacterial counts measured in mice 48 #feechallenge are reported in Figure 3.
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Figure 3-3: Mean bacterial counts in the lungs of mice infected with P. multocida (dark bars) or with M.
haemolytica (white bars) after intraperitoneal administrations of different doses of marbofloxacin. Different

letters in superscript above bars indicate that values are statistically different.

The mean bacterial counts in the lungs of untreatechals infected witiv. haemolyticaandP.

multocidawere 8.48+0.97 and 10.08+0.06 1o FU/lung, respectively.

The 40 mg/kg marbofloxacin dose led to a dramagrehse in the mean bacterial countdvfor
haemolytica infected mice (1.91+0.90 lagg CFU/lung) compared to the untreated group
(8.48£0.97 logo CFU/lung), whereas the mean bacterial counts welhe slightly decreased for

P. multocidainfected mice (8.10+1.30ersus10.08+0.06 logp CFU/lung). ForM. haemolytica
infected mice, decreasing the marbofloxacin dosas f20 to 1 mg/kg showed a progressive
increase in the mean bacterial loads in the lungs8h post-challenge. An analysis of variance
followed by a Dunnett comparison indicated that niean bacterial count for 1 mg/kg was not
significantly different (p>0.05) from the untreatgobup, whereas the mean bacterial counts were

significantly decreased compared to the controligrmr the 5 mg/kg and higher doses (p<0.05).

The percentages of mice exhibiting “persistent atiée” (decrease in bacterial load <3log10
CFU), “bactericidal effect” (decrease in bactetadd >3log10 CFU), or “bacterial eradication”
(bacterial counts below the LOQ) are presentechainld 3.
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The 40 mg/kg marbofloxacin dose produced bacterediication or a bactericidal effect in 37%
and 63% of mice infected witll. haemolyticarespectively. In mice infected with multocida
the 40 mg/kg marbofloxacin dose produced no badteradication, and only a 9% bactericidal

effect.

In mice infected withM. haemolyticathe decrease in marbofloxacin doses from 20 nogikg
was correlated with an increase in the percentbgeag with persistent infection: 9%, 42%, 40%

and 100% for the marbofloxacin doses of 20, 1\dkmg/kg, respectively.

3.6 Discussion

In the present study, in a mouse model of pulmomafigction we assessed the efficacy of a
fluorogquinolone treatment with marbofloxacin agaiwg bacterial species with close MICs. We
focused our study on two bacterial species leattirilge same disease, classically targeted by the
same registered antimicrobial agents and dose®ealodging to thdPasteurellacea¢amily: M.

haemolyticaandP. multocida

Our main result demonstrated that the dose of nflastaxin required to cure the infection was
dramatically different depending on the bacteriathpgen responsible for the experimental
pneumonia in mice, despite the fact that theseogatiis have similar MICs and are closely
genetically relatedRasteurellaceadamily). Moreover,in vitro assessment of the antibacterial
activity of marbofloxacin against both bacteria¢sigs demonstrated that the inoculum effect, that
corresponds to the decrease of antibacterial actikhen inoculum size increases, and which was
previously identified as an important factor ofiamtrobial efficacy of fluoroquinolone (Ferran
et al., 2007; Mizunaga et al., 2005; Udekwu et 2009), was also dramatically different in

magnitude between the two bacterial species.

Ouir first objective was to develop a rodent modgduwdmonary infection witiM. haemolyticeor

P. multocidato enable clinical and bacteriological outcome$doassessed after marbofloxacin
treatments. In our experiments, we chose to deghessmmune response of the mice, by the
administration of cyclophosphamide before the cewafschallenges (Andes and Craig, 2002) to
get similar bacterial counts at the time of treattrnveith both bacteria. Neutropenia enabled overt
disease to be established and the comparison dftbets of marbofloxacin on both bacterial

species, by minimizing the animal “effect” or thraplication of the natural (specific and non-

specific) defence.
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In this pneumonia model, we first evaluated theicél and microbiological outcomes after
marbofloxacin treatment at a dose of 40 mg/kg. @bse had already been tested in a pneumonia
model withP. multocidan immunocompetent mice (Ferran et al., 2011)hénpresent study with
immunocompromised mice infected Bymultocidathe 40 mg/kg dose prevented mortality at 48
h post-challenge, but it produced neither a clinbcae nor a significant decrease in the bacterial
loads in the lungs. Conversely, the 40 mg/kg donseimunocompromised mice challenged with
M. haemolyticawas associated with a 100% clinical cure rate asegnificant microbiological
effect in all treated mice (including a microbiolcg cure rate of 40%). We then decided to
explore the magnitude of this differential drugaedty by treatindl. haemolyticanfected mice
with decreasing doses of marbofloxacin. For ethieakons, as the 40 mg/kg dose was poorly
effective againsP. multocida we did not test lower doses of marbofloxacinPinmultocida
infected mice. After testing marbofloxacin dose0f 10, 5 and 1 mg/kg, we demonstrated that
the 5 mg/kg dose was the lowest dose producingibeihical and microbiological outcomes in
the M. haemolyticapneumonia than the 40 mg/kg marbofloxacin dose¢haP. multocida
pneumonia (Figure 3 and Table 3).

We exploredn vitro using time-kill experiments the antibacterial @ityi of marbofloxacin against
both P. multocidaandM. haemolyticastrains. The bacteriological results were expekgséerms
of mean inoculum changes over 24 h, and analysadwasction of marbofloxacin concentrations
(Ferran et al., 2013; Regoes et al., 2004). Wiitalrinocula of 16 CFU/mL, the marbofloxacin
concentrations producing a 99.9% (-3:geduction in the basal inoculum were similar besw
the two bacterial strains and close to their respedICs (0.69xMIC forM. haemolyticaand
1.34xMIC forP. multocida Table 2). Similar results were obtained by Fegtal. (Ferran et al.,
2011) with P. multocida(2.06xMIC) andE. coli (1.80xMIC). This is in agreement with the
observation that the MBC of marbofloxacin was clas¢he MIC for bothP.multocidaand M.
haemolytica Altogether, these results support the view th#€ N a relevant indicator of the

marbofloxacin bactericidal effect against low baeienocula.

Using initial inocula of 1® CFU/mL, huge differences were observed when coimgahe
marbofloxacin activity againd®®. multocidaandM. haemolyticastrains (Figure 2, lower panel;
Table 2).

For P. multocida the concentration-response curve was shiftedeaaight of the x-axis, and the
marbofloxacin concentration that gave a 99.999%dgm) reduction in the basal inoculum was
about 10-fold the MIC. These results are evideri¢bainoculum effegtconsisting of a reduction

in the antibiotic activity while bacterial inoculusize increases. This effect was previously
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demonstrated with. multocida(Ferran et al., 2011) and with other Gram-negatind Gram-
positive bacterial species (Ferran et al., 200 zudaga et al., 2005; Morrissey and George, 1999;
Udekwu et al., 2009).

Unexpectedly, the concentration-response curveMorhaemolyticaremained close to that
obtained with the TOCFU/mL inoculum, and the marbofloxacin concentnasi associated with a
99.999% (-5 logy) reduction in the basal inoculum was 1.03xMIC vahis similar to the value
obtained with a -3 log reduction of the 0CFU/mL inoculum (0.69xMIC). The same result was
obtained with another strain ®fl. haemolytica(data not shown)M. haemolyticais, to our
knowledge, the first reported bacterial species doas not exhibit such anoculum effecfor a

fluoroquinolone.

Interestingly, the results obtainguvitro with the high inocula (fF0CFU/mL) ofP. multocidaand

M. haemolyticaFigure 2) mirror those obtainéa vivoin the pneumonia model produced with a
bacterial load of 10CFU/lung. Indeed, the ratio of vitro effective concentrations (Efisg) for

P. multocidaand M. haemolyticawas equal to 9.71 (Table 2), and the ratiano¥ivo doses
producing similar responses fBr multocidaandM. haemolyticavas about 8 (40 mg/kg fdt.

multocidaand 5 mg/kgvl. haemolytica

In a set of published works, it has been demorestriait experimental models of infections that the
antimicrobial activity of fluoroquinolones or thigeneration cephalosporins could be reduced
against high bacterial loads compared to low bedtéoads of different bacterial species,
including Escherichia coli, Pasteurella multocida, Klebsiefpaeumoniaeand Staphylococcus
aureus(Ferran et al., 2007; Ferran et al., 2009; Kesteatal., 2009; Mizunaga et al., 2005). In
all these cases vitro time-kill experiments have shown the occurrencaroinoculum effect.

Altogether, these data suggest that the higherigctif marbofloxacin in the pneumonia induced
by a high inoculum oM. haemolyticacompared td®. multocidawas potentially linked to the
absence of an inoculum effect M. haemolytica Therefore, it might be speculated that
marbofloxacin was as effective against the higleimam ofM. haemolyticas it would be against

a low inoculum. Unfortunately, this situation cowlat be tested in our model of infection because
of the low pathogenicity d¥l. haemolytican mice, which did not produce overt clinical syioms

of disease with a low bacterial load.
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In conclusion, our study is the first to our knodde demonstrating that the optimal antibiotic
dose of a fluoroquinolone was markedly differentws®n two bacterial species that exhibit
similar MIC and are closely related genetically.eTgrowing human and animal health issues
related to the spread of antimicrobial resistarasashntroduced the notion of “as little as possible
as much as necessary” for any use of antibiotgpe@ally in food-producing animals. As already
stated, the optimization of antibiotic dosing regim should play an important role to achieve this
objective (Canton and Morosini, 2011), and our @nédinding should stimulate further research

to determine optimal bacterial species-specifithantic doses.
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4.1 Résumé en francais

L'objectif de notre étude était d’évaluer, au coufsn challenge expérimental d’infection
pulmonaire chez le veau, l'efficacité d’'une dosguite de marbofloxacine (2 mg/kg) administrée
précocement au cours de I'infection. Ce protocafééacomparé avec un traitement plus tardif &
la dose recommandée de 10 mg/kg, en termes desgungrbactériologique et clinique, et
d’extension des lésions pulmonaires. Trente-deaxixent été inoculés par voie intratrachéale
avec 4.10 CFU deMannheimia haemolyticAl. Vingt-deux veaux ont été inclus dans la sdée
I'étude sur la base d’'une augmentation de leur éatpre rectale dans les 10h apres challenge, et
répartis dans I'un des 4 groupes de traitementastsy le groupe CON, recevant une injection
intramusculaire unique de solution saline, le goER, recevant 2 mg/kg de marbofloxacine 2-4
h apres inclusion, les groupes L2 ou L10, recevaspectivement 2 ou 10 mg/kg de
marbofloxacine 35-39 h aprés inclusi@wévolution de la charge bactérienne pulmonairgéa é
suivie par PCR quantitative en temps réel sur desdes de lavage broncho-alvéolaire (LBA),
prélevés avant inclusion, aux temps de traitemeftqee et tardif et a 'autopsie (110-130 heures
apres inclusion). A l'autopsie, des fragments dm$opulmonaires ont également été prélevés et
une quantification d®&l. haemolyticaa été effectuée par PCR quantitative.

Dans le groupe CON, la charge bactérienne dankBésa augmenté a chaque prélevement

successif, confirmant le modele infectieuku moment du traitement précoce, la charge

bactérienne était en moyenne dé @pies d’ADN/mL de LBA, et la dose de 2 mg/kg ampis

une élimination rapide et totale e haemolyticachez tous les veaux. Au moment du traitement
plus tardif, décalé de 36 heures, la charge irdast était en moyenne de® bdpies d’ADN/mL

de LBA. La marbofloxacine a entrainé une réductiera charge bactérienne dans les groupes L2
et L10, mais 3 veaux sur 6 du groupe L2 et 1 vea® slu groupe L10 étaient encore positifs a J4

lors de la recherche dé. haemolytica.

D’un point de vue clinique, a I'exception les vealxgroupe CON, tous les veaux ont présentée
une amélioration des symptomes dans les 24h apitentent. Cependant, le traitement précoce
avec 2 mg/kg de marbofloxacine (E2) a été plusatk que les deux traitements tardifs (L2 et
L10) pour prévenir la formation de lésions pulmoesi comme indiqué par le pourcentage de
consolidation pulmonaire et le nombre de Iésionsrosxopiques et microscopiques. Les analyses
tissulaires ont permis de mettre en évidence ufieaeité bactéricide (mesurée par I'absence
d’ADN bactérien dans I'ensemble des tissus pulmresairélevés) en moyenne 1.5 fois supérieure

du traitement précoce sur les traitements tardifs.
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Les résultats de notre étude démontrent pour lenipre fois sur une espece cible d’'intérét
vétérinaire qu’un traitement antibiotique admirésdrun stade d’infection précoce avec une dose
plus faible, ciblant une charge bactérienne dddadille, peut étre au moins aussi efficace qu’un
traitement plus tardif avec la dose habituellernecdmmandée et ciblant des charges bactériennes

plus fortes. Une validation terrain de cette preexeerimentale doit étre maintenant envisagée.
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4.2 Abstract

The efficacy of an early and low inoculum-adjustedrbofloxacin treatment was evaluated on
microbiological and clinical outcomes in calveseicted with 4.10 CFU of Mannheimia
haemolyticaAl. Twenty-two calves were included based on tresital temperature rise in the 10
h after challenge and allocated in 4 groups, récgia single intramuscular injection of saline
(CON), or 2 mg/kg marbofloxacin 2-4 h after inclusi(early treatment, E2) or 2 or 10 mg/kg
marbofloxacin (late treatment, L2, L10) 35-39 keainhclusion. In CON calved/. haemolytica
DNA loads in bronchoalveolar lavages continuoustyéased from inclusion to day 4, and were
associated with persistent respiratory clinicahsignd lung lesions. At times of early and late
treatments,M. haemolyticaloads ranged within 3.5-4 and 5.5-6 19dONA copies/mL,
respectively. Early 2 mg/kg marbofloxacin treatmleatto rapid and total elimination of bacteria
in all calves. The late treatments induced a rednaif bacterial loads, but 3 of 6 L2 and 1 of 6
L10 calves were still positive favl. haemolyticaat day 4. Except for CON calves, all treated
animals exhibited clinical improvement within 24fowever, early 2 mg/kg treatment was more
efficacious to prevent pulmonary lesions, as indidaby the reduction of the extension and
severity of gross lesions and the histopathologicates. These results demonstrated for the first
time that a reduced antibiotic regimen given aearly stage of the disease and targeting a low

bacterial load could be efficacious in a naturalibe model of pneumonia.
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4.3 Introduction

Bovine respiratory disease (BRD) is a major ecogoroncern in young beef cattle production,
with a huge economic impact on the farming industoe to production losses and disease
treatment and prevention (Agriculture, 2013). BRDmostly multifactorial due to complex
interactions between pathogens (virus and/or biaced/or fungi), animal (host) factors and non-
infectious environmental variables, such as farnnagament determinants (Fulton, 2009).
Among the Gram-negative bacteria, the virulencéofaexpressed by Mannheimia haemolytica,
such as leukotoxin, make it the major bacteriahtgé BRD, resulting in high mortality and loss
of productivity in young calves (Van Donkersgoedakf 1993; Zecchinon et al., 2005). At the
herd level, the disease prevalence in suckler satwveyoung bull production is estimated to be
approximately 15%, with high variability within rds. RecentlyM. haemolyticavas detected by
real-time PCR in France in approximately 20% opnegory samples from BRD (Pelletier, 2013).

Because of the high prevalence of Gram-negativéebacas involved pathogens, the frequent
association between bacteria and viruses, and libenae of pathogen identification in field
conditions, the control of BRD generally includes use of Gram-negative spectrum antibiotics
(Apley, 1997; Fulton, 2009). Two therapeutic andatstgic alternatives are commonly
implemented by veterinarians and farmers. Curreattice of early BRD treatment consists in
treating the entire cohort of animals, in whichyoalfew express clinical signs of BRD (Forbes et
al., 2011; Nickell and White, 2010). The advantagfethis approach are good survival rate in the
cohort and ease of use (Nickell and White, 2010390 has the disadvantage of subjecting a
potentially large proportion of animals intended fiooman consumption to antibiotics when not
required. A second therapeutic approach focusegeating only the affected animals, regardless
of the severity of their clinical signs (Heins &t 2014; O'Connor et al., 2013). This approach
limits exposure to antibiotics and decreases #ieaf developing resistant strains. However, it is
usually seen as the “late approach” because thealisigns and possibly extensive pulmonary
damage have had time to develop prior to treatmastdemonstrated for Pasteurellaceae
(Ackermann and Brogden, 2000; Dagleish et al., 2(l0oroquinolones, such as marbofloxacin,
represent a frequent “late approach” treatmenBIRD in Europe. Considering the uncertainty
regarding the causal agent and time of diseaset,otgeled doses are determined by
pharmacokinetics (PK) and pharmacodynamics (PD)dasé determination experiments. These

doses generally target a cluster of pathogens amgider the highest minimal inhibiting
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concentration (MIC) reported (Toutain et al., 2003]le et al., 2012). These conditions also lead

to routine use of a “high” antibiotic dose.

Antimicrobial usage leads to unavoidable selecbbmesistance in pathogens and commensal
bacteria (Courvalin, 2005, 2008). Previous evidenas demonstrated the transfer of resistant
bacteria or genetic determinants of resistance dmtwanimals and humans (Aarestrup and
Wegener, 1999; Angulo et al., 2004; Bywater, 2004refore, a wide consensus in both human
and veterinary medicine encourages the reducticembtiicrobial usage to reduce its potential
impact on public health. Recent studies have sitegbe interests of early therapeutic
interventions, when the infectious bacterial laatbw, suggesting that the dose of antibiotics may
be modulated concurrently with the infectious baateload in both human and veterinary
medicine (Ferran et al., 2007; Ferran et al., 204drtinez et al., 2012; Vasseur et al., 2014). For
example, in an experimental mouse-lung infectiordehavith Pasteurella multocidaa lower
dosage of fluoroquinolone was required to achiewsilar bacteriological outcomes when
administered “early” compared with a late admimstm pattern (Ferran et al., 2011). Further, an
in vitro study observed high bactericidal activaff marbofloxacin even at low doses on low
inoculum of bothM. haemolyticaand P. multocida(lllambas et al., 2013). Up to now, such
observations have not been reported in a natusdlrhodel. These findings open new perspectives
regarding the rational use of antibiotics in fatmmaals, combining the objectives of reducing their
consumption and preserving animal health. In tlostext, this study aimed to determine the
impact of an early and decreased regimen of makadin on the bacteriological burden, the
extent of pulmonary lesions and the clinical reecgva calves experimentally infected wil.

haemolyticaAl.

4.4 Materials and methods

44,1 Bacteriaand culture

M. haemolyticaAl strain 11-01-840 was isolated from the lungs afalf with clinical signs of
BRD in 2010 and stored at -80°C. Prior to each aee,aliquot of the strain was defrosted, and
cultured on a Mueller Hinton Agar plate. The MICsadetermined in Mueller Hinton Broth in
triplicate according to the CLSI reference meth@ZisSI, 2009). The MIC of marbofloxacin was
0.03 pg/mL.

94



Chapitre 4 - Impact de la dose et de la précodité waitement antibiotique avec une fluoroquin@aur les guérisons bactériologique et
clinique et I'extension des Iésions pulmonairegagpnfection expérimentaleMannheimia haemolyticehez le veau.

M. haemolyticaAl strain 11-01-840 inoculum was prepared as ¥adloat day-1 (D-1) prior to
inoculation, the strain was incubated overnigi@® mL of brain heart infusion broth (BHIB) at
37°C; at day 0 (DO) just prior to inoculation, 5@ rof BHIB was centrifuged at 3000 g for 20
minutes; pellets were collected in 10 mL of 0.9%CNand washed twice in the same buffer; and
the final pellet was then diluted into pre-warme2P@ NaCl to obtain a final suspension containing
2.1¢ CFU/mL. Each calf was inoculated with 200 mL of final suspension.

4.4.2 Experimental infection of calves with M. haemolytica

Animal experimentation was performed as prescribgdthe guidelines of the European
Community Council on Animal Care (86/609/CEE), at@ardance with accepted human standards
of animal care, under ethical agreement number TOM@mO21/AF GL (French Ministry of
Agriculture, Ethics Committee -C2EA-86).

Thirty-two dairy Holstein and Normand calves weskested at birth and reared until to 2-3 weeks
of age (weight ranged from 47 to 75 kg) in Frengpegimental units with no history of BRD
(INRA, Domaine de Borculo, Exmes, France). Calvesaxcolostrum-deprived after birth and fed
with milk replacer and with a colostrum substit(@ER Marloie, Belgium) from day 2 to day 7
of age as previously described (Riffault et al1@0 Calves were transported at two to three weeks
of age and allocated to specific experimental unitsollective pens of 3 to 4 animals with free
access to hay and fresh water (experimental uhit®wlouse, France). They were fed ad libitum
with starter food (Passio Floc Junior, SudOuestAhts, Anan, France) and once a day with a
milk replacer (Laitine Tech®, Bonilait-protéinesh&sseuneuil du Poitou, France). Upon arrival
at the experimental unit, calves received a simgiemuscularly injection of E-vitamin and
selenium (0.025 mg/kg, Selephérol®, Vetoquinol,nNés and underwent a complete physical
examination. They remained fully healthy during 8day period prior to challenge. Absence of
BVDV in calves was assessed at birth by negatia-tme RT-PCR (Tagvet-BVDV Kit,
Lifetechnologie). Absence of bovine respiratorysyial virus (BRSV) and bovine parainfluenza
3 virus (BPI3) was subsequently confirmed by negasierology of calves (LsiVet bovine RSV
serum, Life technologies) and negative quantitafR’B-PCR (Tagvet BRSV-bPI3 kit, Life
technologies) on bronchoalveolar lavages (Ferraal.gtat DO just prior to challenge witid.

haemolytica Absence oM. haemolytica

asymptomatic carriers was confirmed by negativeR|PlagVet™ TripleXPasteurella multocida

& Mannheimia haemolytica, Life technologies, USAniasal swabs two days prior to inoculation.

95



Chapitre 4 - Impact de la dose et de la précodité waitement antibiotique avec une fluoroquin@aur les guérisons bactériologique et
clinique et I'extension des Iésions pulmonairegagpnfection expérimentaleMannheimia haemolyticehez le veau.

Challenge was performed in calves between 3.553onM&eks of age by intratracheal route as
previously described (Riffault et al., 2010). Blyefcalves were restrained (standing up); an area
of 20 cm? was shaved at the median part of thelmeckihen, an 18 G catheter (Intraflon G18,
Vycon) was inserted between two tracheal rings @pprately 10 cm below the larynx. After
location verification, 200 ml of pre-warmed solutioontaining 2.179CFU/mL M. haemolytica

was injected into the catheter, correspondingttutal of 4.16 CFU per calf.

Calves were allocated into four groups based ovagten of rectal temperatures after challenge.
The basal temperature of each calf was calculaseth@ mean rectal temperature collected
individually twice daily for the 3 days prior to &llenge. After challenge, rectal temperatures were

taken every three hours for a period of ten hours.

During this ten-hour period, twenty-two of 32 cawsere included at time 0 (TO); their rectal
temperature exceeded +1°C their previously basapéeature. Calves were randomly allocated
to one of four groups. The control group (4 CONresa) received no antibiotic treatment; the E2
group (6 E2 calves) received an early single intrsgular (1.M) injection in the neck of 2 mg/kg
marbofloxacin (Forcyl®, Vetoquinol, Lure, Franceé)Td, 2 to 4 hours after inclusion (T0). The
L2 and L10 groups (6 L2 and L10 calves per groupjentreated later at T2, at 35 to 39 hours
post-inclusion TO (33 to 35 hours later than theyeaeatment), with a single IM injection of 2
mg/kg or 10 mg/kg marbofloxacin respectively.

To summarize, E2 calves (early treatment) wergddehetween 2 to 4 hours and L2 and L10
calves (late treatment) between 35 to 39 hoursipoktsion, corresponding to 6 to 10 hours and
43 to 48 hours aftdvl. haemolyticanoculation. Ten calves were excluded becauseftikd to

develop hyperthermia (mean +1°C) in the 10-houiogeafter inoculation oM. haemolytica

The experiment ended six days after challenge, detwi10 to 134 hours post-challenge (time
T3). Calves were euthanized during experimentdiorethical reasons or at T3 under general
anesthesia overdose (5 mg/kg ketamine, followed16ymg/kg pentobarbital sodium and

exsanguination).

4.4.3 Clinical examination and respiratory sampling

Clinical observations were recorded twice a daymfréhree days prior to the end of
experimentation, between 110 and 134 hours (T3}-gdwalenge. Rectal temperatures were
measured every three hours for a period of tenshafter challenge, then twice daily, and at times
of inclusion (TO) and early (T1), and late (T2)atm@ents.
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Calves were monitored using a scoring system addgpim Dowling et al. (Dowling et al., 2002).

Scores were assigned as follow: demeanor from3 (twormal, dull, depressed, or recumbent);
rectal temperature from 0 to 2 (<39.5°C, 39.5-40,5240.5°C); respiratory rate from 0-3 (<45,

45-60, 60-90, >90); heart rate from O to 2 (<8B180, >100); nasal discharge from 0 to 3 (absent,
mild, moderate, or profuse); intensity and addedlsounds from O to 2 (normal, increased effort,
or labored); and appetite from 0 to 2 (normal, dased, or anorexic). The clinical score was
calculated daily for each calf by adding the valvesorded for each parameter. In addition,
individual accumulated clinical scores (ACS) weagulated for each calf as the area under daily

clinical scores using the trapezoid method.

Bronchoalveolar lavages were performed between &zhburs prior to challenge for all 32 calves
and at the end of the experiment for the 22 inaduchdves. In addition, for 3 calves of each group
(CON, E2, L2 and L10), BALs were performed jusoptio T1 and T2, the times of early and late
treatments, respectively. BALs on living animalsrev@erformed under general anesthesia (10
mg/kg ketamine and 10 mg/kg diazepam) by endos¢@dympus®, CF-EL) as previously
described (Deplanche et al., 2007). BALs after @oudésia were performed by direct extraction and
lavages of the lungs as previously described (Rliffet al., 2010). The recovered suspension was
collected and stored at -80°C directly or after imgxwith TRIzol® (Life Technologies, Saint

Aubin, France) for quantitativiél. haemolyticBPCR analysis.

4.4.4 Necropsy and tissue sampling

After euthanasia of the calves, gross lesions wahetographed and assessed by visual
examination and palpation of each of the pulmoniatyes. Moreover, the percentage of
cranioventral lung consolidation was calculateddascribed by Amrine et al. (Amrine et al.,

2014), as cranial and ventral lobes are the mastwan lesion sites.

Post-mortem samples were collected for histopatyoénd bacteriology, including cranial right
and left, intermediate, cardiac and caudal leftragiat lobes of the lungs, as well as the mediastin
and tracheobronchial lymph nodes. For histopathgldgsue samples were paraffin wax-
embedded after fixation in 10% neutral formalingtemed at 3-5 um and stained with hemalun
and eosin. A pathologist described and scoredetersy of histopathology and inflammation in
each slide as either normal (0), mild to moderajedr marked (2). A mild to moderate score of
1 was defined by fibrinous alveolitis with macroglaainfiltration, moderate quantities of mucus
in the lumen of bronchioles and occasional few,|lsaidesses. A marked score of 2 was defined

by hemorrhagic alveolitis with major leucocyte lnfition, alteration of neutrophils, foci of

97



Chapitre 4 - Impact de la dose et de la précodité waitement antibiotique avec une fluoroquin@aur les guérisons bactériologique et
clinique et I'extension des Iésions pulmonairegagpnfection expérimentaleMannheimia haemolyticehez le veau.

necrosis surrounded by oat cells, interlobular exland thrombosis, moderate quantities of mucus
in the lumen of bronchioles and leucofibrinous pésia. A mean score of histopathological
severity was calculated for each calf based oluad tissue slides for that animal.

4.4.5 M. haemolytica quantification

M. haemolyticaquantification was performed by bacterial titration post-mortem samples and

guantitative PCR on BAL and post-mortem samplasatided calves.

For titration, 1 g of the tissue sample collectednT the right apical lobe of the lung was
homogenized in 9 mL of 0.9% NaCl. The homogenat®wentrifuged at 3000 g for 10 minutes.
The supernatants were discarded, and the pellets suspended in 10 mL of 0.9% NaCl. Ten
microliters of successive 10-fold dilutions werernhplated in triplicate on MH drug-free agar
plates for incubation at 37°C. For all samples,tér@a counts were recorded after 24 h of

incubation, and the lowest level of detection dbog counts was set at 100 CFU/g of tissue.

For quantitative PCR, DNA was extracted in elutinuifer from 200 uL of BAL or 100 mg of
tissue samples using a Macherey-Nagel nucleosggndigenomic DNA Kkit. Five tissue samples
were collected at the same location for each wadfuding the right and left cranial, the accessory
and the cardiac lobes of the lungs and the tracbechial lymphatic node. PCR was conducted
with 5 pL of elution buffer (50 pL) with the TagV#t Triplex Pasteurella multocida&
Mannheimia haemolytica kit (Life technologies, US#)cording the manufacturer’s instructions
in a Light Cycler 480 (Roche). A standard plasmioive for quantification was obtained by
successive ten-fold dilutions of a plasmid contagril06 DNA copies of the sanve haemolytica
amplified nucleotide sequence (Life technologieSA) In addition, two housekeeping genes
previously mentioned in the literature (gapdh aptl9) were amplified in each sample to
normalize the gPCR products using GeNorm softwBiegazelle, gBase+). PCR results were
analyzed using Roche Light Cycler 480 softwares@eé 1.5.1) using the standard 2nd derivative
and fit points methods for all samples (Roche Diegics). Results were similar when the PCR
threshold was defined by the software (2nd dereatnethod) or fixed manually (fit points
method) around 100 DNA copies. Results are expieas¢he mean of PCR titers for each group
and each day or as the accumulated bacterial gki&8)( which corresponds to the mean area
under individual curves d¥l. haemolyticadetected by gPCR in BALs from TO to T3 (GraphPad

Prism software analysis, La Jolla, California, USA)
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4.4.6 Statistical analysis

Statistical analysis were performed using Graphs@tivare (La Jolla, USA) or SAS (North
Carolina State University, USA). A two-way ANOVA thbut repeated measures was used to
compare the clinical and gPCR results. When effetthe “day” and “treatment” factors were
significant among interactions, a Bonferroni testween contrasts was used to compare the
treatments on each day. A one-way ANOVA withoueapd measures was used to compare the
histopathological score, ABS and ACS. When thecefbé the “treatment” factor was significant,

a Newman-Keuls test was used to compare the treaffects at each time point.

4.5 Results

4.5.1 Kinetics of M. haemolytica loads in bronchoalveolar lavages

The mean DNA loads dfl. haemolyticain BAL over time as well as the mean accumulated

bacterial shedding (ABS) scores are presentedgri For 3 calves of each group.
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Figure 4-1 : Mean titers (with standard deviations) of M. haemolytica DNA copies in bronchoalveolar lavages (A)
and mean accumulated bacterial shed (B) in calves treated with 2 mg/kg (E2) marbofloxacin at 4 h after inclusion
(E2) or 2 mg/kg (L2) or 10 mg/kg (L10) marbofloxacin at 36 h after inclusion. The black and red arrows indicate the
time of early and late treatments respectively. Significant differences: * p<0.05; ** p <0.01

In the CON groupM. haemolyticaDNA loads increased regularly over time from irsatun (TO)
to the end of the experiment (T3) in all the thested calves, from 3.3 to 8.6 le@PNA copies/mL
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of BAL), suggesting strong replication of the baigten the lower respiratory tract. At T1, just
prior to early treatment, bacterial DNA loads wesenilar between the four groups, at
approximately 3 logy DNA copies/mL of BAL. Differences were then obssatvaccording to
treatment. In the E2 group, marbofloxacin admiatstn at T1 induced a drastic decrease in the
bacterial load until euthanasia. At T2, one oftitmee E2 calves was negative, and all E2 calves
were negative at the end of the experiment (T3yrémups L2 and L10, which were treated 33-35
hours later, the bacterial load increased in alammanner as the control group until T2 of late
treatment. Then, the bacterial load decreased ih gmups, and this decrease appeared to be
higher in the ko group treated with 10 mg/kg marbofloxacin. At Tieathanasia, only one L10
calf exhibited positive BAL (5.6 lag DNA copies/mL), whereas all the three L2 calveseve
positive, with loads ranging from 3.6 to 3.7 10®NA copies/mL.

The mearM. haemolyticaDNA loads were significantly different between tG®N group and
the E2, L2, L10 groups at T3, between E2 and L'P3aand between E2 and L10 at T2 (Fig. 1a).
In addition, ABS scores in BAL indicated signifi¢atifferences between the CON and the E2 and
L2 groups and between the E2 and L2 groups (Fig 1b)

4.5.2 Comparisons of M. haemolytica DNA loads in all included calves at T3 of euthanasia

To further investigate the PCR results, we tesliith@ 22 included calves for the presencé/of
haemolytican BAL and in post-mortem tissue samples at T8uthanasia. The mean DNA loads
in BAL were 5.8, 0, 2.3 and 1.2 IaggDNA copies/mL for calves in the CON, E2, L2 andOL1

groups, respectively, with 4 of 4, 0 of 6, 3 ofrtld. of 6 positive calves in each respective group.

In parallel, 4 of 4, 2 of 6, 5 of 6 and 4 of 6 @&vn the CON, E2, L2 and L10 groups, respectively,
were positive foM. haemolytican at least one of the 5 respiratory tissues {ragtd left cranial
lobes, accessory and cardiac lobes, tracheobrdrghmphatic node) tested in each calf. Large
differences were observed when considering the euwoifipositive samples per calf and per group
(Fig. 2). In the E2 group, only the intermediated®f one calf and the left cranial lobe of another
calf were positive, with moderate titers of 3.8 @@ logo DNA copies/100 mg. In contrast, 80%
of the tissue samples of the CON group were p@sitivhereas the L2 and L10 groups similarly
had 37% of tissue samples as positive (Fig. 2).
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Figure 4-2 : Mean titers of M. haemolytica DNA copies (with standard deviations) in respiratory post-mortem
tissues of calves not treated (M), treated with 2 mg/kg marbofloxacin at 4 h after inclusion (E2, [I), or 2 mg/kg

(2, Ed) or 10 mg/kg (L10, EH) marbofloxacin at 36 h after inclusion. Significant differences are shown in the table:

* p<0.05; ** p<0.01.

In the CON group, high DNA individual titers, rangibetween 4.6 to 8.2 IggDNA copies/100
mg, were detected in positive samples (Fig. 2). Jihation was intermediate in the L2 and L10
groups, with mean loads ranging from 0.7 to 3.2Lm®NA copies/100 mg, depending on the
type of tissue. The mean. haemolyticeDNA loads in each tissue samples (Fig. 2) alsaatdd
significant differences between the CON and E2 gralespite large intra-group variability. To
confirm the results obtained by qPCR in tissue dasj@a direct bacterial culture and titration was
performed on the right cranial lobe of the lungal{le 1). In the E2 group, all samples collected
for bacterial culture remained negative, evenwesamples that were slightly positive with PCR.
For the CON, L2 and L10 groups, the haemolyticacounts globally mimicked those obtained
by PCR, except for two calves in the L2 group fdwick culture was slightly positive but not with
PCR analysis (Table 1).
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Tableau 4-1 : Main individual results of clinical and bacteriological examination after M. haemolytica challenge
for untreated calves (CON) or calves treated with 2 mg/kg (E2) marbofloxacin at 4 h after inclusion or 2 mg/kg
(L2) or 10 mg/kg (L10) marbofloxacin at 36 h after inclusion.

M. M.
Total cranio M. . .
Percentage of . X haemolytica haemolytica
ventral ) Highest haemolytica
lung lobes with o Accumulated ) log 10 DNA log 10 DNA
Treatment group and calf percentage i . individual . log 10 CFU/g in . . i
microscopic . clinical score i . copies/g in copies/mL
lung R clinical score right apical K X .
. lesions right apical in BAL at
consolidation lobe

lobe necropsy
C 4254 88 75 10 34,8 10.5 9.2 8.6
C 4269 0 0 3 11,8 3.0 6.0 7.0

C 4310 51 87.5 10 24,8 10.0 6.7 7.9 died at 56h

C 4312 12 25 6 20 4.0 7.7 5.5
E2 4253 0 0 3 5,5 0.0 0.0 0.0
E2 4261 0 0 6 9,5 0.0 0.0 0.0
E2 4276 0 0 9 11,5 0.0 0.0 0.0
E2 4284 0 0 3 6,7 .0 0.0 0.0
E2 4298 17 25 5 57 0.0 0.0 0.0
E2 4321 0 0 5 8,4 contamination 0.0 0.0
L2 4263 0 0 8 17,5 3.2 0.0 0.0
L2 4280 55 87.5 12 28,7 8.8 9.4 3.7
L2 4295 0 12,5 6 11,2 0.0 53 3.7
L2 4311 11 25 5 9,7 3.7 2.0 4.0
L2 4316 0 0 6 8,4 2.7 2.0 1.2
L2 4319 0 25 8 10,1 0.0 0.0 0.0
L10 4275 0 0 6 10,3 3.2 5.1 5.7
L10 4292 4 37.5 9 14,5 contamination 4.0 0.0
L10 4306 0 0 10 13,9 0.0 0.0 0.0
L10 4307 0 0 5 81 0.0 35 0.0
L10 4309 3 25 11 19,9 3.0 53 4.1
L10 4313 0 12,5 8 11,9 0.0 0.0 0.0
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4.5.3 Clinical responses of calves to M. haemolytica infection

To determine whether bacterial growth was assatiatth disease evolution, we assessed calves
for clinical signs and lesions over time. All cadverere healthy prior to and immediately after
inoculation. At this time, the mean rectal tempamtvas 38.8 +/- 0.4°C. Twenty-two of 32 calves
were selected based on rectal temperature elevdiimse calves were randomly allocated into

one of four groups just after receiving the respedireatment.

Rectal temperature of the included calves peakéddam 3 to 9 h after challenge. Mean rectal
temperature peaked at 40.2°C at the time of inofusn all groups. Then, rectal temperature
decreased over time in all groups. Rectal temperatecreased to baseline within 6 h after early
treatment in E2 group and within 12 h after lagatment in the L2 and L10 groups. In the non-
treated animals, rectal temperature remained attwvéemperature of the treated groups at each
time point, indicating a significant difference Wween E2 calves and non-treated calves at T2 (data

not shown).

Clinical signs started at 6+/- 3 h and peaked betw&l and 40 h after inoculation for most calves.
After peak, clinical signs of CON calves slightlgaleased throughout the course of infection. In
the other groups, clinical signs were very simitathose observed in the CON group until each
treatment. Consequently, for clinical score evatumiall calves were considered as a unique group
until marbofloxacin administration, as shown in.F3g.. To summarize, the clinical signs were
moderate in most of calves and severe in two COesaver time and one L2 calf and one L10
calf prior to treatment. In the CON group, onelaf two calves with severe disease was euthanized

at 56 hours after infection for ethical reasons.

Moderate signs included hyperthermia, tachypneadgsgdnea with labored breathing. In severe
forms, reduced appetite, depression, recumbencsearste dyspnea with labored breathing and

surrounding lung sounds were observed.

The mean clinical scores indicated that marbofloxagections were followed by a rapid (within
24h) clinical improvement of calves, regardleseafly or late treatment (Fig. 3a). Twenty-four
hours after each respective treatment, 4 of 6 2 @ncalves and all of the L10 calves presented
a clinical score less than 4 (Table 1). Forty-eigburs after treatment up to the end of the
experiment, clinical scores remained less thanr4liocalves in the treated groups. Significant
differences were observed between the non-treatethés and the E2 group at 24 hours, between

103



Chapitre 4 - Impact de la dose et de la précodité waitement antibiotique avec une fluoroquin@aur les guérisons bactériologique et
clinique et I'extension des Iésions pulmonairegagpnfection expérimentaleMannheimia haemolyticehez le veau.

the CON group and E2, L2 and L10 groups at 48 @ndonrs after infection, and finally between
the CON group and the E2 and L10 groups at 96 hmassinfection (Fig 3a).

The accumulated clinical score (ACS) was evaluédeéach calf of each group from the time of
infection until the time of euthanasia (T3). TheameACS for each group indicated strong
differences between the treated and non-treatagpgravith significant differences only between
the E2 and CON groups (Fig. 3b).

0 A) B)
-
-e- not treated
8 -x- E2 £
o L2
#- L10

|

E2,110*
20 A

Clinical score

1 F

Accumulated clinical scores

Groups

Figure 4-3: Mean clinical scores (A) and mean accumulated clinical scores (B) of calves inoculated with M.
haemolytica and treated with 2 mg/kg (E2) marbofloxacin at 4 h after inclusion (black arrow) or 2 mg/kg (L2) or
10 mg/kg (L10) marbofloxacin at 36 h after inclusion (red arrow). For (A), calves remained in the control group
until the time of treatment. For (B), individual ACS were determined as the area under the curve of clinical scores
collected at -16, 6, 24, 40, 72 and 96 hours (Graph Pad software, La Jolla, USA). Significant differences: * p<0.05;
** p <0.01

4.5.4 Lung lesions

Lung lesions were primarily observed in all calirethe CON group. Lung damage was observed
in the apical lobes and was typical of acute inégctvith M. haemolyticaincluding a high tissue
consolidation and a dark-red to grey-red lobuldor@dion with foci of necrosis. Lung lesions were
also frequently associated with pleuresia andridgposits. The mean percentage of cranioventral
lung consolidation was 38%, 5%, 11% and 1% in t&NCE?2, L2 and L10 groups, respectively.
However, the extension of the gross lesions vagiedtly between animals. In the CON group,
two calves exhibited severe lesions on both cramdlcaudal lobes, one calf exhibited lesions on
cranial lobes only, and one calf presented only vestricted lesions. In all groups, calves with
the most severe lung lesions also presented thHeestigndividual clinical score and hig¥l.
haemolyticacontent in the lungs (Table 1).
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At histopathology, 75%, 16.7%, 66.7% and 50% of C@R, L2 and L10 calves, respectively,
had microscopic lesions in at least one lobe of Ithy. Considering the extension of the
microscopic lesions, 46.9%, 4.2%, 22.9% and 12.5%elobes were positive in the CON, E2,
L2 and L10 groups, respectively.

In the CON group, microscopic lesions were locateall lung lobes for 2 of 4 calves and only in
cranial lobes only of the two other animals. Lesiowere specific to an acute severe
bronchopneumonia and characterized by an hemouoladggolitis with large fibrinous deposits
and major infiltration of leucocytes (Fig. 4b), fat necrosis surrounded by oat cells and altered
neutrophils (Fig. 4c), interlobular edema and thoosis (Fig. 4c), moderate quantities of mucus
in the lumen of bronchioles and leucofibrinous pésia (score of 2). This type of lesion (score of
two) was not observed for E2 calves but was obseiva small extent in 3 of the 6 calves in the
L2 and L10 groups. In addition, histopathologiesdibns of sub-acute bronchopneumonia (score
of 1) were also observed but with less frequencygrily one calf in each of the four included
groups. In this case, lesions were characterizeda Hfibrinous and macrophagic alveolitis

associated with small abscesses or pyogranulomée diing parenchyma (Fig. 4d).

The mean histopathological score for each grospasvn in Fig. 4e, with strong but no significant

differences between the treated and not treategsaéxcept between the E2 and CON groups.
This mean score was correlated with the total oramtral percentage of lobe consolidation (Fig.
4f), except for one E2 calf that exhibited a lowstbpathological score, despite moderate

consolidation.
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Figure 4-4 : Microscopic examination. 4A: Normal lung microscopic examination (hemalun & eosin, x200). 4B:
Lesions of hemorrhagic alveolitis, large fibrinous deposits and major infiltration of leucocytes, score of 2 (hemalun
& eosin, x200). 4C: oat cells and altered neutrophils, score of 2 (hemalun & eosin, x200). 4D: Macrophagic
alveolitis, score of 1 (hemalun & eosin, x200). 4E: Mean histopathological score (+/- sd) of calves challenged with
M. haemolytica and treated with 2 or 10 mg/kg marbofloxacin at the early or late stages of infection. 4F:
Correlation between the total cranioventral percentage of lobe consolidation (gross lesions, x axis) and number
of lobes with microscopic lesions (y-axis).
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4.6 Discussion

The objective of this study was to assess theajiof a decreased marbofloxacin regimen when
administered at early-time of infection, on backihurden and clinical outcomes in calves
infected withM. haemolyticaTo fulfill this objective, we first developed &xperimental model
for the detection and treatmentMf haemolyticanimicking field conditions. BRD treatments are
frequently administered after visual appraisalliical respiratory signs. However, because these
signs often occur late in the disease course ($shatal., 2007), hyperthermia is increasingly
frequently used to promptly detect and treat BRianng cattle. In a French field study conducted
in young bulls, Timsit et al. (Timsit et al., 201dg¢monstrated that episodes of hyperthermia
(>39.7°C) preceded the onset of nasal dischargmratal lung sounds and depression by a mean
of 19, 38.8 and 51.2 hours, respectively. To besisbant with these field observations, we delayed
early and late treatments by 30 hours. Moreovelinaleded calves for early treatments based on
an increase in rectal temperature of 1°C compaueitheir basal rectal temperature. This 1°C
implementation matches with the temperature thidsltommonly used for treatment and
previously reported as an early sign of BRD (Gatyegal., 1995; Schaefer et al., 2007; Timsit et
al., 2011). The choice of the two doses of marb@iftin was based on a PK/PD evaluation of
antimicrobial efficacy previously published fbt. haemolyticaPotter et al., 2013; Valle et al.,
2012). The high dose of 10 mg/kg matched with tiveemt recommended dose of marbofloxacin,
as mentioned in the commercial product (FORCY L®hwhe indication for treatment of BRD.
The low dose was the lowest dose ensuring badati@fficacy in vitro on a targeted low
inoculum of M. haemolytica(G. Lhermie, F. El Garch, A. A. Ferran, A. BousgM&lou,

submitted for publication).

To our knowledge, this is the first study assestieginetics oM. haemolyticdoads in the lower
respiratory tract of calves for more than 5 contieewlays. These assessments were performed
using a commercialized gPCR kit that is increasingled to diagnodd. haemolytican the field
(Pelletier, 2013). Our results in the control grdifig. 1) indicated a continuous increase in
bacterial loads in the BAL from the start to thel exf the experiment, confirming our model of
infection Another study assesskt haemolyticagrowth during the 48 h after infection with a
similar inoculum load (1 CFU/calf) and observed an increased bacterial tcoutronchial
secretions until 18 h post-infection, with a plateaf 10 CFU/mL (Sarasola et al., 2002).
Differences of bacteria kinetics between the twaligs may be due to the method of quantification
because part of the DNA for PCR titration may hbeen obtained from bacteria killed by the
immune response of calves. Another possibilityiialgnce difference of th®l. haemolyticaAl
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strain used in this study, which was previouslyftored to be highly replicative and pathogenic

in calves.

Our model oM. haemolyticanfection showed that a single early treatmenbhwitsingle dose of

2 mg/kg marbofloxacin led to the rapid eliminatioinbacteria in all infected calves between 30
and 116 hours after injection. All E2 calves weegative forM. haemolyticadetection in BAL at
the end of the experiment. Only 2 out of 30 tisssm®ples contained low DNA quantities (<4
logio copies/100 mg). The rapid clearanceMofhaemolyticaafter early treatment with a lower
marbofloxacin dose than that currently recommenddd mg/kg) might be explained by the
relatively low loads of bacteria observed in BAIisT4, suggesting that the required regimen to
obtain bacterial elimination is dependent (partlynmstly) on the size of the inoculum at the time
of treatment. These results are supported by tbb&ened in various in vitro and in vivo studies
conducted with fluoroquinolones, stressing theu@fice of bacterial cell density on the efficacy
of these antibiotics (Ferran et al., 2007; Kesteetaa., 2009; Mizunaga et al., 2005; Udekwu et
al., 2009). Moreover, in a recent experimental ptegdting bactericidal efficacy of marbofloxacin
in a mouse-lung infection model using eitih&r haemolyticaor P. multocidastrains with close
marbofloxacin MICs, we observed that the adminigtreof a lower dose of marbofloxacin (given
10 h after inoculation) led to the total eradicatiof a bacterial load of £0CFU/lung of M.
haemolytica In contrast, a similar dose completely failedatthieve bacterial elimination of a
bacterial load of TDCFU/lung ofP. multocida (G. Lhermie, F. El Garch, P.L. Toutain, A.A.
Ferran, A. Bousquet-Mélou, submitted for publicajiorhese results indicated that marbofloxacin
was much more efficacious agaiist haemolyticahanP. multocidain a mouse model which is
not a natural host of these pulmonary pathogenthdmatural host model tested in the present
study, which is particularly sensitive to the vemte factors expressed by Mannheimia
haemolytica such as leukotoxin (Apley, 1997; Vamkarsgoed et al., 1993; Zecchinon et al.,
2005), we confirmed the ability of an early marba#cin treatment to produce rapid and complete

microbiological cure.

Compared with the early treatment, calves treatetidirs later with the same 2 mg/kg dose of
antibiotic displayed different pattern. Significafifferences in DNA titers were found between
the E2 and L2 groups in BALs at T3 and in accunaaldiacterial loads. Large differencesvin

haemolyticaDNA titers, although not significant, were alsoselbved between the two groups
considering both the number of calves with posilivegy samples and the total number of positive
tissues per calf. The situation appears to be tHiglifferent when calves were treated later but

with a high 10 mg/kg dose of marbofloxacin. No #igant differences were observed between
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the E2 and L10 groups at T3 of euthanasia. In tt&droup M. haemolyticavas detected in 10
of 30 respiratory samples but in only 2 of 6 testatves. Further, even if bacterial loads were
similar in the L2 and L10 calves just prior to treant (T2), only one L10 calf presented moderate
bacteria DNA titers in BAL three days after treatmn€T3), whereas all the three L2 calves
remained positive, suggesting that an increasedaflaxacin dosage from 2 to 10 mg/kg was
associated with higher bacterial elimination wheatments area initiated later. This result is also
supported by the decrease in mean DNA titers shavkigure 1, suggesting that clearance of
bacteria was faster for the L10 than L2 group ama Vikely similar between the L10 and E2
groups. These results are in agreement with prewearks, confirming that fluoroquinolones
display a concentration-dependent killing mechanidrivl. haemolytica(lllambas et al., 2013;
Sarasola et al., 2002). Finally, our results siamdbusly confirm the concentration-dependent
behavior of fluoroquinolones against Gram-negatiaeteria for a given bacterial load, and
suggests that the size of the bacterial load dirtieof treatment influences the range of exposure

magnitude required to obtain bacterial eradication.

Taken together, these results highlight the adgentd early treatments that allow using a lower
dose of antibiotic to quickly resolvd. haemolyticainfection in the lower respiratory tract of
calves. One major question for livestock profesaigrns the impact of such early treatment on
animal health and also human health by limitingbaotic consumption. In this study, we only
focused on animal health by assessing clinicalssagrd lesions of infected and treated calves. In
the control group, rectal temperature and meanceliscore peaked within 3-12 h and 24-40 h
following challenge, respectively, reached a plateand then slightly decreased until the end of
the experiment. This mimics the precedence of tijpemia as observed in field conditions and
supported in numerous respiratory challenge mg@elsciaga-Robles et al., 2010; Crouch et al.,
2012; Fajt et al., 2004; Forbes et al., 2011; Haeklet al., 2010; Rose-Dye et al., 2011). In our
challenge model reproducing moderate to severeaskseearly or late treatments with
marbofloxacin clearly induced recovery of all cavie less than 24 hours. These results are
supported by those obtained in field studies tlaaehmonitored the effects of marbofloxacin on
rectal temperature and clinical status of animadsumally infected with various respiratory
pathogens (Grandemange, 2012; Thomas et al., 200tgl. accumulated clinical scores showed
major differences between the control and E2, L& BbO groups; however, these differences
were only significant between the E2 and controugs (Fig. 3b). The main explanations may be
the variability of individual response in the clealje model or more likely, the delay of treatment,
as clinical scores decreased similarly in all ®dagroups within 24 h after antibiotic injection,

with significant differences compared with the cohgroup (Fig. 3a).
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Our results also suggest that early treatment mayept pulmonary lesions. Whatever the
antibiotic dosage, treatment led to a low frequenichung lesions, but significant differences for
histopathological scores were only observed betweerE2 and control groups. Further, calves
treated earlier presented a lower percentage ofawrantral lung consolidation, a lower number
of lobes with macroscopic and microscopic lesiamsl lower histopathological scores compared
with calves treated 30 hours later. Again, thesealte could be associated with rapid elimination
of bacterial burden, avoiding bacterial growth #mas the onset of pulmonary damage. We also
observed that lesion severity was correlated waittdrial load in the lungs. Our results agree with
those reported in another experimental bovine ragpy disease model, in which a positive
relationship between the severity of clinical sigasmulative clinical scores and extension of
pulmonary macroscopic and microscopic lesions vimeiwved (Forbes et al., 2011). However, it
is unclear why, despite increasing high gPCR titethe lungs, we did not observe severe disease
with extensive pulmonary lesions in some of the-treated animals. This observation suggests
that implementation of on-field therapy based orlye@diagnosis of illness and using decreased
antimicrobial regimen may require specific diagsogols to measure bacterial load and, if

possible, a precise monitoring of markers correlatgh infection stage.

To conclude, to our knowledge, this is the firshdi that a decreased antimicrobial regimen
administered at early time of infection and tanmggta low bacterial load demonstrated efficacy in
a bovine natural host experimental model. The nesg® to the treatments, in terms of bacterial
elimination, pulmonary lesions, and clinical recgyavere similar between the lower dose (low
inoculum-adjusted) administered at an early timmfgction and the higher dose (high inoculum-
adjusted) given at a later time of infection. Aktiger, our results are proof of principle that ¢her

is a place for the optimization of antibiotic dogasfood-producing animals, provided strict

conditions of early diagnosis of illness that allogombining the cure of bacterial infections with
the reduction of antibiotic consumption. Remindihgt such reduction of antibiotic consumption
is one of the main factors allowing prevention/gation of antimicrobial resistance of human

health concerns, the present strategy would nehetevaluated in field conditions.
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5.1 Résumé en frangais

L’antibiorésistance associée a l'usage vétérind@® antibiotiques représente un risque potentiel
pour la santé publique. Dans ce contexte, il afipanacial de promouvoir un usage prudent et
raisonné des antibiotiques vétérinaires, qui ppas@ne diminution du nombre d’animaux traités
inutilement, et par une optimisation des schémasapeutiques lorsque les traitements sont
nécessaires. Il a été démontré sur un certain ronder modéles animaux d’infections
expérimentales qu'il était possible de réduiredaedantibiotique en cas d’administration en début
de maladie, lorsque I'inoculum bactérien est déeéille.

Nous avons mené une étude terrain pour évaluerivaauwn collectif les performances d'un
protocole de traitement précoce a dose diminuéendsbofloxacine dans le traitement des
bronchopneumonies infectieuses (BPI) chez le jawven (JB). La consommation antibiotique et
I'efficacité des traitements de premiére intentiori été mesurées sur 195 JB, issus de 6 unités
d’engraissement. Une antibiothérapie systématiglengue action », en début d’étude, a été
réalisée sur tous les animaux de 3 unités surresrétées Les incidences de traitement (TI) basées
sur les doses journalieres utilisées (used dailgesloUDD), traduisant la consommation
antibiotique, et I'exposition des JB aux antibiagg ont été calculées. Les JB ont été alloués de
maniére aléatoire dans un des deux groupes expéameE2 ou L10. Tous les JB du groupe E2
ont été équipés de thermobolus permettant un estregen continu des températures ruminales
individuelles. Les JB du groupe E2 ont recu urteéraent précoce de 2 mg/kg de marbofloxacine,
administré sur la base d’'une hyperthermie ruminatdirmée par un examen cliniqgue mettant en
évidence des signes légers de BPI. Les JB du grol@ent recu un traitement de 10 mg/kg de
marbofloxacine, administré apres détection clinidesignes de BPI par I'éleveur ou le vétérinaire
en charge du suivi quotidien. En cas d’échec dtetreent par la marbofloxacine (traitement de
1°*¢intention) les animaux ont recu un traitementet®ade intention a base de tulathromycine et
florfénicol (tula-flor). Le nombre moyen de dosesijnalieres de marbofloxacine utilisées pour
1000 JB exposés (Tbbmarbg €tait de 16 dans le groupe E2 et de 43 dansiggrL10. Le nombre
moyen de doses journaliéres de traitement"8&irention pour 1000 JB exposés (Bbtuia-fior)

était de 25 dans le groupe E2 et de 3 dans le grotp. Au total, le nombre moyen de doses
journalieres utilisées pour 1000 JB exposésibblota) €tait de 40 dans le groupe E2 et de 46 dans
le groupe L10. La proportion d’animaux ayant re@s draitements de premiére et seconde
intention était plus importante (45 et 37%) dangraupe E2 que dans le groupe L10 (25 et 7%).
97 et 100% des JB traités dans les groupes E2Ceétdient guéris a la fin de I'étude. Dans les
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élevages ayant implémenté une antibiothérapie migue, la quantité d’antibiotiques utilisée

pour ce traitement représentait 90% de la quatttitde d’antibiotiques utilisée.

Au final, le protocole de traitement avec une dasgbiotique diminuée administrée sur la base
d’'une détection précoce des signes de BPI a pemailgré une augmentation de l'incidence des
traitements, de réduire globalement la quantitattdetique utilisée, sans affecter son efficacité
thérapeutique. Ces résultats mettent en évidendeegupossible de rationaliser de I'usage des
antibiotiques dans des conditions terrain, afinlideter leur consommation et leurs impacts

potentiels sur la santé publique.
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5.2 Abstract

Objectives

To evaluate antimicrobial consumption and therapeefficacy of an early treatment protocol
with a decreased antimicrobial regimen in a figlalg with young bulls (YBs) presenting Bovine

Respiratory Disease (BRD).
Methods

Antimicrobial consumption and first line treatmeficacy were assessed in 195 YBs. Treatment
incidences (TI) based on used daily doses (UDpresenting antimicrobial consumption, and

overall exposure of YBs to antimicrobials treatnsewere calculated. The YBs were randomly

assigned to one of two experiment groups Early2) éhd Late 10 (L10) groups, based on early
(E) or late (L) BRD detection and on first line lhafloxacin regimen (2 or 10 mg/kg).

Results

The mean values of sum TIUDD marbo and TIUDD tildai-tvere 40 and 46 in groups E2 and
L10, respectively. The mean number of curativetineat per YB at risk was 1.1 in E2, and 0.9
in L10 groups. These values were strongly influenmgthe recourse to a systematic antimicrobial
treatment, and the dosage regimen of marboflox&ciE2 goups, the proportion of 1st and 2nd
line treatments were higher (respectively 45 arfibBthan in L10 (25 and 7%). 97% and 100%
of YBs treated in E2 and in L10 groups were finallyed.

Conclusions

Our results suggest that the combination of aryesaiection of disease with lower antimicrobial
regimen reduces drug consumption at the herd lsitebut affecting treatment efficacy. Such
findings evidence the possible rationalisationmfraicrobial use under field conditions, to limit

impact on public health.

Key words: defined daily dose; decreased regimen,; earlyrtreat; fluoroquinolone; cattle

118



Chapitre 5 - Nouvelles perspectives de traitementrdaladies respiratoires bovines : évaluationitette la consommation d’antibiotiques et de
I'efficacité thérapeutique d'un protocole de traignt ajusté.

5.3 Introduction

Antimicrobial resistance is a major global publeatth concern in human and veterinary medicine
(Laxminarayan et al., 2013). Exposure of animalartttmicrobials has been shown to lead to the
selection of resistant pathogenic and commensdebacunder various conditions of usage of
antimicrobials (Agerso and Aarestrup, 2013; Bywa2®04; McEwen and Fedorka-Cray, 2002;
van Loo et al., 2007). Direct or indirect transfex the food chain or the environment of resistant
bacteria or resistance genes between animals exposatimicrobials and humans represents a
potential hazard for human health (Heuer et ab92®ladec et al., 2012; Singer et al., 2003; van
Loo et al., 2007; Vieira et al., 2011; Wang et aD12). In this context, crucial issues are to
decrease the number of animals unnecessarily thettause “as little as possible, as much as
necessary” antimicrobials when they are needed,oider to maintain their efficacy
(Laxminarayan, 2014).

In food producing animals, the treatment of boviespiratory diseases (BRD) represents one of
the major uses of antimicrobials (Cusack et alQ320~ulton, 2009). Even if various pathogens
such as viruses, bacteria and parasites have thestified as aetiological agents of BRD, the high
prevalence of bacteria as involved pathogen, #gopient association between bacteria and viruses,
and the absence of pathogen identification in fietthditions, lead to a routine use of
antimicrobials to control BRD (Assie et al., 2068jton et al., 2009). Current practice of treatment
of BRD consists in treating with long acting anttnoibials, early on, the entire cohort of animals
in which only a few express clinical signs of BREp(ey, 1997; Nickell and White, 2010). The
rational of this practice is based on the hypothst for one animal presenting clinical infection
in the cohort, others animals are subclinicallgatéd (Nickell and White, 2010). The advantages
of this systematic strategy are the control ofittiection dissemination and a good survival rate
with regards to the group. It also has the disathgeof subjecting a potentially large proportion
of animals destined to human consumption to antwbials when they didn’t require to. The
second therapeutic approach to treat BRD focuséseating only the animals presenting clinical
signs of illness (Heins et al., 2014; Hoar etE#98; O'Connor et al., 2013). This approach limits
the number of animals exposed to antimicrobialsweieer, it is usually seen as the “late
approach”, and delay in treatment initiation mayact animal welfare, as the clinical signs
possibly reflect extensive pulmonary damages whaoth time to develop prior treatment (Fulton

et al., 2009). Furthermore, late intervention leadgeat high bacteria inocula, constituting & ris
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of therapeutic failure and increasing the riskraeegence of resistant bacteria (Ferran et al.,; 2011
Kesteman et al., 2009). Therefore in the late tneat, high dosages of antimicrobials are
generally administered to achieve bacterial cure.

Several studies in both human and veterinary meelidemonstrated that efficacious antimicrobial
dosage regimen could be decreased if it is givan aarly stage of the disease, when the infectious
bacterial load is low (Ferran et al., 2011; Kesteraial., 2009; Mizunaga et al., 2005; Udekwu et
al., 2009). In an experimental infectious modebo¥ine lung infection, it has been shown that a
fivefold decreased dose compared to the labellesk df marbofloxacin, a fluoroquinolone
extensively used for the treatment of respiratasgase, was sufficient for eradication of a low
bacterial inoculum at early stage of infection, hit hours following inoculation (Guillaume
Lhermie, Aude Ferran, Sébastien Assie, Hervé Cdsdaarid El Garch, Marc Schneider,
Frédérique Woerhlé, Diane Pacalin, Maxence Delegrdilain Bousquet-Melou, Gilles Meyer,
unpublished results). However in field conditiotig lack of diagnostics tools allowing to quickly
identify the pathogen and the bacterial load ctutsts a major barrier to implement such treatment
strategy with decreased regimen. An alternativédcbe to monitor early signs of illness, such as
increase in core body temperature, which has beerodstrated to appear before clinical signs
(Timsit et al., 2011a; Timsit et al., 2011b). Awetion in antimicrobial use could thus be achieved
combining appropriate doses of antimicrobial wiénlg detection of iliness. To our knowledge,
no field study in veterinary medicine aimed to ewed¢ the accuracy of such strategy of

antimicrobial use.

Therefore, the objective of our study was to asseadield clinical trial the impact of a decredse
antimicrobial therapy at early stage of illnessamimicrobial consumption and its therapeutic

relevance, compared to the traditional late higbade administration of antimicrobials.

5.4 Material and methods

5.4.1 Study design

The study was conducted in western France from idbee 2014 to March 2015. A total of 195
ruminant Young Bulls (YBs) Charolais, Limousin aRduge des Prés, aged between 7 and 10
months with an average body weight of 299 kg weceuited in 6 commercial fattening units. All
the YBs included in the study were tested for absef Bovine Viral Diarrhea virus antibodies
and significant increase through the study perid&iV{et™ Ruminant BVD/BD p80-Serum, Life

Technologies SAS, Saint Aubin, France). Beforertleiival at the fattening unit, YBs were
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transported over a distance less than 500 km fhain birth farm to market auction place. Blood
samples were collected and YBs were given an anthtet treatment (moxidectine, 500 pg/kg,
Pour on). YBs were also administered orally a udtieumen temperature bolus (San’phone,
Medria SAS, Chateaugiron, France). The choice gilementing vaccination program at the
auction market place was left to the farmer. YBsentben transported by truck for travel distance
less than 50 km in the fattening unit. At the timfearrival, calves were separated in barns
containing 7 to 12 animals. In the six fatteningtsireach barn was randomly assigned to one of
the two experiment groups E2 and L10, characterigethe different methods of detection of
illness and treatment regimens. YBs were housestranv-bedded and had free access to water

and food. Follow-up of the YBs started on the faay on feed and lasted 30 days.

5.4.2 Detection of illness

In the E2 group, reticulo-rumen temperatures of Vigse continuously recorded during 30 days
after the arrival at the fattening unit, as destiby Timsit et al (Timsit et al., 2011a). Brieftiie
reticulo-rumen temperature was recorded every Jutefmby the temperature bolus and sent to a
server via a base station. Data were extractedaaatzed by the program provided by the
manufacturer, and finally represented graphicatlg lourve showing reticulo-ruminal temperature
as function of time. The curves were observed ttinees daily by a veterinarian. If an increase of
ruminal temperature over a threshold of 40.2°C patbsisting more than 12h was observed,
physical examination of the suspected animal wadopeed within 12h. Upon physical
examination, YB with a rectal temperatue39.7°C and/or slight clinical signs of illness was
considered as early detected. A YB with a rectadperature < 39.7°C at the time of physical
examination was considered as not detected.

In the L10 group, inclusion of the animals was ob&sed on visual inspection of undisturbed
animals followed by clinical examination in casedidfcomfort signs. A validated grid developed
to perform visual inspection was used (Torres e28l13). Briefly, a YB presenting moderate or
severe clinical signs of illness after physical mkation such as moderate or severe signs of
depression or respiratory disorders such as nasehatge, cough, and increased respiratory
efforts at visual inspection was considered asdatected if also presenting a rectal temperature
> 39.7°C.
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5.4.3 Clinical follow up

In case of detection of disease, rectal temperatitiee YB was recorded and a complete clinical
examination was performed at the time of 1st Ineatment (day 0) and at day 1, 2, 3, 7, 10, 21
after treatment. YBs were monitored using a scosygjem adapted from Dowling .(Dowling et
al., 2002). Scores were assigned as follows: demgainom 0 to 3 (normal, dull, depressed,
recumbent); rectal temperature from 0 to 2 (< 39%5-40.5, > 40.5) ; respiratory rate from O to
3 (< 45, 45-60, 60-90, > 90); heart rate from @ {& 80, 80-100, > 100) ; nasal discharge from 0
to 3 (absent, mild, moderate, profuse); respirdftiom O to 2 (normal, increased effort, laboured);
appetite from 0 to 2 (normal, decrease, anoreXiwg. Clinical Score (CS) was calculated daily for

each calf by adding the values given for each patam

At day 1, 2, and 3, YBs presenting an increas&@if ICS compared to dO or an increase >0.5°C
of their rectal temperature measured at dO werengavsecond line treatment. From d4 to the end
of the study, a YB already treated presenting metdetio severe clinical signs of BRD was also
given a second line treatment. If no clinical immment was observed 2 days after the

administration of the 2nd line treatment, a 3re& lireatment was given to the YB.

5.4.4 Antimicrobial treatments

5.4.4.1 Systematic antimicrobial treatments

The choice of implementing a systematic antimicbtseatment before entering the fattening unit
was left to the farmer. When given, YBs receivedir@le injection of 4 mg/kg body weight

tildipirosin by intramuscular (im) route at the #no market place.

5.4.4.2 1stline treatments

In the E2 group, animals identified after clinie@tamination as early detected were given
immediately a single intramuscular dose of 2 mgtkarbofloxacin (Marbocyl ®, Vetoquinol,
Lure, France), and a single intramuscular dose migkg tolfenamic acid, a non-steroidal anti-

inflammatory drug (NSAID) used in veterinary medei(Tolfine ®, Vetoquinol, Lure, France).

In the L10 group, animals identified after clinicekamination as late detected were given
immediately a single intramuscular dose of 10 mgflegbofloxacin (Forcyl ®, Vetoquinol, Lure,

France), and a single intramuscular dose of 2 miglgnamic acid.
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5.4.4.3 2nd line and 3rd line treatments

According to the clinical follow-up, YBs receivechen needed a"2or 39line treatment, with
florfenicol or tulathromycin, according to the fa@m’ habits. Treatments were performed

according to the regimens labelled in the summéapraducts characteristics (SPC).

5.4.5 Exposure to antimicrobials and drug consumption

5.4.5.1 Data collection

Prior the study, the volumes of antimicrobials uB®dsystematic treatment were recorded at the
market auction place. Thereafter, during the 3G ddservation period, all individuat,12" and

3 line curative treatments were recorded daily ®\tbterinarians.

5.4.5.2 Processing of antimicrobial exposure evaluation

The proportion of % line and 29 line treatments was calculated using the forminaable 1, and

expressed in percentage.

The proportion of curative and systematic antinficabtreatment exposure of YBs was calculated
using the formulae in table 1, and expressed aauwnf treatments /YB at risk. A YB at risk

represents a young bull belonging to a group expts8RD.

The total exposure of YBs to antimicrobials wadeaed as the sum of the exposure to systematic

treatment and the exposure to 1st and 2nd lindicar@eatment.

Incidence Rate of first (IR1line) and second (IR2line) line treatment for 1000 calves at risk
were calculated using the formulae in table 1, exjgressed as number of YBs treated one or two
times /1000 YBs at risk/day.

5.4.5.3 Processing of antimicrobial consumption evaluation

Antimicrobial consumption was calculated using tmeent incidences (Tbp) based on Used

Daily Dose per YB (UDDYB) calculated for each dugjng the formula in table 1.
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Tableau 5-1: Formulae for the calculation of the proportion of treatments administered, animal exposure

proportion, incidence rates (IR) of treatments and the treatment incidence (Tluoo) based on used daily doses

(UDD). YB at risk: young bull belonging to a group exposed to BRD.

Indicator Formula Units
Proportion of 1 line treatment 100 * number of YBs treated with a 1st line treatment in the group Percentage
number of YBs in the group
Proportion of 2 line treatment number of YBs treated with a 2nd line treatment in the group Percentage

Curative exposure proportion

Systematic treatment exposure
proportion

IRlst line

IR2nd line

Tluop x

100 =

number of YBs treated with a 1st line treatment in the group

number of curative treatments (1st + 2nd + 3rd line)

number of YBs at risk

number of systematic treatments

number of YBs at risk

number of YBs treated with a 1st line treatment

1000 * - - -
number of YBs at risk * observation period (d)

number of YBs treated with a 2nd line treatment
1000 *

number of YBs at risk * observation period (d)

amount of antimicrobial x used (mg)
UDDx (%)
g
corrective factor x

1000 *

* kg YBs at risk * observation period (d)

Number of curative treatments / YB
at risk

Number of systematic treatments
/YB at risk

Number of YBs treated one time
/1000 YBs at risk/day

Number of YBs treated two times
/1000 YBs at risk/day

Number of UDQg /1000 YBs at
risk/day

UDD was defined as the administered dose per @ayitogram kg. For marbofloxacin, the

retained value of UDDmarbo/YB was 2 mg/kg; for thfamycin, the value of UDD tula/YB was

2.5 mg/kg; for florfenicol, the value of UDD florEwas 40 mg/kg; for tildipirosin, the value of

UDD til/'YB was 4 mg/kg. To encounter the long agtiformulation of some drugs, a corrective

factor, corresponding to the estimated duratioeftg#cts (in days), was attributed for each drug,

according to references already used by autholiiesopean et al., 2015; Postma et al., 2015).

The corrective factors were 1, 9.3, 7, and 2 forbofhoxacin, tildopirosin, tulathromycin and

florfenicol respectively. So the value of UDD (irgfkg) was divided by the corrective factor. The

amount expressed in mg of active substance wasneldtdrom the volume of antimicrobials

recorded. For a pen, the number of kg YBs at riak walculated as the sum of live body weight

of YB at entry in the pen.
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5.4.6 Statistical analysis

The proportion of ¥ and 29 line treatments, the proportion of curative ansteyatic treatment
exposure, IR fand 29line were analysed using a Wilcoxon testioblmarbo and tula-flor were
analysed using a chi-square test for independé&igrificance was set akp.05. For the analysis
of clinical scores and rectal temperatures, a mikegshr model was tested including variables
group of treatment and time as fixed effects armd la@d YBs nested in herd as random effects.

Statistical analysis were performed with the sofeM@AS (SAS version 9.1 Inst. Inc., Cary, NC).

5.5 Results

5.5.1 Exposure to antimicrobials

In herds A, B, and C, a systematic antimicrobieatment with tildipirosin was administered at
the auction market place before entering the fattennit. In herd D, E, and F, no systematic
treatment was implemented. In herds A, B, and Cs MBjuiring a 2nd line treatment were treated
with florfenicol; in herds D, E, and F, YBs requigi a 2nd line treatment were treated with

tulathromycin. €f. table 2)
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Tableau 5-2 : Characteristics of the herds, number of young bulls (YBs) per group and exposure to antimicrobials

treatments.

Til: tildipirosin; Flor: florfenicol; Tula: tulathomycin.

Mean live Mean age Antimicrobial Number of Number of Overall
Herd Date of arrival wglght at at arrival Systematic used in Group Number of curative systematic number of
arrival (kg (days +SD) treatment second line YBs treatment treatment treatments
+SD) yS & /YBatrisk  /YBatrisk  /YBatrisk
E2 10 0.5 1 15
A 2014.12.11 349 +/- 21 250+/- 45 Til Flor
L10 20 0.3 1 1.3
E2 21 0.5 1 15
B 2014.12.04 2934/- 45 228+/- 33 Til Flor
L10 35 0.1 1 11
E2 20 0.5 1 15
C 2015.01.08 364+/- 18 281+/- 37 Til Flor
L10 24 0.1 1 11
E2 14 0.6 0 0.6
D 2014.12.11 285+/- 12 238+/- 51 0 Tula
L10 7 0.4 0 0.4
E2 6 1.0 0 1.0
E 2015.01.15 239+4/- 18 220+/- 45 0 Tula
L10 15 0.7 0 0.7
E2 13 0.3 0 0.3
F 2015.03.05 265+/- 12 237+/-54 0 Tula
L10 8 0.0 0 0.0
E2 84 0.5 0.6 11
Total 299+/-21 242+/-44
L10 109 0.2 0.7 0.9

Among the 195 young bulls included in the studye dB presenting severe signs of lameness 3
days after the start of the study, and one YB waiithormal behavior were excluded. 38 YB were
given the early treatment, and 23 were given tteettaatment. Figure 1 represents the distribution
of the YBs in function of the type of treatment foemed and the initial allocation group.
Treatments were administered between 2 and 14 afgs entering the fattening unit. In E2
groups, the proportion of'line treatment and"2line treatments were respectively 45 (= 9) and
37 (+ 14) %. In L10 groups, proportion of'line treatment and " line treatments were
respectively 25 (£ 25) and 7 (= 8) %, as shownguarke 2. Only 3 YBs from the E2 groups received

a 39 curative treatment.
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Systematic Marbofloxacin 2" Jine treatment

treatment treatment

L10 No (n=69)

No (n=8)
L10 Yes (n=10)
Treatment before entering the
fattening unit (n=130)u Yes (n=2)
Herds A, B,C
E2 No (n=28)
No (n=17)
E2 Yes (n=23)
Yes (n=6)
L10No (n=17)
No (n=13)
L10 Yes(n=13)
No treatment before entering
the fattening unit (n=63) Yes (n=0)
HerdsD,E,F
E2 No (n=18)
No (n=13)
E2 Yes (n=15)
Yes (n=2)

Figure 5-1: Distribution of the YBs in the groups in function of the treatments administered. In herds A,B,C,
systematic antimicrobial treatment was performed with Tildipirosin. In herds A, B, and C 2™ line treatment was
florfenicol, in herds D, E, and F, 2" line treatment was tulathromycin.
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Figure 5-2: Mean proportion of 1°t and 2" line treatments in E2 and L10 groups. The proportion (expressed in
percentage) of 1° line treatment is calculated as the number of YBs treated with a 1% line treatment in the group
/ number of YBs in the group. The proportion of 2" line treatment is calculated as number of YBs treated with a
2" line treatment in the group / number of YBs treated with a 1% line treatment in the group.

1.6

Proportion of exposure to treatment /YB
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Figure 5-3: Curative and systematic exposures of the young bulls, according to the strategy implemented in the
herds (absence or presence of systematic antimicrobial treatment) and the therapeutic strategy (E2 or L10).
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During the study period, the mean number of cueatigatment per YB at risk was 1.1 in the E2
groups, and 0.9 in the L10 groups. However, we meska strong variability between herds$ (
table 2). Figure 3 shows the exposure to antimiatebOverall, herds that did not implement
systematic antimicrobial treatment had a highepprtion of exposure to curative treatmerif (1
+ 2" |ine) compared to those with. On the contrary,dberall exposure to antimicrobial of YBs
remained significantly lower (p=0.002) in herds heitit than in herds with systematic
antimicrobial treatment. As presented in tabléh8,rmean value of IRMine in the E2 groups was
higher (463) than in the L10 groups (255) but ditl reach statistical difference (p=0.13). In the
L10 groups, IR varied strongly between herds, caeg#o the E2 groups where IR were more
homogeneous. The IRRline was significantly higher (p=0.01) in E2 greumean 146+ 69),
compared to L10 groups (mean 24+ 29).

Tableau 5-3: Incidence rates (IR) of 1%t and 2" line treatments, and amount of curative antimicrobials used

expressed in Tluop according to the herd and the group of treatment. Sum of Tluoo were calculated as the sum of
Tlupb marbo and Tlupp tula-flor.

TIUDD TIUDD SumTI
Herd IR 1st line 1000 YB/d IR 2nd line 1000 YRY marbo 1000 YB/dj tula-flor 1000 YB/d UDD 1000 YB/d
E2 L10 E2 L10 E2 L10 E2 L10 E2 L10
A 400 250 200 50 19 43 7 2 26 45
B 476 57 190 29 16 8 19 3 35 11
Cc 450 125 50 0 15 21 3 0 19 21
D 571 429 214 0 20 68 49 0 69 68
E 571 667 143 67 14 116 32 13 46 130
= 308 0 77 0 10 0 37 0 47 0
mean 463 255 146 24 16 43 25 3 40 46
med 463 188 167 14 16 32 26 1 41 33
sd 102 253 69 29 3 44 18 5 18 48

5.5.2 Antimicrobial consumption
Mean TUpp marbo per 1000 YB/d was higher in L10 group comparedfgroup (43 vs 16),

showing significant difference between groups (p806). In the E2 groups, there were less

difference between the Jdb marbovalues between herds than in the L10 grougstgble 3)
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Mean TUpp twia-fior Were significantly higher in E2 group compared tbOLgroup (25 vs. 3),
(p=0.001).

The mean values of suMybb marbo@Ndtula-fiorwere 40 and 46 in groups E2 and L10 respectively.
Figure 4 depict the impact of systematic antimia@blireatment on global antimicrobial
consumption. TJpp of systematic treatment represented 90% ofd bf the total Tlpp in herds
where a systematic antimicrobial treatment was émgnted. TUop marbo@Nd TUpD tula-flor Were

higher in herds not implementing systematic antiob@l treatment.
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Figure 5-4: Mean antimicrobial usage (tildipirosin for systematic treatment, marbofloxacin as 1% line,
tulathromycin or florfenicol as 2™ line), expressed in Tluoo, according to the systematic strategy implemented in
the herds (absence or presence), and the therapeutic strategy (E2 or L10).

5.5.3 Clinical scores

Individual response to treatment, assessed by$w@n@ rectal temperature follow-up, is presented
in figure 5. At the time of inclusion, mean CS aadtal temperature values were 5.9 and 40.2°C
in E2 group, and 9.9 and 40.6°C in L10 group. lthkgroups, CS as well as rectal temperature
decreased rapidly over time after treatment. 2tdr &leatment, a significant decrease (p<0.0001)
in the CS was observed in all groups. Mean CS atMa& 3 and 2.7 in E2 and L10 groups

respectively, corresponding to a physiological @$he two groups, mean CS of the calves treated
only once remained < 4 from dO to d10. No significdifference (p>0.05) was observed between

the groups.
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Figure 5-5: Effects of a treatment of 2 or 10 mg/kg of marbofloxacin administered with tolfenamic acid on average
total clinical score (a) and rectal temperature (b).

5.5.4 Therapeutic efficacy

In E2 and L10 groups, 65 and 90 % of the YBs wered with a single injection of 2 or 10 mg/kg
of marbofloxacin respectively. Ninety six and 10(%the YBs treated twice in the E2 and L10
groups were cured at d10. Among the 61 YBs atrtreat, only two YBs from the E2 group
required more than one second line treatment. @efthe E2 group from herd A which received
three antimicrobial treatments died after the ehthe study. Necropsy results reported chronic
respiratory lesions affecting the entire lung scefaOverall, 97 and 100 % of the YBs treated in

the E2 groups and L10 groups respectively weredcar¢he end of the study.

5.6 Discussion

Our study aimed to assess the relevance of a miotdecreasing overall antimicrobial
consumption in the treatment of BRD. First, we sadihat overall consumption of antimicrobials
was diminished by using a lower dose of marbofloxat early stage of BRD, without affecting
the number of animals cured at the end of the stlidis decrease was mainly explained by the
decrease in marbofloxacin amount, expressed iBphlarho The number of 2nd line treatments
was higher in groups treated early, which led tonanease in the amount of antimicrobials used
in second line compared to L10 groups. Howeves ittrease was widely compensated by the

initial decrease of marbofloxacin amount.
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The method of evaluation of antimicrobial consumptivas based on the last reflection paper on
collecting data of consumption developed by theoRean Medicine Agency (European et al.,
2013) and on previous research conducted in lickstoroduction (Pardon et al., 2012;
Timmerman et al., 2006). The choice of using inicashared by regulatory agencies and other
research units will allow to compare drug consuomptbetween our study and future studies
referring to the same methodology. For each druggdUDaily Dose was assigned with the
principles used by the European Medicine Agency BiwlAetermine the Defined Daily Dose for
Animals (DDDAs). Several indicators were retainedur study for the complementarity of the
information provided. Hence, gdpo and IR were calculated in a similar way, to drapaaallel
between the incidence ratio of treatment and theusutnof antimicrobials used per YB exposed.
Curative and systematic treatment exposure providiedmation on the number of treatments

received per YB exposed.

Our study was conducted in a large variety of figldiations including fattening units where
systematic antimicrobial treatment was implemeraed others where it was not. We observed
that regardless of the initial systematic strategylemented, curative antimicrobial consumption
was decreased in E2 groups. Despite a slightlylowenber of 1st and 2nd line treatments, the
amount of antimicrobial used for systematic treattmepresented more than 90% of the total
amount of antimicrobials, in herds with systematitimicrobial treatment. This observation
suggests that rationalisation of systematic antiobi@l treatment might significantly reduce
global antimicrobial consumption. Evaluation of egpre of YBs to antimicrobials was performed
by adding up the number of systematic and curdte@&ments. Exposure was higher in the E2
groups compared to the L10 groups. This can beamaa by the increased proportions 8fahd

2" |ine treatment. In herds implementing systemagiatment, the proportions oftand 29 line
treatment were decreased, but without significafferénces, compared with the herds not
implementing systematic treatment. These resuligest that systematic antimicrobial treatment

decreased the proportion of clinical BRD, but migbt prevent their apparition.

To our knowledge, it is the first time that treathéncidences of used daily doses has been
calculated in a field study with YBs; thereforewias difficult to compare the amount of

antimicrobials used with other studies.

Several experiments investigating the efficacynairaicrobial treatments of BRD in YBs reported
data on the incidence of clinical cases and relapgeeur study, the proportion YB requiring% 1
line treatments was 38/84 (45%) and 23/109 (21%f2nand L10 groups, respectively. The

proportion of treatments in L10 group, correspogdima clinical detection of disease in standard

132



Chapitre 5 - Nouvelles perspectives de traitementrdaladies respiratoires bovines : évaluationitette la consommation d’antibiotiques et de
I'efficacité thérapeutique d'un protocole de traignt ajusté.

field conditions was comparable to those obsermeprévious studies. One study investigating
exposure to pathogens and incidence of respiralisorders reported an incidence rate of 18.5%
in similar husbandry conditions (Assie et al., 2008 Northern America, the US department of

agriculture reported 14.4% of cattle placed in feeddeveloped BRD in feedlot study from 1999

(Agriculture, 2013).

We observed that a treatment with 10 mg/kg of miémkacin, corresponding to the regimen
recommended in the SPC, cured 90% of the animistafl with clinical BRD. These results are
supported by those obtained in a field study reépg success rate of 85% with a single injection
of 10 mg/kg marbofloxacin for treatment of BRD (@damange, 2012). The therapy implemented
in the L10 groupse an antimicrobial treatment based upon the detectielinical signs of BRD,
corresponded to a traditional field situation. Shecess rate of a dose of 2 mg/kg of marbofloxacin
given after early detection was 65%, leading tdghér number of @ line treatment, without
affecting the overall global success rate of theqmol. Efficacy of the two alternative protocols,
assessed in terms of number of young bulls cureédeatnd of the study was similar in the two

groups.

Various hypotheses can be advanced to explain igifgeth number of first and second line
treatments observed in the E2 groups. In the E@pg,0YBs were considered as early detected in
our study upon the basis of a first persistentaase in their ruminal temperature above 40.2°C
for more than 12h, and confirmed by a rectal termpee >39.7°C at the time of clinical
examination. These thresholds were based on prevield study in young bulls. Timsit et al.
(Timsit et al., 2011b) showed that young bulls vattuminal hyperthermia for more than 6 h and
a rectal temperature >39.7°C, demonstrated it$ @linical signs of BRD 19 h after the onset of
hyperthermia. The positive predictive value of tinsthod of detection of BRD was 85%. The
reticulo-ruminal temperature of 40.2°C was fixedaahreshold alert value since reticulo-ruminal
temperature was found to be well correlated witttaletemperature, with a mean difference of
0.5°C with rectal temperature reference. The retadperature value of 39.7°C is commonly
retained as the threshold value for diagnosis obahal temperature in young bulls (Galyean et
al., 1995; Schaefer et al., 2007; Timsit et al114). To ensure that YBs detected early presented
slight respiratory disorders or an increased retg#aiperature, a physical examination was
performed. Therefore, the follow-up of ruminal tesmgture and clinical examination before
inclusion minimized the risk of including YBs notggenting BRD. This was confirmed by the
clinical scores and rectal temperature values attithe of inclusion, which were lower in E2

compared to L10 groups. However, it has been shthah clinical signs of BRD were not
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systematically observed on YB presenting ruminglanthermia (Timsit et al., 2011b). Two field

studies assessing early detection of BRD reportedigtive positive values of 80 and 75% of
ruminal hyperthermia for detection of BRD. Hent¢és possible that we included YB in E2 groups
that would not have presented clinical signs, erpig the higher proportion of 1st line treatments
in the E2 groups (Schaefer et al., 2007). Howesnzn if we might have included YBs which did

not require treatments in E2 groups, global antiafial consumption remained lower than in L10
groups.

The adjusted marbofloxacin dosage was based uparmpleokinetic/pharmacodynamic
evaluation of antimicrobial efficacy previously pished (Potter et al., 2013; Valle et al., 2012).
This dosage was also successfully tested for datrtrent of an experimental lung infection with
Mannheimia. haemolytica in calves (Guillaume LheryAude Ferran, Sébastien Assié, Hervé
Cassard, Farid ElI Garch, Marc Schneider, Frédérigqmerhlé, Diane Pacalin, Maxence
Delverdier, Alain Bousquet-Melou, Gilles Meyer, utgtished results). In this study, calves were
treated with 2 mg/kg of marbofloxacin 6 to 10 keafhoculation of the pathogen in one group, or
treated with 10 mg/kg at 36 to 40 h after inocolatin a second group. Efficacy of this decreased
regimen administered early was found to be as gsalhigher regimen at a later stage of iliness,
and was associated to the size of the inoculunnatitne of treatment. Similar results were
observed in various in vitro and in vivo studiemdocted with fluoroquinolones, stressing the
existence of inoculum effect (Ferran et al., 2008steman et al., 2009; Mizunaga et al., 2005;
Udekwu et al., 2009). In our study, the adjustesibde was the lowest dose ensuring bactericidal
efficacy, assuming that early detection allowedrapeg on a low bacterial inoculum. We
hypothesized that severity of clinical signs was@ated to the inoculum size to implement after
early detection of the disease a protocol usingeaahsed antimicrobial regimen. Only few
experimental models d#l. haemolyticaandPasteurella multocid&RD investigated this issue.
Overall, the severity of clinical signs and pulmonizsions seemed to decrease as the initial size
of infectious inoculum decreased (Ames et al., 188wling et al., 2002; Panciera and Corstvet,
1984), stressing the interest of an early intemeanfor therapeutic efficacy, clinical recovery and
animal welfare. This adjusted treatment should dlave the lowest impact possible on the

commensal flora of treated animals.

Influence of bacterial inoculum size on bacteritideativity of marbofloxacin has been
demonstrated in several in vitro and in vivo stedsupporting the decrease dosage in the tested
regimen. However in all these studies, the pathapaties and inoculum size at the time of

treatment were known, which was not the case infield study. As hyperthermia and clinical
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signs monitored are not pathognomonic of bactgnedumonia, it is possible that some YBs
included presented a viral infection. However, baat from Pasteurellaceae familyv(
haemolyticaP. multocidaand Histophilus somni) are most frequently ideadifas pathogen agent
of BRD in YBs in France (Assie et al., 2009), No#timerica (Confer, 2009; Fulton et al., 2009;
Rice et al., 2007), and Australia (Cusack et &03). It is also possible that our inclusion créaer
partially failed to detect accurately early stadeB&D. In our field conditions study, it was
impossible to determine the presence of the pathajethe infectious site. Therefore, the
decreased dose of antimicrobial could have beenrastered too early or too late with regards to
pathogen identification and inoculum size. Thisldalso explain the higher proportion of 2nd

line treatments required in the E2 group.

At the individual level, clinical signs severityaeased within 24h after antimicrobial injection,
suggesting the start of the recovery, regardlesbeofreatment received. The combination of the
antimicrobial with NSAIDs may have played a roléasten recovery; however, these results agree
with previous field studies, investigating the eteof a single marbofloxacin injection on rectal
temperature and clinical status of animals natymafected with various respiratory pathogens. A
decrease in rectal temperature was also seen ifTAdimas et al., 2001). In addition, it was shown
in ruminants, that a simultaneous injection of énlimic acid didn’t affect marbofloxacin

pharmacokinetic profile (Sidhu et al., 2011).

In conclusion, we demonstrated that the combinatioaarly detection of disease treated with
lower antimicrobial doses could be used to decraasienicrobial consumption at the herd level

without affecting treatment efficacy. These findnigighlight the interest of rationalisation of

antimicrobial use in field conditions, to limit tlewerall consumption of antimicrobials and their
shedding in the environment. With regards to glamimicrobial consumption in food producing

animals and its impact on selection of resistactdya, it would be relevant to demonstrate the
reproducibility of our results in various epidenagical contexts, or in others food animal

production chains. Assessing the impact of varamisnicrobial regimen on commensal gut flora
would also be of high value with regards to thecapt of One Health.
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6.1 Résumé en francais

Dans un contexte de promotion de l'usage prudegpameimonieux des antibiotiques en médecine
vétérinaire, notre objectif était d'évaluer I'impde deux posologies d’'une fluoroquinolone sur la
flore commensale digestive de deux cohortes deeflnovins (JB) et de veaux traités pour
bronchopneumonie infectieuse (BPI) au cours de étunkes différentes. Quarante-huit JB et 32
veaux ont été répartis de maniére aléatoire dadssideux groupes de traitement, LOW et HIGH,
ou dans un groupe contrdle non traité. Dans legpg® LOW, les animaux ont recu une injection
intramusculaire unique de 2 mg/kg de marbofloxacimee fluoroquinolone a action breve
couramment utilisé dans le traitement des BPI. Desigroupes HIGH, les animaux ont regu une
injection intramusculaire unique de 10 mg/kg debo#ioxacine. Les féces ont été prélevées avant
le traitement (administré a JO), et a plusieursisep jusqu’a 5 a 40 jours apres le traitement, en
fonction de I'étude. Le nombre d’entérobactéri¢slés et résistantes a été évalué aprés mise en
culture de différentes dilutions des échantillofsalux sur gélose Mac Conkey supplémentée ou
non en marbofloxacine (JB) ou ciprofloxacine (v8aaxx concentrations critiques définies par le
CA-SFM.

Dans la cohorte des JB, seul deux animaux sura8nétporteurs d’entérobactéries résistantes
avant traitement. Chez les JB, I'administratiomuirbofloxacine aux deux doses a été associee
avec une diminution modérée et transitoire du nentiwal d’entérobactéries entre J1 et J3 apres
traitement, avec dans tous les cas un retour aauiinitial a J7. Un seul JB du groupe HIGH a

présenté des entérobactéries résistantes a la fioxdmine apres traitement.

Dans la cohorte des veaux, tous les animaux étpatéurs d’entérobactéries résistantes avant
traitement, avec des proportions moyennes par graupéerieures a 60% des entérobactéries
totales. Apres traitement a la marbofloxacine, éenbre d’entérobactéries totales n’a pas été
modifié par rapport aux animaux contréle, alors tp@ombre d’entérobactéries résistantes a
montré une tendance a la hausse. Il en a résukéaugmentation de la proportion des
entérobactéries résistantes dans les deux grogpEs t(LOW et HIGH) par rapport au groupe

controle.

Nos reésultats ont tout d’abord mis en évidence diféérence spectaculaire du portage
d’entérobactéries résistantes aux fluoroquinol@mdse la cohorte de veaux et celle des JB. Pour
ce qui concerne l'impact des traitements antibies] I'ensemble des résultats indique que malgré
son amplitude (d’un facteur 5), la différence deglogies de marbofloxacine n’a pas produit au

sein d’'une méme cohorte d’effets sensiblement@iffts en termes de sélection/amplification des
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entérobactéries résistantes. Il est a signalerlepigleux traitements utilisés consistent en des
administrations uniques, qui s’accompagnent prambht d’'une pression de sélection sur la flore
digestive de courte durée. Selon les cohortes &utlabsence de modifications importantes ou
durables des entérobactéries résistantes cheazifeaux traités peut étre expliquée, soit parce que
le animaux n’étaient pas porteurs de souches aésest pouvant étre sélectionnées (cohorte des
JB), soit parce que les souches résistantes étlgnprésentes en proportions majoritaires dans
leurs flores digestives (cohorte des veaux). Aalfiil apparait crucial dans un contexte de
préservation de la santé publique de comprendit@ealyser les facteurs expliquant les niveaux

de portage d’entérobactéries résistantes chezale ve
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6.2 Abstract

In the context of requested decrease of antimiatalse in human and veterinary medicine, our
objective was to assess in two experiments the ¢mpa commensal gut flora of a fivefold
decreased antimicrobial regimen administered toheit of young bulls (YBs) and a cohort of
veal calves (VCs) to treat bovine respiratory disegBRD). Forty eight YBs and 32 VCs were
randomly assigned to one of the two experiment ggtuDW andHIGH based on treatment
regimen. InLOW group, animals were given a single intramuscufgection of 2 mg/kg
marbofloxacin, a short acting fluoroquinolone conmiyaused in the treatment of BRD. HIGH
group, animals were given a single intramusculgaciion of 10 mg/kg marbofloxacin. Faeces
were sampled on day O just before treatment, agelvaral times after treatment until 5 or 40 days,
depending on the experiment. Total and residtatgerobacteriaceaeounting was performed by
plating dilutions of faecal samples on Mac Conkegaraplates supplemented or not with

quinolone.

Only a few YBs harbored resistakinterobacteriaceadefore and after treatment, whereas
ciprofloxacin resistantEnterobacteriaceaewere isolated in all VCs before treatment.
Marbofloxacin treatment was associated with a slighansient decrease in total
Enterobacteriaceaeount between D1 and D3 after treatment, in the ¢ehorts studied. Total
Enterobacteriaceaecount returned to baseline at D7 in all groupst ¥€s, and a higher
proportion of quinolone resistarinterobacteriaceaavas observed one day after treatment
whatever the regimen. These higher proportions weaely associated to a decrease in the
number of susceptiblEnterobacteriaceaén treated calves. Marbofloxacin treatment exeded
low selective pressure on resistdtnterobacteriaceaeln YBs, 2 out of 14 YBs harbored
Eenterobacteraiceawith decreased susceptibility to marbofloxacinlyGme YB from the HIGH
group harbored marbofloxacin resist&mterobacteriaceaeOur results suggest that a unique
treatment with 2 or 10 mg/kg marbofloxacin exertéoa@ selective pressure on commensal
Enterobacteriaceaén YBs and in VCs. A decrease in antibiotic regmredlowed to limit the
decrease of totdEnterobacteriaceaeount. Such findings enlighten that protocols gsshort
acting fluoroquinolones may limit selection of stant bacteria among commensal flora possibly

transferred to humans.

Key words: fluoroquinolone, cattle, antimicrobial resistan€aterobacteriacegelecreased dose
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6.3 Introduction

Antimicrobial resistance is a major global publeatth concern in human and veterinary medicine
(Laxminarayan et al., 2013). The use of antimicatshin both human and veterinary medicine
leads to the selection of resistant pathogeniccantmensal bacteria, under various conditions of
usage of antibiotics (Agerso and Aarestrup, 208vdter, 2004; McEwen and Fedorka-Cray,
2002; van Loo et al., 2007). Direct or indirectnstervia the food chain or the environment of
resistant bacteria or resistance genes betweenaklniexposed to antibiotics and humans
represents a potential hazard for human healthHetual., 2009; Madec et al., 2012; Singer et
al., 2003; Trieu-Cuot et al., 1993; van Loo et 2007; Vieira et al., 2011; Wang et al., 2012). In
this context, crucial issues are to decrease theeruof animals unnecessarily treated, to use “as
little as possible, as much as necessary” antirbialt® when they are needed, to maintain their

effectiveness (Laxminarayan, 2014).

In Ruminant medicine, treatments include a widaeparof molecules, among them the most
frequent used are penicillins, tetracyclines, migbes, and quinolones (De Briyne et al., 2013).
The most frequent uses of marbofloxacin, a thingegation fluoroquinolone, are dedicated to the
treatment of bovine respiratory, digestive and uddfections. Recent studies led to an evolution
in the administered marbofloxacin regimens, futfgl the double objective of decreasing selection
pressure on both pathogen and commensal bactexile @t al., 2012). Hence, recommended dose
has been increased from 2 to 10 mg/kg, given imglesinjection instead of three consecutive
injections. On the other hand, several studiessst the interest of decreasing the dose
administered to achieve similar bacterial cure, nwlmv bacterial inocula are targeted and the
disease is detected early (Ferran et al., 201 1teldem et al., 2009). It is clear that such protecol

allow a large reduction in the antibiotic amouneéaed for treatments.

Yet, the relation between antibiotic dosage andrgeree of bacterial resistance in commensal
flora, assessed in several studies in human aednaty medicine, remains unclear. On one hand,
it was found that bacterial resistance emergedharyngeal and intestinal flora from healthy

volunteers treated with ciprofloxacin whatever thgimen (Fantin et al., 2009). In pigs treated
with enrofloxacin, escalating doses of antibiofid kot prevent selection of resistant coliforms in

gut (Wiuff et al., 2003). On the other hand, it Hasen shown that in a pig model, lower

ciprofloxacin doses limited resistance amplificatio gut microbiota(Nguyen et al., 2012). Such

results were also observed by Vasseur et al. vatqumnome, in a rodent model &lebsiella

pneumoniaenfection (Vasseur et al., 2014). Therefore, tin@act of a decreased antimicrobial
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regimen regarding antimicrobial resistance “develept on gut flora in cattle medicine remains
to be explored. Regarding the prevalence of radtigiacteria, several studies reported that the
level of resistance varied between animals cohédsa matter of fact, non-weaned calves are
related to frequently carry resistant bacterid@irtdigestive tract, when the prevalence of rasist
bacteria seems to be lower in weaned animals anitsaéds an example, the annual monitoring
of resistance to antimicrobials in veterinary medkcconducted in France by the National Food
Safety Agency (Anses) highlights that fét §eneration cephalosporins, resistance levelédid
increased between young and adult cattle (Anses})2MHousing and dietary changes such as
weaning are factors influencing the compositiorgof microbiota and the level of resistance in
commensakE. coli (Berge et al., 2005; Hoyle et al., 2004; Khachatrgtal., 2004). The fact that
young animals are more frequently exposed to aatohials for medication or growth promotion
and that current practice of feeding includes wastk containing antimicrobials residues could
also explain a higher prevalence of resistanceemwganed calves (Berge et al., 2006; Hoyle et
al., 2004; Langford et al., 2003; Pereira et &114). For fluoroquinolones, some studies estimated
that the resistance level Bf coli between 10 and 25% in veal calves, when resistanokler
cattle is not well documented (Anses, 2014; EFSA,02 Hordijk et al., 2012).

The aim of our study was to assess the impactwarabdosages of marbofloxacin, administered
on young bulls and veal calves on the total codirErderobacteriaceaén gut flora and on the

emergence of clinically resistaBhterobacteriaceae

6.4 Material and methods

6.4.1 Experiment on young bulls (YB)

6.4.1.1 Animals and antimicrobial treatments

Forty-eight ruminant young bulls (YBs) aged betw&eand 10 months with an average body
weight of 299 kg were recruited at their entry ikcd@nmercial fattening units (farms A to E).
History of previous antibiotic treatments before fheriod of experiment was not known. When
entering the fattening unit (five to ten days beftire start of the experiment) (d-5 to d-10), YBs
from farms A, B, C received a single antibactan&damuscular injection of 2.5 mg/kg tildipirosin
(Zuprevo MSD, France), while YBs from farms C, D,dil not receive any antimicrobial
treatment. In each fattening unit, YBs randomlyestdd for the study were issued from barns of

8 to 10 animals, and allocated to one of the twattnent groups. At day 0, YBs from the group

145



Chapitre 6 - Evaluation de I'impact de deux dosefubroquinolone sur la sélection de bactériestastes dans la flore intestinale commensale
du veau et du jeune bovin.

LOW (n=14) were administered a single intramusculaedtpn of 2mg/kg marbofloxacin
(Marbocyl®, Vétoquinol, France), and YBs from th@gp HIGH (n=14) were administered a
single intramuscular injection of 10 mg/kg marb&#oin (Forcyl®, Vétoquinol, France). To
constitute a control group, we also included uné@&'Bs belonging to the same barn of origin of
the treated YBs. The control group was finally d¢danged with untreated YBs congeners to YBs
from HIGH group (n=10) and from LOW group (n=10¢¢stable 1).

Tableau 6-1: Descriptive table of the number of YBs sampled from day [-10;-3] to day 40 during the first
experimentation according to their treatment.

Treatment

D [-10;-3] DO D3 D7 D10 D21 D40
group
LOW 14 14 14 14 14 13 14
Treated YBs
HIGH 13 14 14 13 13 12 14
Untreated LOW 10 4 8 10 8 10 10
congeners YBs HIGH 10 6 9 9 10 10 10

6.4.1.2 Faecal sampling and bacteriology

Faeces were collected from each YB, by digital malaition or immediately after spontaneous
defecation, before treatment at days [-10 ; -3]@rahd after treatment at days 1, 3, 7, 10, 20 an
40. Two g of faeces from each animal and 18 mepitpne water, with 30% glycerol, were placed
in a BagFilter filter bag (Interscience, St. Nomaikce). In the filter bag, the sample was blended,
homogenized, and filtered using a BagMixer paddimder (Interscience, St. Nom, France). 3
aliquots of 2 ml each were then stored at -80°Goreeanalysis. For analysis, tenfold serial
dilutions of the filtrate were prepared, and 100samples of the dilutions were spread on
MacConkey agar using a spiral plater (InterscieteNom, France). In order to select strains
with decreased susceptibility or resistant to mioacin, fecal samples were also plated on
MacConkey agar containing 0.12 andug/mL of marbofloxacin respectively. Colonies were

counted after 24 hours incubation at 37T6e lowest level of detection was 200 CFU/g faeces.

6.4.2 Experiment on veal calves (VC)

6.4.2.1 Animals and antimicrobial treatments

Thirty-two dairy calves were selected at birth aeared until to 2-3 weeks of ageeight range

from 47 to 75 kg) in French experimental units (WRDomaine de Borculo, Exmes, France)
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Calves were colostrum deprived after birth andvgith milk powder and colostrum substitute
(CER Marloie, Belgium) from day 2 to day 7 of age previously described (Riffault et al., 2010).
Calves were given a daily intramuscular dose ofglkan cefquinome (Cobactan, MSD, France)
from birth to 7 days. At three weeks of age, calwese then transported and allocated to specific
experimental units in collective pens of 3 to 4naalis with free access to hay and fresh water
(experimental units of Toulouse, France). They wedead libitum with starter food (Passio Floc
Junior, SudOuestAliments, Anan, France) and ondayawith a milk replacer (Laitine Tech®,
Bonilait-protéines, Chasseuneuil du Poitou, Franthgy remained fully healthy during the 10
days-period before experiment. On day 0, calves fitte group.OW were administered a single
intramuscular injection of 2mg/kg marbofloxacin (Macyl®, Vétoquinol, France), and calves
from the groupHIGH were administered a single intramuscular injectmin 10 mg/kg
marbofloxacin (Forcyl®, Vétoquinol, France). A nteated group of 5 calves served as control
(seetable 2).

Tableau 6-2: Descriptive table of the number of calves sampled from day -4 to day 5 during the second
experimentation according to their treatment.

Treatment
group

D-4 D-3 D-1 DO D1 D2 D4 D5

Control 0 5 4 5 5 5 0 3
LOW 8 6 9 14 13 7 9 6
HIGH 9 3 9 12 12 3 9 3

6.4.2.2 Faecal sampling and bacteriology

In the LOW group, feces were sampled on each cHiirb treatment at days -3, 0, and after
treatment at days 1, 2 and 5. In the HIGH groupedenvere sampled before treatment at days -4,
0, and after treatment at days 1 and 4. Fecal ssmydre then treated as described above before
experiment. For bacteriology, the count of total a@sistanEnterobacteriaceaeas determined

by plating dilutions of faecal samples on Mac Conkagar plates without antibiotics,
supplemented with 3gg/mL of nalidixic acid, or supplemented withug/mL of ciprofloxacin.

The lowest level of detection was 200 CFU/g faeces.

6.4.3 Statistical analysis

Average counts of total and resist&mntterobacteriaceasvere firstly analysed using a repeated
measure ANOVA, considering the effect of time amdug. When a significant interaction

between time and group was observed, a Kruskali$\talit was used to compare treatment groups
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on each sample day. Statistical analysis were padd with the software SAS (SAS version 9.1

Inst. Inc., Cary, NC).

6.5 RESULTS

6.5.1 Experiment YB

6.5.1.1 Bacterial counts

Average counts of total and resist&mterobacteriaceaare given in figure 1. Before treatment,
total Enterobacteriaceaeounts were similar in the three groups. At D3aasient decrease in
total Enterobacteriaceaeount was observed in the HIGH and LOW groupss Dacrease was
higher in group HIGH (- 2 log) than in group LOW (-1 log). Significant differences were
observed at D3 between the control groups andatbdreated groups, and between group LOW
and group HIGH (p<0.0001). TotBlnterobacteriaceaeount returned to baseline at D7 in both
groups. Average counts dEnterobacteriaceaenith decreased susceptibility or resistant to

marbofloxacin remained under or close to our linfidetection from DO to day 40 in each groups.

6.5.1.2 Numbers of animals harboring resistant strains befce and after treatment

Before treatmentnterobacteriaceawith low level of resistance to marbofloxacin weetected
in 1 out of 14 YBs in LOW group, and none in HIGKgp. In Control groudnterobacteriaceae

with high level of resistance to marbofloxacin wdetected in 1 out of 20 YBs.

After treatment, bacteria with decreased suscéipyilbdo marbofloxacin were isolated from D10
to D21 in one YB of H group, and from D3 to D40two YBs of L group. Bacteria with high
level resistance to marbofloxacin were isolatedhfid7 to D40 in one YB from HIGH group and
none in the low group. In Control group, coliformih high level of resistance to marbofloxacin
were detected in 2 out of 20 YBs. The YB harborniegistant strains at DO was also presenting
resistant strain after DO. Resist&friterobacteriaceaavere isolated in only two samples of the
two other YBs, at D10 and D40 (see table 3).
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Tableau 6-3 : Distribution of counts of decreased susceptibility enterobacteriaceae over time from day [-10;-3] to
day 40, isolated in the faeces of 4 YBs treated and 4 congeners YBs untreated. Treatments with 2 (LOW) or 10
(HIGH) mg/kg marbofloxacin were administered on DO, after faeces sampling.

Curative
Fat’:t:]r;ting N° Animal Metaphylaxis t:;uarative treatment  Enterobacteriaceae resistant to 0.12 pg/mL marbofloxacin (log10 CFU/g) Enterobacteriaceae resistant to 4 pg/mL marbofloxacin (log10 CFU/g)
group

D[-10;-3] DO D3 D7 D10 D21 D40 D[-10;-3] DO D3 D7 D10 D21 0.00
D 111 Y Y LOW <200 <200 4.99 4.51 5.62 4.62 4.61 <200 <200 <200 <200 <200 <200 <200
E 160 Y Y Low 4.68 <200 <200 4.94 2.78 <200 2.48 <200 <200 <200 <200 <200 <200 <200
D 124 Y Y HIGH <200 <200 <200 <200 3.20 3.72 2.30 <200 <200 <200 <200 <200 <200 <200
D 135 Y Y HIGH <200 <200 3.04 5.53 5.88 5.23 3.78 <200 <200 <200 5.53 5.80 5.30 3.76
C 87 N N LowW 4.99 - <200 4.99 <200 <200 4.99 4.99 - <200 4.99 <200 4.99 <200
A 21 Y N LowW <200 - <200 <200 <200 <200 <200 <200 - <200 <200 4.99 <200 <200
9 103 N N HIGH <200 <200 <200 <200 <200 4.99 <200 <200 <200 <200 <200 <200 <200 <200
D 112 Y N HIGH <200 2.90 <200 <200 <200 <200 4.99 <200 - <200 <200 <200 <200 <200

6.5.2 Experiment VC

6.5.2.1 Bacterial counts and proportion of resistant bacteia

Average counts of total and resist&mterobacteriaceaare given in figure 2Administration of

10 mg/kg marbofloxacin led to a slight decreast@average total countsiBhterobacteriaceae

At D2, we observed a 1 lagdecrease in HIGH group, whereas we didn’t obsardecrease in
the LOW group. In the two treated groups, no sigaift difference in the total counts of
Enterobacteriaceaevas observed over time. Administration of 2 mgfgrbofloxacin did not
affect the number of nalidixic resistaBhterobacteriaceaewhich remained stable during the
study period. Administration of 10 mg/kg marboflokaled to a slight decrease in the number of
nalidixic resistanEnterobacteriaceaat D1, without significant difference comparedtte counts
obtained before treatment or after D2 (p=0.29). fitm@ber of ciprofloxacin resistant isolates were
significantly lower before treatment in each graugmsnpared to the number of suceptible isolates
and nalidixic resistant isolates. The number ofraflpxacin resistant isolates increased
significantly from DO to D5 in the two treated gpsuover time (p=0.0008). In Control group, a
significant increase of two lagof the average number of ciprofloxacin resistaaotates was also
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observed. At D5, only 3 out of 5 calves were caddan Control group, because one calf of the

group died between D3 and D5, and one calf couldasampled.

Administration of marbofloxacin exerted a selectipeessure on ciprofloxacin resistant
Enterobacteriaceaen two days after treatment, whatever the reginaeiministered. The
percentage of resistaBhterobacteriaceamcreased from 75 and 74% before treatment tan@9 a
98% in groups HIGH and LOW at D2, respectivelyD&, this percentage was decreased in LOW
group (82%) but not in the HIGH group (98%). Resalte presented in figure 3.

6.5.2.2 Numbers of animals harboring resistant strains befee and after treatment
Before treatment, all the calves from the threaugsopresented nalidixic acid and ciprofloxacin

resistantEnterobacteriaceaé their faeces. At D4 and D5 after treatment,ilsinresults were
observed in the three groups.
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Figure 6-1: log counts of total (A), 0.12 (B) and 4 pg/mL (C) marbofloxacin-resistant Enterobacteriaceae in fecal
young bulls samples treated with 0, 2 mg/kg or 10 mg/kg of IM marbofloxacin on day 0.
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Figure 6-3: Proportions of 32 ug/ml nalidixic acid - resistant enterobaceriaceae (A) and 2 pg/ml of ciprofloxacin
resistant enterobaceriaceae (B) in the faeces of calves untreated or treated with 2 or 10 mg/kg marbofloxacin as
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6.6 Discussion

Strong differences in the initial prevalence ofofloquinolones resistant bacteria were observed
between the two animal populations studied. All pne-ruminant calves but none of the young
bulls sampled were found carrying resistanterobacteriaceam their faeces. In a previous study
conducted in our laboratory (unpublished data) wétlves from various origins in France, we also
observed such high level of quinolone resistanammmensaEscherichia coli Several studies
also reported that pre-weaned calves harbored pteutesistank. coliin gut flora (Berge et al.,
2006; Hoyle et al., 2004; Khachatryan et al., 20Pdreira et al., 2014; Thames et al., 2012).
Specifically for fluoroquinolones, some studiesagpesistance levels &. coli between 10 and

25 percent in Europe (Hordijk et al., 20I2)e high resistance prevalence observed in ouystud
could be associated to the fact that calves weatdd after birth with antimicrobials. Many studies
conducted in calves reported that direct antimigialse exerts a selective pressure on commensal
bacteria. However, some other factors may influeheepresence of resistant gut flora bacteria
(Berge et al., 2005; Berge et al., 2006). Sevdtaliss assessed the impact of use of discarded
milk containing antimicrobials residues for calvdéseding, and pointed out the potential of
selection pressure of such practices (Aust et2812; Pereira et al., 2014). Furthermore,
Khachatryan et al.(Khachatryan et al., 2004) shoaredhverse relationship between the age of
animals and the prevalence of fecal resiskantoli. In a field study conducted with adult dairy
cows, Mannet al. (Mann et al., 2011) reported a low prevaéentE.coli strains resistant to
different antimicrobial families. Results of seVestudies, aggregated in a review, stress that the
proportion of resistart. coliisolated from dairy cows differs with the antinabral family; as an
example, resistance to tetracycline was found tedog common, whereas resistance to ceftiofur
was less frequent. A study conducted in Canadiedidés reported a low prevalencelncoli at

the arrival in the fattening units (Checkley et &010). Taken together, all these results are
consistent with those observed in our study, shgwlifferences between calves and YBs in the

initial level of bacterial resistance.

The results of the experimentC demonstrated that administration of a single dote
fluoroquinolone exerted a slight selection pressurEnterobacteriaceaeA higher proportion of
guinolone resistariEnterobacteriaceam the faeces sampled was observed one day iefétntent
whatever the regimen. These higher proportions weaely associated to a decrease in the
number of susceptibEEnterobacteriaceae treated calves. We observed that a treatmeht1/i
mg/kg of marbofloxacin induced a transient decreasthe count of total and nalidixic acid

resistantt. coli between DO and D2. Total count of ciprofloxacisiseantEnterobacteriaceae
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slightly increased (+1lag) between DO and D5, whatever treatment regimemeder, at D5, the
count of quinolone sensitiiénterobacteriaceaeeturned to its baseline, showing that treatment
did not amplify the number of resistefmterobacteriaceaeSeveral studies stressed the selective
pressure effects of treatments with fluoroquinotooe commensal bacteria, which was consistent
with the results of our study (Wiuff et al., 2008)ne study reported that a threefold increase in
fluoroquinolones dose did not lead to measuralferénces in the probability of selection of
resistant bacteria in the human gut flora (Fantimle 2009). However, a positive correlation
between the antimicrobial dose and the resistactieba proportion has been reported in some
studies. In an experiment conducted in piglets,yéguet al.(Nguyen et al., 2012) observed that
the higher was the ciprofloxacin dose administefe® or 15 mg/kg), the higher was the
proportion of resistarEnterobacteriaceaeSimilar results were observed Bnterobacteriaceae

in an experimental model using rats treated witfedint doses of cefquinome (Vasseur et al.,
2014). Subinhibitory concentrations of antibiotaan also raise selection of resistance, as it has
been proved with ciprofloxacin at concentrationsdothan MIC in the gut of human volunteers
(Fantin et al., 2009). In a study on calves fedhwmilk containing residues of penicillin, resistanc

in commensal bacteria increased as the peniciisedn milk increased (Langford et al., 2003).
Even if the correlation between a decrease of acrtnial dosage and a decrease in the resistant
bacteria proportion is still not clear, it might $igeculated that a decrease in antimicrobial amount
given in animals would limit possible negative imafgaon both commensal and environmental

floras.

As observed in the experimeviC, we observed in the experimerB that a treatment with 2 or
10 mg/kg decreased the total numberEofterobacteriaceaen the 3 days after treatment.
Marbofloxacin treatment exerted a very low selecpvessure on resistdfmterobacteriaceadn

the groups LOW and HIGH, 2 out of 14 YBs harbofedterobacteriaceaavith decreased
susceptibility to marbofloxacin. Only one YB frorhet High group harbored marbofloxacin
resistanEnterobacteriaceaéds observed in the experiment, resistanEnterobacteriaceadid

not colonize the gut when present, and sendiisgterobacteriaceaftora was restored in 7 days.
As the number of YBs harboring resistant strairfefeetreatment was very low, it is probable that
marbofloxacin did not allow to select such straiMoreover no emergence of resistance in

Enterobacteriaceawas detected over time.

In one YB of the treated group and two YBs of thetreated group harboring resistant
Enterobacteriaceabefore or at DO, we observed that isolation ofstaat strains after DO was

not systematically repeated. Hence, it is posghdéour methods of sampling and analysis led to
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underestimate the presence of resistant straingetAzr, our method was pretty similar with those
observed in several studies assessing the impattmhicrobials on commensal floras in cattle
(Lowrance et al., 2007; Mann et al., 2011). Restss&rains oEnterobacteriaceagvere isolated
after DO in 2 untreated YBs in which resist&tterobacteriaceaavere not present in faeces
before DO. Here again, it is possible that our roétbf isolation of resistariEinterobacteriaceae
partially failed to isolate such bacteria. Howewis observation also suggests that resistant
strains have been transmitted between treated atrdated YBs. To further investigate this

hypothesis, strain typing will be necessary.

Enterobacteriaceaavere chosen as the indicator commensal organisthisnstudy as it is a
frequent carcass contaminant at slaughter (Ramals 2013) and constitutes a potential reservoir
of resistance genes that might be transferred foimals to humans (Aarestrup and Wegener,
1999; Bywater, 2004; Madec et al., 2012; Wooldridf#12). The concentrations of 32 pg/mL of
nalidixic acid or 0.12 pg/mL of marbofloxacin andu@/mL of ciprofloxacin or 4 pg/mL of
marbofloxacin were retained to isold&aterobacteriaceaaith low and high level resistance to
fluoroquinolones, respectively. These concentrati@me commonly used to perform such
experiments (Andraud et al., 2011; Meunier et 2004; Pellet et al., 2006). As an example, a
trimodal distribution was observed fir coli marbofloxacin MIC in a previous study conducted

with mastitis. coli pathogens (Kroemer et al., 2012).

In conclusion, our results suggest that a unigegttnent with 2 or 10 mg/kg marbofloxacin exerts
a low selective pressure on commertSakrobacteriaceag Ruminants. Basal level of resistance
to fluoroquinolone differed strongly between cobpdepending on the age of the animals. Such
findings highlight that protocols using short agtffuoroquinolones antimicrobials and decreased
dosages may limit selection of resistant bactevesibly transferred to humans. Nevertheless, the
possible impact of fluoroquinolones on environmeracteria, after their shedding in the

environment, might encourage their prudent use.
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perspectives de recherche, implications

161



Chapitre 7 — Discussion générale

7.1 Rappel des objectifs

L’objectif général de nos recherches consistaitaduer les possibilités de réduction des quantités
d’antibiotique utilisées pour le traitement desrtmtmopneumonies infectieuses bovines (BPI). Le
rationnel de cette approche repose sur des dosoiggifiques issues de la littérature disponible
en antibiothérapie humaine et vétérinaire, quiqodnt que les antibiotiques de la famille des
fluoroquinolones ont une activité augmentée engmés d’inocula bactériens de petites tailles. Ce
phénomene a comme corollaire que les doses d'atitjbes efficaces (c.-a-d. assurant une
guérison clinique et bactériologique) sont plublts lorsque la charge bactérienne d’un individu
infecté est faible, par rapport aux doses efficdoesjue cette méme charge bactérienne est plus
importante. Nous avons réalisé des études de lalreraprécédant une étude en conditions de
terrain, qui visaient a confirmer cette option da&luction de dose dans des conditions
standardisées. Ces études de laboratoire ont bramigpde valider notre hypothése de réduction
de la dose de marbofloxacine efficace face a uauilbon bactérien de petite taille. La dose de
marbofloxacine utilisée lors de I'évaluation en dibions de terrain a été fixée par une anaigse
vitro, et l'activité sur deux modeles animaux de pneumarhez la souris et dans I'espéce cible
avec un pathogéne couramment isolé comme agenPHévB haemolytica L'efficacité d’'une
dose réduite de marbofloxacine administrée en délinfiection bactérienne sur les guérisons
clinique, bactériologique et sur lintensité dessidds pulmonaires a ainsi été vérifiée
expérimentalement. Finalement, I'étude de terramndaite sur des jeunes bovins a
'engraissement a permis de confirmer la faisabilite la mise en place d’'un protocole
thérapeutique associant détection précoce des ieslebpiratoires et traitement avec une dose
réduite. La quantité globale d’antibiotique utibsa été mesurée a I'échelle des lots d’animaux
inclus dans 'étude. La recherche d’entérobactéésistantes aux fluoroquinolones a été conduite
sur des prélevements de matiere fécale, colleatéles bovins ayant recu de la marbofloxacine

au cours des études expérimentales.
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7.2 Principaux résultats

7.2.1 Preuve expérimentale de la possibilité de réduction de dose antibiotique nécessaire la
guérison d’infections respiratoires dues a des Pasteurellaceae

7.2.1.1 Réduction de la dose efficace en fonction du pathogéne ciblé

L’activité de la marbofloxacine a été évalugeitro chezMannheimia haemolyticatPasteurella
multocida deux especes bactériennes de la famillePdesteurellaceaet agents étiologiques des
BPI. La marbofloxacine avait des CMI similaires ptes souches testées. Aprés incubation de
Mannheimia haemolyticau Pasteurella multocidaDes inocula de OCFU/mL ont été incubés
pendant 24h avec des concentrations différentesadieofloxacine (0 a 32x CMI). Une réduction
de 3logo de I'inoculum initial a été obtenue a 16x CMI pdasteurella multocidat 2x CMI
pourMannheimia haemolytica

L’activité de la marbofloxacine a été tesi@erivo dans un modele murin d’infection pulmonaire
réalisé par inoculation intratrachéale dé W@ités Formant Colonie (UFC) des deux souches de
Mannheimia haemolyticaou de Pasteurella multocidalLes souris ont été traitées 3h post-
challenge par une administration intrapéritonéaligue de marbofloxacine a différentes doses.
Aprés 48h, les souris ont été euthanasiées ethg@s bactériennes pulmonaires quantifiées.
Chez les souris non traitées, 15% et 100% de nitértaht été observés dans les groupes
Mannheimia haemolyticat Pasteurella multocidaprés 48h et une absence de réduction de
'inoculum initial a été observée chez les animaiwants du group&lannheimia haemolyticd.a
marbofloxacine a 40 mg/kg a provoqué un taux deisute 100% dans les deux groupes et une
réduction d’un facteur mille (-3lag) de I'inoculum initial chez 100% des souris damgtoupe
Mannheimia haemolytica 40% dans le groupRasteurella multociddJne efficacité supérieure

a celle obtenue a 40 mg/kg dans le groBpsteurella multocida été observée dans le groupe

Mannheimia haemolyticavecune dose de 5 mg/kg.

Ces résultats suggerent qu’indépendamment de la d&Mlantibiotique, la nature de l'agent
étiologique, Mannheimia haemolyticaou Pasteurella multocida pourrait étre un facteur

déterminant de l'efficacité d’'un traitement avee dluoroquinolone.
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7.2.1.2 Reéduction de la dose efficace en fonction de la llaide I'inoculum et de la précocité du
traitement

e Fvaluation in vitro

L’activité de la marbofloxacine a été évaliuggitro apres incubation ddannheimia haemolytica
ou Pasteurella multocida(1® et 1§ CFU/mL) pendant 24h avec des concentrations difftés
de marbofloxacine (0 a 32x CMI).

Pour M. haemolyticanous avons obtenu un effet bactéricide concéntratépendant. Pour le
faible inoculum de 10CFU/mL, la CMB (définie comme la plus petite comication produisant
une réduction de l'inoculum initial >3 log10) étdie 0,75x CMI. La marbofloxacine a éliminé
99,9% des bactéries en 0,5h avec des concentratipésieures a 2x CMI, en 2h avec 1x CMI et
en 4h avec 0,75x CMI. Pour le fort inoculum {TFU/mL), la marbofloxacine a éliminé 99,9%
des bactéries en 0,5h avec des concentratid®mCMI, en 1h a 2x CMI, et en 2h a 1x CMI. Ainsi,
guelle que soit la taille de I'inoculum initial, dminution de la taille de I'inoculum di!.

haemolyticaa été obtenue pour des concentrations de marlaailox proches.

PourP. multocida les résultats obtenus avec le faible inoculurhBfCFU/mL étaient similaires

a ceux observés avéd. haemolyticaLa CMB de la marbofloxacine était de 1x CMI, mésne
I'effet était plus lent que powl. haemolyticaélimination >3logo en 8h). La marbofloxacine a
eliminé 99,9% des bactéries en 0,5h, 1h et 2h descconcentrations de 8x, 4x et 2x CMI,
respectivement. Pour le fort inoculum dé OFU/mL, la CMB était- 8x CMI; la marbofloxacine

a éliminé 99,9% des bactéries en 1h avec une ctaten> 16x CMI, 2h a 8x CMI. A 4x CMI,
une bactéricidie transitoire a été observée penl@an8 premieres heures mais une croissance
bactérienne a été observée a 24h. Ainsi &asteurella multocidala diminution de la taille de
linoculum a été obtenue pour des concentrationsndebofloxacine plus élevées pour le fort

inoculum que pour le faible inoculum.

Ces résultats indiquent que la difféerence d’adidi la marbofloxacine face a des gros inocula de
Mannheimia haemolyticaet Pasteurella multocidaobservée précédemment se manifeste
également par une différence en termes d’effetllume : il est absent dans le cash@nnheimia
haemolyticala marbofloxacine est aussi efficace contre urs gnoculum que contre un petit) et
présent dans le cas Basteurella multocidgla marbofloxacine est beaucoup plus efficacereont
un petit inoculum que contre un gros). Ainsi, sinl'reconnait que la dose de marbofloxacine

actuellement recommandée assure la guérison desBRirésence de charges bactériennes
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élevées, il est possible d’envisager une réduamia dose efficace de marbofloxacine pour le
traitement des BPI &1. haemolyticaet P. multocida lorsque les charges bactériennes sont de

faible taille.

« Evaluationin vivo

L’activité de la marbofloxacine a été évaluée emcfmn de la précocité du traitement au cours
d'un challenge expérimental d’infection pulmonaiieez le veau. Trente-deux veaux ont été
inoculés par voie intratrachéale avec 4XXDFU de Mannheimia haemolyticaAl, puis
successivement inclus dans quatre groupes apresugreentation supérieure a 1°C de leur
température rectale, correspondant a un groupedemion traité, et trois groupes traités avec de
la marbofloxacine en injection unique : un groupeervant 2 mg/kg 2h aprés inclusion, un groupe
recevant 2 mg/kg 38h apres inclusion, un groupeveat 10 mg/kg 38h apres inclusion.

L’évolution de la charge bactérienne pulmonairééaséivie par PCR quantitative en temps réel
sur des liquides de lavage broncho-alvéolaire (LBpgtgelevés avant inclusion, au temps de
traitement précoce et tardif et a I'autopsie (1B0-heures aprés inclusion). A l'autopsie, des

fragments de lobes pulmonaires ont également élévyas et une quantification Me haemolytica
a été effectuée par PCR quantitative.

La charge bactérienne a augmenté a chaque prélavsnueessif de LBA dans le groupe contrble,
confirmant le modele infectieux. Le traitement m@&e a 2mg/kg, lorsque la charge bactérienne
était a 10 copies ’ADN/mL de LBA, a permis d’éliminer aussficacement et plus rapidement
M. haemolyticadans le poumon que lors du traitement décalé defes a 10 mg/kg, lorsque la
charge infectieuse était en moyenne d&cipies d’ADN/mL de LBA. Les analyses tissulaires
ont permis de mettre en évidence une éliminatiodadeharge bactérienne avec une dose de

traitement réduite de 5 fois lors d’'une administraprécoce.

Ces résultats suggerent qu’une réduction de la desearbofloxacine pour le traitement des
infections bactériennesh. haemolyticgoeut étre envisagée, sous réserve d’interventiécope

qui assurerait la présence d’un inoculum bactéefaible taille.
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7.2.2 Preuve de I'intérét d’un protocole thérapeutique associant détection précoce et dose
antibiotique diminuée dans le traitement des BPI spontanées pour réduire la
consommation d’antibiotique a I'échelle d’un lot

Cent quatre-vingt-quinze Jeunes Bovins (JB), isku6 élevages et répartis dans des lots de 7 a
12 animaux ont été affectés de maniére aléataime @es groupes expérimentaux E2 et L10, sur
la base de la précocité ou non du traitement de (BBarly » ou « Late ») et de la dose de
marbofloxacine utilisée pour ce traitement (2 6urig/kg). Une antibiothérapie systématique, en
début d’étude, a été réalisée sur les animauxélevages sur les 6 recrutés Les JB ont été suivis
pendant 30 jours aprés leur mise en lot. Dans tepg E2, la température des JB était
continuellement suivie a I'aide de thermobolusaniminaux. Les JB présentant une température
ruminale >40.2°C pendant plus de 12h et présenemisignes Iégers de BPI étaient considérés
comme détectés précocement et traités avec 2meg/kgatbofloxacine. Dans le groupe L10, les
JB avec des signes modérés ou graves de BPI étaiesidlérés comme détectés tardivement et
traités avec 10 mg/kg de marbofloxacine. Les rexhioint été traitées selon les habitudes des
éleveurs. La quantité de chaque antibiotique étipsr kg de JB exposé a été calculée, puis
additionnée pour déterminer la quantité totale tibémtique utilisée. Le nombre de traitements de

premiére et seconde intention a été enregistré.

Le nombre moyen de doses journalieres de marbdaflogautilisées pour 1000 JB exposés (Tl
ubDmarbg €tait de 16 dans le groupe E2 et de 43 dansolgpgrL10. Le nombre moyen de doses
journaliéres de traitement d&2intention pour 1000 JB exposés (iBbtuia-fior) €tait de 25 dans le
groupe E2 et de 3 dans le groupe L10. Au totatpimbre moyen de doses journaliéres utilisées
pour 1000 JB exposés (Tbpota) Etait de 40 dans le groupe E2 et de 46 dansolgpgrL10. La
proportion d’animaux ayant recu des traitementspdEmiere et seconde intention était plus
importante (45 et 37%) dans le groupe E2 que dagsoupe L10 (25 et 7%). 97 et 100% des JB
traités dans les groupes E2 et L10 étaient guélésfin de I'étude. Dans les élevages ayant
implémenté une antibiothérapie systématique, lantiféa d’antibiotiques utilisée pour ce
traitement représentait 90% de la quantité totaetibiotiques utilisée.

Ces résultats suggerent que l'association d'uresystde détection précoce de maladie et de
I'utilisation d’une dose antibiotique diminuée papport a la dose actuellement recommandée
peut permettre de réduire la consommation globaetiiotique au niveau de I'élevage, sans

affecter I'efficacité du traitement. Cet effet seradépendant de la mise en place ou non d’une

stratégie d’antibiothérapie systématique en délamugaissement.
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7.2.3 Impact de la marbofloxacine sur les entérobactéries chez le veau et le jeune bovin

L'impact d’'une administration unique de deux dosks marbofloxacine sur la sélection
d’entérobactéries résistantes a été évalué. Qeahartt jeunes bovins (JB) et 32 veaux ont recu
une administration intramusculaire de 2 ou 10 mgl&gnarbofloxacine. Les féces des animaux
ont été collectées de maniere répétée avant et Bipjection d’antibiotique, durant 5 jours pour
les veaux et 40 jours pour les JB. La présenceté&’ebactéries de sensibilité diminuée et
résistantes aux fluoroquinolones a été recherclhéetfalement sur géloses Mac Conkey, en
absence ou en présence d’'une concentration fixdgibiatique (concentrations critiques définies
par le CA-SFM).

Avant le traitement, les dénombrements d’entéraes totales étaient similaires dans les

groupes contrble et traité de chaque catégorieogs Tous les veaux, mais seulement 4 JB
inclus dans I'expérimentation, étaient porteursntBeobactéries résistantes. Dans les 3 jours
suivant le traitement, une diminution modéréeatditoire du nombre d’entérobactéries totales a
été observée chez les veaux et les JB traitésleqaele soit la posologie. Le nombre

d’entérobactéries totales est revenu a son niveaoade 7 jours apres le traitement. Une faible
sélection de bactéries résistantes a été obseajuéts que soient le traitement ou la catégorie
d’animaux. Cing jours apreés le traitement, les xe&taient tous porteurs de bactéries résistantes
aux fluoroquinolones, mais leur proportion n’ayss augmenté de maniére significative au cours
du temps. Chez les JB, seul un animal traité av¥emd/kg de marbofloxacine était porteur

d’entérobactérie résistante a la marbofloxacingta J

Au final, ces résultats montrent qu’une injectionique de 2 ou 10 mg/kg de marbofloxacine a
exercé une faible sélection sur les entérobactéliada flore commensale de veaux et de jeunes
bovins. Ce phénoméne doit étre mis en perspectinae des caractéristiques du portage

d’entérobactéries résistantes aux fluoroquinolatzes les deux groupes de bovins.

7.3 Limites et perspectives de recherche

7.3.1 Impact d’'une dose diminuée sur la sélection de bactéries résistantes aux FQ

Dans nos différents travaux, nous avons montréadssipilité de réduction de la dose de
marbofloxacine utilisée lors d’'un traitement préede BPI. Les enjeux de santé publique font de
'évaluation de l'impact des traitements antibiogg sur la flore commensale une question

majeure (Oliver et al., 2011). Nos travaux ont mérque la marbofloxacine en dose unique
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exercgait une pression de sélection faible sur teérebactéries résistantes, pour les deux doses
testées. Ce résultat doit étre mis en relation Bgecaractéristiques du portage d’entérobactéries
résistantes aux fluoroquinolones dans les deuxpg®ue bovins étudiés, issus d’élevages

conventionnels. Le portage massif d’entérobactééssstantes aux fluoroquinolones chez des

veaux agés de 2-3 semaines pose guestion ; la étention d’entérobactéries résistantes aux

fluoroquinolones chez des JB de plus de 7 moiégalement & remarquer.

Dans la littérature, plusieurs études ont rapdanpgésence d’entérobactériésistantes excrétées
dans les féces de bovins préruminants (Khachattah, 2004; Berge et al., 2005; Pereira et al.,
2014). Le recrutement de trés jeunes veaux dame atide pourrait expliquer en partie la forte
excrétion de résistance que nous avons constaenoihbreux facteurs environnementaux
peuvent impacter la colonisation du tube diges# j@unes animaux par des souches
d’entérobactéries résistantes ainsi que le nivéexciktion fécale de ces souches. Par exemple,
des travaux ont montré que des veaux nouveau-méssaient des colonisations successives par
des souches résistantes, probablement a partie doarce environnementale, et qui étaient
propagées entre les veaux de la cohorte au couesrths (Hoyle et al., 2004). Il semble important,
dans un contexte de préservation de la santé mahlae comprendre et d’analyser les facteurs

expliquant les niveaux de portage d’entérobactéésistantes chez le veau.

L’évolution de la sensibilité aux antibiotiques destéries de la flore commensale peut étre suivie,
par des techniques microbiologique (évaluation@és$) (Belloc et al., 2005; Mann et al., 2011)
ou de biologie moléculaire (recherche de genessistance) (Damborg et al., 2012; Hansen et
al., 2012). Cette évaluation fait I'objet de traxale recherches, qui s'intéressent aux soit a des
bactéries indicatrices dont le suivi va donneriddiations sur la sensibilité de la flore, soikau
bactéries zoonotiques, ce qui peut rendre com(iilexteapolation des résultats. A ce jour, il existe
peu de données permettant d’apprécier des diffésematre schémas thérapeutiques au niveau de
la sensibilité des bactéries de la flore commen®#leff et al., 2003; Nguyen et al., 2012; Zaheer
et al., 2013). La relation entre les doses d’aotitpues et 'émergence de résistances bactériennes
dans les flores commensales n’est pas univoqumergence de résistances a été observée au sein
de flores pharyngées et intestinales de volontaaess traités avec de la ciprofloxacine, quel que
soit la dose utilisée (Fantin et al., 2009). Ches gorcs traités avec de I'enrofloxacine, des
variations de doses d’un facteur 2 n’ont pas pedaidiminuer la sélection de bactéries coliformes
du tube digestif (Wiuff et al., 2003). Par conitea été montré également chez le porc, qu’'une
dose de ciprofloxacine diminuée d'un facteur 10ithwh I'amplification d’entérobactéries
résistantes au sein du microbiote intestinal (Ngusteal., 2012). Des résultats similaires ont été
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observés par Vasseur et al. avec deux doses deirafoe (facteur 10), dans un modéle rongeur
d’infection aKlebsiella pneumonia@/asseur et al., 2014). Au-dela du niveau de desdurée

de traitement et la demi-vie d’élimination des hiatiques semble influer sur la sélection de
bactéries résistantes. L'intérét d’une réductiorteinps de traitement a été démontré (Zhao and
Drlica, 2001). Par exemple, I'utilisation chez lfant de I'azithromycine, un macrolide & demi-vie
d’élimination longue, exerce une pression de sé@legilus importante sur les bactéries de la flore

oro-pharyngée qu’'un macrolide éliminé plus rapidentEastner and Guggenbichler, 2001).

Lors de nos recherches, nous n’avons pas mesomgalit d’'un traitement avec une dose répétéee
de marbofloxacine, correspondant a la posologgedarpremier enregistrement de Marbocyl® (2
mg/kg, 3 a 5 jours). Il est possible qu’une telienanistration répétée ait pu exercer une pression
de sélection plus forte qu’'une administration ueigBour répondre a cette question, I'étude de
impact de cette posologie pourrait étre condugie,suivant une meéthodologie similaire a celle
utilisée dans nos travaux. D’autre part, nous awdiisé la marbofloxacine pour la mise en
évidence de la possibilité de réduction de la dosbiotique utilisée dans le traitement des
maladies respiratoires. Une réduction de la dosaedautre famille antibiotique, envisagée des
conditions d’utilisation similaires (interventiomgzoce, inoculum bactérien faible) pourrait étre

associée a un gain majeur pour limiter la séledmbactéries résistantes.

7.3.2 Facteurs influencant 'efficacité du protocole antibiotique a dose réduite

Au cours de I'étude de terrain, nous avons obsguela proportion de traitements curatifs était
augmentée dans les groupes détectés précocemaappart aux groupes détectés tardivement.
Nous avons également observé une augmentatiorckhless&thérapeutiques, attestés par le recours
plus important aux traitements de seconde intentians les groupes a traitement précoce.
L’augmentation de ces échecs souleve la questida gecision d’'un protocole thérapeutique
associant détection précoce et dose diminuée, euti ¢ décomposer en deux sous-guestions
étroitement liées: I'identification précise de l&ay étiologique, et le moment de déclenchement
du traitement. L’influence de la taille de I'inocah bactérien sur I'activité bactéricide de la
marbofloxacine a été montrée dans plusieurs éindaso etin vivo. Toutefois, dans chacune de
ces études, I'espece bactérienne et la tailleigigclilum étaient connues, ce qui n’était pas le cas
dans notre derniere étude. Bien que les bactédras garticulier les Pasteurelles soient des agents
frequemment identifiés dans les BPI en France gfaisal., 2009), Amérique du Nord (Rice et al.,
2007; Confer, 2009; Fulton, 2009) et Australie (&kset al., 2003), des virus sont également
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souvent isolés, et peuvent étre responsables deaBl des signes cliniques proches de ceux
observés lors de BPI bactériennes. Ainsi, notrdnau de détection ne permet pas de déterminer
I'origine du pathogene, car I'hyperthermie et lgges cliniques observés sur les animaux inclus
ne sont pas pathognomiques d'infection respiratbaetérienne (Timsit et al., 2011). Il est
possible que certains animaux traités n'aient pasemté pas d’infection bactérienne.

D’autre part, notre approche repose sur I'hypothygeel’intensité des signes cliniques est peu ou
prou corrélée avec la taille de la charge bactédeAlors que des travaux précédemment réalisés
sur les modeles de pneumonies chez les rongeustefidan et al., 2009 ; Ferran et al., 2009,
2011 ; Vasseur et al., 2014), ainsi que notre neodelpneumonie chez le veau, confirment cette
corrélation, il était impossible de renseignerddleé de I'inoculum au site infectieux dans les
conditions de I'étude de terrain. Il est donc polesjue le moment de déclenchement du traitement
avec la dose réduite ait éteé trop tardif. Dansasg kes JB traités étaient bien porteurs de bastéri
mais le stade plus avancé de l'infection ne pemitegias d’utiliser une dose diminuée de

marbofloxacine.

Le cas des traitements trop précoces rejoint latitn précédente, ou des agents viraux seraient
la cause des premiers symptdmes. Il est communéderis que les infections virales précédent
et préparent des surinfections bactériennes, miatdishtion en injection unique de la
marbofloxacine, qui présente une demi-vie d’élirtiora relativement rapide (Ismail and El-
Kattan, 2007), ne permet de conserver une acthattericide que pendant une fenétre de temps

relativement courte.

Dans les deux cas, lincertitude sur le moment éeeashchement du traitement est associée a
'absence d'outils permettant (i) d’identifier rdpiment les pathogénes (virus ou bactéries)
responsables d’infection respiratoire et (ii) d’léna la charge bactérienne au site infectieux. En
'absence de ces informations, nous avons défirsaul sur la base des informations observées
dans la deuxieme expérimentation et des donnékslirature, pour déclencher le traitement
précoce dans notre étude (élévation de la tempéraiminale au-dela de 40.2°C pendant plus de
12h consécutives confirmée par un examen clinig@ehaefer et al., 2007;Timsit et al., 2011).
Notre approche de type « boite noire » a tout deengermis de mettre en évidence la possibilité
de mise en place d'un traitement précoce avec ase diminuée. Plus la précision des conditions
d’utilisation des antibiotiques sera importantesgh dose d’antibiotique pourra étre adaptée, afin
d’éviter des expositions inutiles et de limitemiembre de rechutes. En ce sens, les recherches a
mener en priorité doivent viser la mise a dispositi’outils permettant d’identifier les pathogenes,

et l'identification de marqueurs d’infection préeog I'échelle individuelle.
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7.3.3 Réduction des quantités d’antibiotiques utilisées pour le traitement des BPI

7.3.3.1 Réduction de I'antibiothérapie systématique

Dans notre derniére étude, nous avons observéateinoménes conduisant a une augmentation
des quantités d’antibiotique utilisées. Premierdmarous avons démontré qu'au final
I'antibiothérapie systématique en début d’engrams® conduisait a une exposition accrue des
animaux aux antibiotiques. En effet I'antibiothéeapystématique a permis de limiter le nombre
de traitements curatifs, mais insuffisamment pamngenser le niveau d’exposition de 'ensemble
du groupe. De plus, l'antibiothérapie systématiqueoncerné des animaux qui n'auraient pas
nécessité de traitements. Au final, le rapport béa&ur risque de I'antibiothérapie systématique,
tel que défini pour la métaphylaxie dans les chagiintroductifs, se révele défavorable pour cette
pratique. Bien que notre étude n’ait été réaliage dpns un faible nombre d’élevages, il semble
important de confirmer ces résultats, et de doctendas situations ou le recours systématique
aux antibiotiques pourrait se révéler nécessdireglies ou il serait manifestement superflu. Une
étude des facteurs de risque d’apparitions de BRlevage pourrait étre menée, afin de dégager
des situations types d’'usage, mais aussi de détermavec les éleveurs les points de maitrise

permettant a terme et sous conditions de supplaagrratiques d’antibiothérapie systématique.

7.3.3.2 Reéduire les doses d’autres familles d’antibiotiques

Dans la partie expérimentale, nous nous sommedidésasur I'étude de l'efficacité de la
marbofloxacine. L'efficacité d’'une dose réduite derbofloxacine sur un faible inoculum
bactérien, dans les premiers stades d’évolutida dwladie a été observée. Compte tenu du mode
d’action des antibiotiques de la famille des fluprimolones, il est probable que les résultats
obtenus avec la marbofloxacine soient extrapolablésnsemble des fluoroquinolones pour les
germes étudiés. Certaines étudesitro ont également mis en évidence la présence d'wt eff
inoculum avec Pseudomonas aerugings&lebsiella pneumonige Escherichia coli ou
Staphylococcus aurewsir I'activité de la marbofloxacine ou de la cifwgacine (Mizunaga et

al., 2005;Ferran et al., 2009;Kesteman et al., Z8fi8an et al., 2011).

L’influence de la taille initiale de I'inoculum suiactivité antibactérienne a été rapportée avec
d’autre familles d’antibiotique, telles que les pdhnes, céphalosporines ou les carbapénemes
(Eagle, 1949;Mizunaga et al., 2005;Bulitta et 2009;Vasseur et al., 2014). Compte tenu de la

fréequence des usages d’autres familles pour ketnant des maladies respiratoires, il pourrait étre
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intéressant d’étudier la reproductibilité des réssl obtenus avec ces familles. En médecine
vétérinaire, les familles des pénicillines et dexcrolides pourraient étre prioritairement ciblées,

en raison des volumes utilisés et des caractaresigles molécules (Apley, 1997;Nickell and

White, 2010).

7.3.3.3 Réduire les doses de marbofloxacine dans le traitemt des maladies respiratoires bovines

Compte tenu de la forte implication des Pastewsalkns les BPI bovines (Fulton, 2009), nous
avons choisi d'étudier I'efficacité de la marbofé@ne sur un nombre limité de souchesPde
multocida et M. haemolytica Les souches choisies devaient représenter leshesues plus
communément rencontrées sur le terrain. En eftet@MI de 0.03 pg/mL était égale a la CMI
90% rapportée dans un suivi épidémiologique eurmogeoemer et al., 2012) ; d’autre part, le
sérotype Al deM. haemolyticaconstitue le sérotype le plus fréquemment isolésdaspece
bovine, et le plus pathogéne (Zecchinon et al.5Ri@e et al., 2007;Confer, 2009;Singh et al.,
2011). Compte tenu de la pharmacocinétique de taaflaxacine, il est probable que les résultats
observés soient reproductibles avec des pathogiaseemémes especes et de CMI plus élevée,

dans la mesure ou elles restent sensibles a liatitjbe.

Lors d’'une administration de 2 mg/kg de marboflomecles valeurs des pics de concentrations
(Cmax) et d’aires sous la courbe des concentra(ldbkC) mesurées chez des JB sains étaient
respectivement de 1.4 pg/mL et 12 pg.h/mL (Ismadl Bl-Kattan, 2007). Ainsi, pour une souche
deM. haemolyticade CMI égale 1 pug/mL, la dose de 2 mg/kg permetiratteindre des valeurs
de Cmax/CMI de 46 et dAUC/CMI de 400, qui sontdrla des valeurs seuils prédictives
d’efficacité communément admises pour les fluoroglanes (respectivement 10 et 125) (Forrest
et al., 1993;Craig, 1998;Toutain et al., 2002).

D’autres bactéries peuvent étre isolées commet algeBPI : des Gram -H(stophilus somni
Salmonellagscherichia coli, des Gram +Trueperella pyogenes (Arcanobacterium pyogenes))
et Mycoplasma bovisLes CMI 90% des bactéries Gram — sont équivadeatecelles des
pathogenes étudiés dans nos études (Anses, 20&4).donc probable qu’'une dose réduite de
marbofloxacine permettrait d’éliminer ces bactériess d’intervention sur un faible inoculum.

En cas d’intervention tardive, la présence d'uretefhoculum, décrit avec d’autres especes
bactériennes comnte. coli ou Klebsiella, ainsi que les résultats obtenus dans ndtfé &ude
expérimentale invite a la prudence. Une telle r@docne pourrait s’envisager qu’en ayant
documenté les effets de la marbofloxacine surd$pgees cibles, et en possession de moyens de

diagnostic de I'espece pathogéeReur les bactéries Gram +, I'activité de la marnxdkcine est
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décrite comme temps-dépendante (Spreng et al.,)1998st envisageable d’'ajuster la dose
antibiotique nécessaire en fonction de la CMI deddries, mais la posologie restera dans ce cas

contrainte par le temps de contact entre la maskafline et les pathogénes.

7.4 Implications en antibiothérapie vétérinaire

7.4.1 Les enjeux de la médecine vétérinaire de précision : réduire le nombre d’animaux exposés
inutilement aux antibiotiques ou surexposés

En médecine humaine, la médecine de précision Beitdéomme une forme de médecine
construite sur les informations relatives aux gemesux protéines du patient, ou encore a son
environnement afin d’étre plus prédictive en ideemit les prédispositions, d’affiner les
diagnostics et d’accroitre les chances de guérthorpatient, en augmentant par exemple
I'efficacité des traitements (Feero and GuttmacB6d,4;Peer, 2014). Un concept assez proche
existe au sein du monde agricole. L’'agriculturepdécision est un concept apparu a la fin du
XXéme siécle, qui consiste a optimiser les rendesnetes parcelles par rapport aux
investissements et aux impacts environnementaux pdgasques (McBratney et al., 2005).
L’agriculture de précision s’intéresse a la valigbidu milieu a travers des technologies
numeriques (cartographie satellite, systemes dadar climatiques et épidémiques), afin de
fournir aux agriculteurs des outils d’aides auxisiéas. Ces outils permettent par exemple de
limiter les quantités d’engrais ou de produits pkghitaires nécessaires aux cultures. L'élevage
de précision, quant a lui, se définit comme «Iisaikion de technologies permettant de suivre des
indicateurs physiologiques, comportementaux ourdeyzction sur les animaux pour améliorer
les stratégies de management du troupeau et liegrpances de I'élevage» (Bewley and Russell,
2010). Les données enregistrées par les captewsgrame les indicateurs sus-cités sont ensuite
stockées, analysées et mises en perspective paunirfa I'éleveur des aides a la décision. A ce
jour, 'analyse des variables étudiées en élevagge rincipalement a fournir aux éleveurs des
outils d’aides a la décision pour améliorer ledgrenances zootechniques des animaux (Allain et
al., 2014).

Le protocole de détection implémenté dans notreiéler étude se situe a la frontiere des concepts
d’élevage de précision et de médecine de précismnecours a un outil de monitoring individuel
d’une variable biologique associée a I'état deésdrt animaux a permis d’optimiser les quantités
d’antibiotiques utilisées par rapport a un objegéfpréservation de I'efficacité des antibiotiques.
En effet, la mise en place de la thérapeutique da@see sur I'analyse de la température ruminale

en continu ; elle s’est donc affranchie de I'impsé@mn de mesure inhérente a la subjectivité des
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observations qui auraient pu étre faites par Ié&levToutefois, les valeurs prédictives positive et
négative du critere de décision restent a détemmMes résultats, bien que produits avec des
effectifs réduits et dans un systéme spécifiguesgmtent un caractere innovant, et devraient ouvrir

la voie a de futures recherches dans ce domaine.

L’évaluation de l'intérét économique de telles ®tgies, pouvant dans le cadre de I'antibiothérapie
intégrer le colt de I'externalité lié a la sélentide bactéries résistantes, serait a coup sOr un

accélérateur de la mise en place de ces pratigquéleeage.

7.4.2 Roéle des pouvoirs publics dans le soutien a I'innovation en antibiothérapie vétérinaire

En médecine vétérinaire, les principales voiesndiration en terme d’antibiothérapie se sont
jusqu’ici portées sur I'optimisation de la galéregafin de simplifier I'administration et ainsi
ameliorer I'observance des traitements. Elles rdpoha un besoin des utilisateurs (De Briyne et
al.,, 2013). Par exemple, les formulations longuéoacdantibiotiques phénicolés ou de
macrolides utilisées dans le traitement des BRIgtindéveloppées pour faciliter 'observance du
traitement par I'éleveur, la contention des JB &savent difficile. Par ailleurs, les contraintes
lites a la commercialisation des denrées alima&stawnt orienté l'innovation vers des
médicaments a temps d’attente lait/viande les plusrts possibles (voire nul pour certains
antibiotiques). Ces innovations sont en phase dea@ttentes des prescripteurs, comme le
rapporte une enquéte européenne qui identifieciittad’administration et le temps d’attente lié
aux résidus pour les animaux de production commdatgeurs majeurs de choix des traitements
(De Briyne et al., 2013).

Aujourd’hui, les perspectives d’innovation, répontda un besoin collectif et prioritaire de
réduction de I'impact de I'antibiothérapie animale la santé publique sont de 2 types, tout en
étant fondées sur la méme approche qui consigtatarl au maximum l'impact de I'antibiotique
sur les flores commensales (et tout particulierdrzefiore digestive) de I'animal traité sans pour
autant réduire son efficacité curative sur I'infestbactérienne ciblée (Toutain et al., 2015). £lle
passent soit par la réduction des doses d’antijuies utilisés, comme nous I'avons étudi€, soit par
la découverte d'antibiotiques « verts » ou « edgl@gment responsables », signifiant que leur
impact sur 'ensemble des flores non pathogenesaes et environnementales est nul (Toutain
et al.,, 2015). Dans les deux cas, ces innovatiewsatent étre encouragées par des politiques
publiques qui assurent a la fois a I'industrie phareutique, aux praticiens vétérinaires et aux
éleveurs, une visibilité sur les potentiels crémedel recherche et une durabilité des pratiques en
cas de succes de développement (Laxminarayan, .2Q®4) pouvoirs publics pourraient
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encourager l'innovation en antibiologie a I'aideplasieurs leviers. Au niveau réglementaire, il
pourrait étre envisagé un statut particulier pas mmédicaments antibiotiques et toute autre
alternative limitant la sélection des bactériesstantes, avec I'objectif d’assurer une évaluation
prioritaire des dossiers de demande d’AMM, par gXeran prolongeant la protection des données
de 'AMM pour le médicament porteur de I'innovatid@ompte tenu du contexte de santé publique
et des durées incompressibles de développemenprddsits, les pouvoirs publics peuvent
également fournir aux industriels une visibilitér $iavenir de la molécule développée. Par
exemple, développer un antibiotique d’importance radtique avec le risque qu’il devienne
critique au moment de sa mise sur le marché essque difficile a assumer. Enfin, les évolutions
réglementaires devraient permettre d’encouragelegbrotéger les innovations faites avec des
molécules déja mises sur le marché. En parallés, attions incitatives peuvent encourager
linnovation. Par exemple, la mise en place degssét fonds dédiés financant les programmes de
R&D, remboursables en cas de succes a I'enregistredu produit en Europe. Cela permettrait
de partager le risque associé au développementadiivinfectieux d’'une nouvelle classe pour la
santé animale, entre la société dans son ensetibfelestriel. Par ailleurs, la multiplication des
bourses d’études pour les instituts de recherchbque Francais et Européens sur des projets de

recherche ou de développement en partenariat avegdtrie peut étre envisagée.

Au niveau mondial, les filieres de production ariesasont de fortes consommatrices
d’antibiotiques, utilisés soit pour un usage thétdjgue, soit comme facteur de croissance (Pagel
and Gautier, 2012). Ces usages génerent un risqusébbction de bactéries résistantes,
potentiellement transmissibles a 'homme. Les déemiéres décennies ont vu la problématique
de l'antibiorésistance en santé humaine et en samtéale évoluer du champ de I'expertise
scientifique au champ politique. Ainsi, les priraipx acteurs politiques internationaux se
mobilisent aujourd’hui pour encadrer la mise sunbeché et les usages des antibiotiques (Aidara-
Kane, 2012). Les nombreux mécanismes de sélectidisgmination des bactéries résistantes
aux antibiotiques, les enjeux économiques assaciésrs usages, et la forte hétérogénéité entre
les politiques publiques nationales concernantiteraur le marché et 'usage des antibiotiques,
rendent complexes d’'une part la quantificationidgue pour la santé publique associé a l'usage
des antibiotiques en médecine vétérinaire, et tBgoért la mise en place de mesures de gestion
du risque au niveau mondial. Une des actions paioes doit consister en la mesure des dommages

associés a l'usage des antibiotiques (LaxminarayahBrown, 2001). Comme ces dommages
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sont décalés dans le temps, un consensus d'exgeatéscitoyens doit étre recherché concernant
les hypotheéses de calcul, en particulier concertgatdux d’actualisation des dommages futurs
(Vagsholm and Hojgard, 2010). Simultanément, lésrd@nants de I'antibiorésistance se doivent
d’étre mieux investigués, en évaluant 'ensembls skeatégies de traitements possibles (e.g.
curatif vs préventif ; posologies optimisées ; gun antibiotique critique ou non). Ces diverses
connaissances demeurent nécessaires pour ecdgimise de décision publique. Les travaux d’'une
commission d’experts internationaux ont identis principaux points de maitrise pour lutter
contre I'antibiorésistance (Laxminarayan et al.120 Ceux-ci sont de plusieurs ordres : tout
d’abord, des partenariats mondiaux dans lesquet¥deideurs politiques, les universitaires, et les
professionnels de tous les secteurs collaboremedbiétre mis en place. lls doivent viser au
développement de nouveaux antibiotiques ou d'ateres aux antibiotiques, et de tests de
diagnostic rapides. Deuxiemement, et plus spéafigent dans le secteur des productions
animales, les usages inutiles d'antibiotiques diétre évités, afin de limiter la sélection de
résistances bactériennes en médecine vétérinairéa girésence de résidus actifs dans
'environnement. A ce titre, les organisations inaionales (Organisation Mondiale de la Sante,
Office International des Epizooties et Organisatd®s Nations unies pour I'Alimentation et
I’Agriculture) doivent fournir un cadre clair, d’'enpart définissant les usages préventifs et
curatifs, d’autre part définissant les modalités clalecte des données concernant les
consommations d’antibiotiques. Les différents gounements pourraient alors réviser les
législations existantes en conséquence. Troisiememes differentes parties prenantes
(organisations internationales, industrie pharmagee, agriculteurs, vétérinaires, universitaires,
société civile) doivent travailler ensemble pouwentifier et mettre en ceuvre des incitations pour
le développement de systemes de santé limitantaésdies dans les élevages d’animaux de rente.
De maniere opérationnelle, et compte tenu de la pbexité de la problématique de
I'antibiorésistance, tous les leviers permettantéthiire les usages des antibiotiques, qui ont été
abordées dans le chapitre 2 de ce travail de tldesayers I'exemple des politiques publiques
implémentées en France, doivent étre mobiliségeNtitide expérimentale illustre une possibilité
d’action sur le versant de l'optimisation de I'dndithérapie, qui considere les contraintes
pratiqgues et économiques des utilisateurs finallg. devrait contribuer a la conscientisation du
risque associé a l'usage des antibiotiques aum®pscripteurs et des utilisateurs, et poser des

bases pour rationaliser les stratégies de traiteamgibiotique en productions animales.
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Early treatment of bovine respiratory disease with

Résumé

L’'usage des antibiotiques en médecine vétérinaire peut
conduire a la sélection de bactéries résistantes,
potentiellement transmissibles a 'homme. Notre étude
consistait a évaluer en conditions de terrain I'efficacité
d’'un traitement précoce des bronchopneumonies
infectieuses (BPI) bovines avec une dose réduite de
marbofloxacine, ainsi que ses impacts sur la quantité
d’'antibiotiques consommée et sur la sélection de
bactéries résistantes de la flore commensale digestive.
Des approches contr6lées, in vitro et sur modele
animal (souris et veau), ont permis de valider I'efficacité
d’'une dose réduite et de déterminer ses conditions
d'utilisation. Pendant I'étude de terrain, les bovins
étaient équipés de dispositifs permettant de suivre
I'évolution de leur température ruminale, dont
'augmentation peut signer le début d'un épisode
infectieux. Par rapport a la dose de 10 mg/kg
recommandée par le fabricant, un unique traitement
précoce avec 2 mg/kg de marbofloxacine, avant
I'apparition des signes cliniques, permet de réduire la
consommation globale d’antibiotique a I'échelle du lot
d’animaux, malgré l'augmentation du nombre de
traitements administrés. Quelle que soit la dose,
impact de la marbofloxacine sur la sélection de
bactéries commensales s’est révélé limité chez le veau
et le jeune bovin. In fine, nos travaux mettent en
évidence a travers le cas des BPI, la possible réduction
de l'usage des antibiotiques en médecine bovine. Pour
ce faire, le développement d’'une médecine vétérinaire
de précision, associant outils de monitoring et de
diagnostic avec des protocoles médicamenteux
ajustés, devra étre encouragé.

Mots clés
Bovin, bronchopneumonie infectieuse,

fluoroquinolone, traitement précoce, dose réduite,
antibiorésistance, médecine de précision

a decreased marbofloxacin regimen

Abstract

The use of antibiotics in veterinary medicine may lead
to selection of resistant bacteria, potentially
transmissible to humans. Our study aimed at assessing
under field conditions the effectiveness of early
treatment of bovine respiratory disease (BRD) with a
reduced dose of marbofloxacin, and its impact on (i) the
amount of antibiotics consumed, and (ii) the selection
of resistant commensal bacteria in the digestive tract.
Preliminary experimental studies (in vitro and in animal
models - mice and calf) allowed to validate the
effectiveness of a reduced dose and to determine its
conditions of use. During the field study, cattle were
monitored using devices measuring their ruminal
temperature, which increase constitutes an early sign
of disease. In comparison with the administration of the
10 mg/kg dose recommended by the manufacturer, a
unique early treatment with2 mg/kg marbofloxacin,
before the onset of clinical signs, did reduce overall
antibiotic consumption at the batch or farm level,
despite an increase in the number of administered
treatments. Whatever the dose, the impact of
marbofloxacin on selecting commensal bacteria proved
limited in calves and young cattle. Finally, our work
highlights through the case of BRD, the possible
reduction of the use of antibiotics in bovine medicine.
To achieve this, the development of a veterinary
precision medicine, combining monitoring and
diagnosis tools with adjusted medication protocols,

should be encouraged.
Key Words
Cattle, bovine respiratory disease, fluoroquinolone,

early treatment, decreased regimen, antimicrobial
resistance, precision medicine



