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INTRODUCTION GENERALE

Les staphylocoques, cocci a coloration de Gramtipesisont des bactéries commensales de
la peau et des muqueuses de I'homme. lls peuvenéefoim devenir des pathogenes
opportunistes responsables d’infections suppumatsgperficielles cutanéo-muqueuses ou
d’infections invasives et profondes plus ou moiggéses.Staphylococcus aureusccupe
encore aujourd’hui une place importante en patheldgimaine, de part son caractere
ubiquitaire, sa virulence élevée et sa résistangeaatibiotiques usuels. Les sites réservoirs
essentiels d8. aureushez ’lhomme sont les fosses nasales antérieutes ebnes humides
de la peau. La prévalence du portage nasal permaseainsi comprise dans la population
générale entre 20 et 25 % tandis que la colonisadtamsitoire par cette bactérie affecte au
moins 60 % de la population restarfiel6). S. aureusest aussi bien impliqué dans des
infections de type communautaire que nosocom@&iéon I'enquéte nationale de prévalence
des infections nosocomiales 2006 publiée par ItimsNational de Veille Sanitaire (INVS),

S. aureugtait le deuxieme germe (18,9%dlé des infections nosocomiales en France, juste
aprésEscherichia col(24,7%).

Au cours de ce travail de thése, nous nous somniésssés a deux types d’infections
profondes &S. aureus I'endophtalmie aigué et I'arthrite aigué du gen®ans ces deux
situations, si l'infection n’est pas prise en chaegeurgence et de maniere adéquate, des
séquelles irréversibles de type cécité et destmalie I'articulation peuvent étre observées

chez les patients.

Dans la premiere partie de nos travaux, nous avongtudié des alternatives
thérapeutiques au traitement actuel de référence deendophtalmies aigués &. aureus
Ce dernier consiste en une injection intravitréedeevancomycine directement dans I'cell

infecté. Bien que I'on observe en France une ditionuimportante de la prévalence des
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infections aS. aureusrésistant a la méticilline (SARM) (diminution déup de 40% des
infections nosocomiales a SARM entre 2001 et 200brance, selon I'enquéte INVS 2006),
on assiste parallélement a I'émergence de souahssriibilité diminuée aux glycopeptides
(91), voir résistantes a la vancomyci(¥9, 67).L utilisation exclusive de la vancomycine
dont les propriétés pharmacocinétigues/pharmacadlignees sont peu adaptées a ces
souches est remise en ca(8t) et le besoin de nouvelles molécules anti-staphgiciqoes
insensibles a ces mécanismes de résistance se ceendler jour en jour. L’'arsenal
thérapeutique a accueilli ces derniéres années mhalécules ayant démontré leur activité
sur les bactéries a Gram positif : le linézolidelaedaptomycine. Nous présentons dans la
premiére partie de ce manuscrit les résultats déstude pharmacocinétique et de
pharmacodynamie oculaire du linézolide et de laatagcine réalisées chez le lapin, dans

I'ceil sain puis dans un modeéle expérimental d’efdaimie aS. aureus

Dans la deuxieme partie de nos travaux nous avongudié l'intérét d’'une nouvelle
technigue d’'IRM utilisant des agents de contraste articuliers, les USPIOs (Ultrasmall
Particles Iron Oxide), dans la prise en charge dédrthrite bactérienne aigué. A ce jour
I'IRM est considérée comme une technique de choiur mhagnostiquer les infections
articulaires. Des agents de contraste a base adimjach sont utilisés et les images obtenues
mettent en évidence des modifications de l'artidoig non spécifiques et persistantes apres
résolution de l'infection. Les USPIOs, quant a esmnt captés par les macrophages et
permettent un marquage cellulaire au niveau desgigfectés. Nous présentons dans cette
deuxiéme partie nos résultats sur I'utilisation [ldBM du macrophage en tant qu’outil
innovant d’aide au diagnostique et au suivi deuérigon de l'arthrite bactérienne aigué a

I'aide d’'un modéle expérimental d’arthrite aiguégdnou chez le lapin.
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PARTIE 1:

Linézolide, daptomycine et endophtalmie bactériennaigué

Linézolide

4
.
7=

Daptomycine
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BARRIERE

Sclérotique
HEMATO-AQUEUSE

Rétine

Uvée

Corps Vitré

BARRIERE
HEMATO-RETINIENNE (interne et externe)

———  Milieu transparent
—— : Membrane opaque
——— : Barrieres hémato-oculaires

Figure 1 Représentation schématique des structures dedtads barrieres hémato-oculaires.
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. RAPPELS ANATOMO-PHYSIOLOGIQUES DE L'OEIL

(voir Figure )

I.1. Les structures de I'ceil

[.L1.1 Les différentes tuniques de I'cell

L'ceil est formé de la juxtaposition de trois couslmencentriques se succédant de I'extérieur
vers l'intérieur : la sclérotique, I'uvée et laingt.

La sclérotique, tunique la plus externe de I'ceil, est une coque yBscularisée et
constituée essentiellement de fibres de collagéngeequelques fibres élastiques. Elle est
opague et blanche sauf dans sa partie antérieonespondant a la cornée, transparente et
totalement avasculaire. Son role est de protégeit les agressions extérieures et de maintenir
la forme du globe oculaire.

L’'uvée est la tunique intermédiaire de I'ceil comprenarmisdi partie postérieure du
globe, la choroide, et dans la partie antérietires et le corps ciliaire. La choroide est une
membrane brune pigmentée par des mélanocytes stitoant une chambre noire. Elle est
richement vascularisée par des vaisseaux sangaimestfés et trés permeéables, assurant
I'apport des besoins énergétiques importants détiae en glucose et en oxygene. Le corps
ciliaire est une structure circulaire en continwtéec la choroide. Au niveau histologique, le
corps ciliaire est revétu en surface par une doulmache d'épithélium. La couche
d’épithélium superficielle est non pigmentée cangraent a la couche profonde tres
pigmentée. Son épaisseur, correspond a un tisgonmbifi tres vascularise, essentiellement
constitué de fibres musculaires lisses responsaleesa capacité de modification de la forme
du cristallin, permettant le phénomene d’accommodatA la surface du corps ciliaire, se
trouvent des petites expansions eépithéliales, n@memtées, correspondant aux proces
ciliaires et responsables de la production de l'bumaqueuse. Enfin L’iris correspond a

I'expansion antérieure du corps ciliaire. C’espéatie colorée de I'ceil formant un diaphragme
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devant le cristallin et contrélant la taille deplapille, I'ouverture centrale de I'ceil. D’un point
de vue histologique, il s’agit d’un tissu conjoictiies vascularisé et riche en mélanocytes.

La tunique interne est leétine, une mince membrane composée de deux couches
(Figure 3. La couche pigmentaire, externe et en contaat vehoroide, empéche la lumiere
de diffuser dans I'eeil. La couche interne est timetsire nerveuse, composée d’un empilement
de couches dans le sens radial, comprenant de eamphotorécepteurs (cbnes et batonnets)
capables de transformer I'énergie lumineuse enigmak électriqgue. Les cbnes ont besoin
d’une forte intensité lumineuse pour fonctionnasi@n de jour ou photopique). Les batonnets
sont responsables essentiellement de la visiorumat(scotopique). Ces cellules visuelles
sont également capables d’établir un contact,idd’de leur terminaison synaptique, avec les
autres cellules nerveuses traitant et acheminemorination visuelle vers le cerveau. Les
fibres nerveuses efférentes sortent de I'ceil paeteoptiqgue. Au niveau de ce point de sortie,
la rétine s'interrompt: c'est la tdche aveugle Egpeisque optique ou encore papille. A
proximité de cette tdche aveugle se trouve la naadalrégion centrale de la rétine, avec une
fossette centrale, la fovéa. Cette derniere estdae de la rétine avec la densité de
photorécepteurs la plus importante et qui corresplomt au point auquel I'acuité visuelle est
la meilleure. Le cristallin est une capsule mintélastique, composée de cellules anucléées et
de fibres spécifiques. Il est maintenu par les saipaires qui I'entourent et joue le réle de

lentille biconvexe.

[.1.2 Les différents compartiments et liquides deell

A l'avant de I'ceil on délimite deux zones principal La chambre antérieure, correspondant a
I'espace entre la cornée et l'iris, est remplie’dameur aqueuse. L’humeur aqueuse est un
liquide transparent produit en continu par les caifpgires. Il fournit oxygene et nutriments a
la cornée et au cristallin et son flux est draingésda flux sanguin au niveau de canaux situés
sur les pourtours de l'iris. La chambre postérieese quant a elle délimitée par ['iris et le
cristallin et contient de I'humeur vitrée. A I'agre de I'ceil se trouve le segment postérieur,

correspondant a I'espace entre le cristallin eéfeme. Il est également rempli d’humeur vitrée.
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L’humeur vitrée de I'eeil (ou corps vitré) est un gel transparamtmgaintient la rétine et le
cristallin en place et assure la forme sphériqueghidbe oculaire. Il se renouvelle tres
lentement grace aux échanges a travers son eneelappyaloide, et se compose d’eau (99%),
d’électrolytes (potassium, sodium, calcium, chlpd® protéines (glycoprotéines), d’hydrates

de carbone, d’acide pyruvique, d’acide lactiqud’'atide hyaluronique.

.2 Les barrieres hémato-oculaires

L’ceil se caractérise par I'existence de barriesdto-oculaires, responsables d’une relative
inaccessibilité de I'ceil sain au systéme immurgtaidans un but de protection de la
transparence de I'axe visuel de toute inflammatjanserait délétére pour la visiga). Ces
barrieres filtrent le passage des substances diecldation générale vers l'intérieur du globe

oculaire et jouent un réle central dans la pénétrat I'élimination oculaire des antibiotiques.

[.2.1 La barriere hémato-aqueuse (BHA)

La BHA se situe au niveau du corps ciliaire et tesl Cette barriere est formée par
I'endothélium des capillaires iriens et la couchan mgmentée de I'épithélium du corps
ciliaire. A ce niveau se trouvent des jonctiongées entre les cellules influencant le passage
des molécules du sang vers I'humeur aqueuse, bliséant une perméabilité sélective aux
différentes substances en fonction de leurs prigi@hysico-chimiques. Le passage du
sodium, du chlore et des bicarbonates nécessitmaganisme de transport actif et crée une
force osmotique impliquée dans la sécrétion de ldwmmaqueuse a un débit variant de 2 a 3
puL/min (turn-over total en 100 min). Cette barri@ssure également un réle de filtre sélectif
grace a la présence de pores de petite taillerig08e diametre)68) empéchant les molécules
de haut poids moléculaire comme les protéines @tigoes d'atteindre le segment antérieur

de I'ceil.
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Figure 2.Représentation schématique de la structure détilaer(composée d’'une cou:
nerveuse et d’'une couche pigmentaire) et exemplérasesporteurs des barrieres hémato-
rétiniennes (BHR) interne et externe. La local@matet la direction d’action des transportt
représentés sont basées sur les données de datlitte CGE couche granuleuse extet
CGl: couche granuleuse interne, CGM : couche deaise moyenne, CHR choroide
MCT : transporteur de monocarboxylate (lactate),AMRrotéine associée a des résista
médicamenteuses multiples, OATP : transporteur dienorganiques, OCT : transfaur de
cations organiques, P-gp : glycoprotéine P, ZRinezréticulée interne, ZREzone réticulé

externe. D’aprés Mannermaaatt(124).
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[.2.2 La barriere hémato- rétinienne (BHR)

La BHR (Figure 2)restreint quant a elle les déplacements des mekau niveau du segment
postérieur de I'ceil. Elle a pour but de protégeteceone intérieure de I'ceil en conservant
I’'homéostasie de la rétine et du vitré. La BHR geainpose en deux parties : la barriére
hémato-rétinienne interne, située au niveau dedtdrélium des capillaires rétiniens, et la
barriere hémato-rétinienne externe qui se trouveiaeau de I'épithélium pigmentaire rétinien
et qui régule les échanges entre la rétine etdaoithe. Les jonctions entre les cellules y sont
eégalement serrées. Dans cette situation, le pomlgculaire, la liposolubilité, le caractere
ionisé ou non des molécules et leur liaison auxémmes plasmatiques deviennent des éléments
déterminants pour traverser de facon satisfais@n®HR. Le passage est passif pour I'eau
ainsi que pour les molécules liposolubles et daldgboids moléculaire, selon des gradients de
pression. Il est actif, a l'aide de transporteypéct#igues consommateurs d’énergie, pour les
ions (K", Mg®) et pour certains acides aminés, tels que glummaGABA (les principaux
neurotransmetteurs excitateurs et inhibiteurs dettiae) ainsi que L-phénylalanine, leucine,
cystéine et taurine (impliqués dans la synthés&nee et la protection de la rétine contre le
stress oxydatif). A ce jour une trentaine de trartgpios ont été détectés comme étant exprimes
au niveau de la BHR126) Les transporteurs sont des protéines attachéesnambranes,
saturables en présence de hautes concentratiangdleaments, contrairement au mécanisme
de simple diffusion passive, non saturable. Il slendeux types :

Les transporteurs d’efflux dirigent les moléculessvdéextérieur du cytoplasme et des
membranes cellulaires. Nous citerons I'exempleadglycoprotéine P (P-gp) dont I'expression
et I'activité fonctionnelle ont été identifiées aiveau de la BHRKigure 2) (126) La P-gp
appartient a la superfamille des transporteurs ABTP binding cassette) et se retrouve
également au niveau des cellules du tubule conégomoximal du rein, des cellules intestinales
et de I'endothélium de la barriere hémato-encégbali

Les transporteurs d’influx, quant a eux, facilittamtranslocation de nutriments essentiels (tels

que des acides-aminés, peptides, vitamines, glutadate...) et de xénobiotiques a travers
18



les membranes biologiques. Nous citerons les tmatejrs monocarboxylate (MCT) jouant un
réle dans le transport du lactate depuis la rétiees la circulation sanguine gice versa
(Figure 2. Le lactate est fortement produit au niveau deétine et est utilisé en tant que

source d’énergie en présence d’'un faible taux deogle.
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Il PHARMACOCINETIQUE/PHARMACODYNAMIE OCULAIRE

Au cours du processus de développement d'un méeditarta caractérisation de la relation
entre la dose de médicament administrée et sets €ffaarmacologiques et toxiques) est
critigue dans la détermination du schéma thérageatoptimal a administrer (posologie et
durée de traitement). L'évaluation de cette refatiose-effet dépend des résultats des études
de pharmacocinétique (rapport entre la dose adiréri€t la concentration dans I'organisme
en fonction du temps) et de pharmacodynamie (réappatre la concentration dans
l'organisme et leffet) de la molécule. Les anglbxgns parlent de PK/PD
(PharmacoKinetics/PharmacoDynamics). En ce quieamrcles antibiotiques, il s’agit en fait
de la variation de leur effet bactéricide, au sifectieux, en fonction du temps et en fonction
de la concentration de I'antibiotiqué.’objectif clé de la PK/PD est de définir les
parameétres prédictifs de I'efficacité bactério-clinque, associés a une tolérance optimale
chez les patientsL’étude de la PK/PD des anti-infectieux a pris angpleur grandissante au
cours des trois décennies passées permettant pimgerdu développement des antibiotiques
et la redéfinition du processus de sélection eptititisation des doses a administrer chez

'hnomme.

1.1 Les parametres PK/PD usuels

La pharmacodynamie des antibiotiques est une aperpcenant en compte leur activité

antibactérienne aussi bien vitro qu’in vivo. Elle considére ainsi, de fagon concomitante,
I'activité intrinseque in vitro de [lantibiotique sur des bactéries isolées (activité
antibactérienne caractérisée par la concentratiomnrale inhibitrice, ou CMI) et ses

caractéristiques pharmacocinétiquesvivo au niveau du site infectieux. Cette approche a
pour origine la constatation que les modalités daén@idie dynamique des antibiotiques ne
sont pas les mémes pour tous les antibiotiquesquer 'augmentation des concentrations
d’un antibiotique se traduit par une augmentati@pprtionnelle de la vitesse de bactéricidie

et de la profondeur de bactéricidie vis a vis d'wwmiche bactérienne, on parle de
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bactéricidie concentration-dépendante A [linverse, lorsque l'augmentation des
concentrations d’'un antibiotique, n’améliore la prodeur de la bactéricidie qu'a hauteur
d’'une concentration égale a environ une fois la Ckli qu’au-dela de cette valeur,
I'amélioration de la profondeur de bactéricidie st’@roportionnelle qu’au temps écoulé au
contact de Il'antibiotique a une valeur au moinsleéga une fois la CMI, on parle de
bactéricidie temps dépendante

De nombreux parametres dits pharmacodynamiques éant développés, prédictifs de
I'efficacité bactério-clinique des antibiotiquesoet de leur capacité a prévenir I'émergence de

résistance. Les parametres usuels sont les suivants

. T>CMI (Figure 3 : temps pendant lequel les concentrations séridedsntibiotique

se situent au dessus de la CMI. Ce paramétre dsieédans l'intervalle de temps entre deux
administrations et il est exprimé en % de lintdlevaentre deux administrations afin de
comparer des valeurs de T>CMI pour des antibioigaygant des rythmes d’administration
différents. Ce parametre est prédictif de I'effitddactério-clinique des antibiotiques temps-

dépendants, tels que les béta-lactamines et lesgptides.
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Figure 3 T>CMI.
. Quotients inhibiteurs (Ql). Il s’agit de rapports concentration/CMI. Diffétea

concentrations peuvent étre utilisées : concentratseriques ou tissulaires, concentrations au
pic (Cnax) OU résiduelle (9. Ainsi par exemple, le Qkx seriqueCOrrespond au rapportfx
serique/ CMI. Ce parameétre est utilisé pour évaluer igsttité bactéricide des antibiotiques
concentration-dépendants tels que les aminosideQ kksiduel seriqu€orrespond quant a lui au
rapport Guin sérique/ CMI, et est corrélé a l'efficacité bactério-cine des béta-lactamines et

des glycopeptides.

. ASIC. Il s’agit du rapport de I'aire sous la courbe&sdconcentrations supérieures a la
CMI calculée sur 24 h, divisée par la CMI (ASG{CMI). Ce paramétre tend a devenir le
parametre universel de I'évaluation des potendéigld’'un antibiotique. Il est utilisé pour les

antibiotiques temps et concentration-dépendants.

*L'aire sous la courbe concentration-temps, ou ABiGure 4), correspond a l'intégrale de la

concentration plasmatique sur un intervalle de geogdini. Plusieurs méthodes existent pour
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la calculer mais, en pratique, on utilise le plosi&nt I'approximation de la méthode des

trapezes, qui est une estimation numérique simple :

Concentration
(mg/L)

w6
s/

* Temps
t7 (h)

Figure 4 Dans cet exemple, ASG= (C3 - [G — Gy / 2) X (i4-t3)

L’ASC correspond a la somme des ASC de zeéro aifiir(torrespondant en pratique au
temps a partir duquel l'aire n'est plus signifiea)i. La précision de I'ASC croit avec le

nombre de mesures de concentration effectuéesd $prime en mg/L.h.

Il est important de noter que la pharmacodynamie dstoujours spécifique d’'un couple
antibiotique-bactérie. Pour un antibiotique donnég, la détermination du (ou des)
parametre(s) PK/PD les mieux corrélés a l'efficacit bactério-clinique dépend du germe

responsable de I'infection et de la localisation deette infection.
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1.2  Les spécificités de la PK/PD oculaire

Le traitement des infections intra-oculaires estchallenge thérapeutiquepour plusieurs
raisons. Tout d’abord I'antibiotique doit franclhéss barrieres hémato-oculaires pour atteindre
le site de linfection. Ces barrieres sont respblesal’une différence de distribution de
I'antibiotique selon les compartiments de I'ceil edles peuvent étre modifiées suite a la
présence d’'une inflammation oculaire. Ensuite lé®minces anatomiques inter-individus de

I'ceil sont responsables d’une possible variatiotad@ncentration locale de I'antibiotique.

I1.2.1 Les barrieres hémato-oculaires

Les barrieres hémato-oculaires peuvent limiter ti&m et l'activité des médicaments
antimicrobiens et anti-inflammatoires depuis lac@lation générale. Au niveau des BHR,
certains transporteurs ont, en plus de leur rélgsiplogique, un réle dans le transport de
médicaments compliquant leur délivrance vers lensgy postérieur de I'ceil. Par exemple, les
béta-lactamines sont activement transportées ensldbd’humeur vitrée via des transporteurs
polypeptidiqgues d’anions (OATPs) localisés dans rédine, expliquant une demi-vie
intravitréenne courte pour ces antibiotiges). Une étude chez des singes rhésus sains a
montré que le probénicide (inhibiteur des transpog d’anions) augmentait significativement
la demi-vie intravitréenne de la carbénicilline d& la céfazoline. Les demi-vies passant
respectivement de 10h a 20h pour la carbéniciléihele 7h a 30h pour la céfazoline. Au
contraire, les composés cationiques tels que lasoasides (gentamicine et tobramycine), la
vancomycine, I'érythromycine et la rifampicine, sent pas activement transportés a travers le
BHR mais quittent 'humeur vitrée par diffusion dalas chambre antérieure et 'humeur
aqueuse avant d’étre éliminés, ce qui leur confamaetlongue demi-vie intravitréenne (33h

pour la gentamicine selon cette méme ét(aie) (Figure 5).
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Figure 5.Transport actif (céfazoline) et passif (gentamigides antibiotiques en dehors de

I'ceil. D’aprés(9).

[1.2.2 Impact de l'inflammation

Le processus inflammatoire intra-oculaire mis eacel chez 'homme au cours dune
endophtalmie bactérienne, peut également impa@empHarmacocinétique oculaire des
antibiotiques. En effet I'inflammation peut entrairdes modifications de |[@erméabilité des
jonctions serrées La régulation des jonctions serrées est régieg@arombreuses molécules et
toute altération des composants cellulaires (temeucalcium, activité enzymatique) ou du
cytosquelette modifie la perméabilité de ces jamgi De nombreux stimuli extra-cellulaires
peuvent également intervenir: ainsi il a été mogué les glucocorticoides et les acides gras
poly-insaturés pouvaient renforcer l'intégrité de barriere en augmentant I'expression de
certaines des protéines des jonctions self&®s D’autres comme I'histamine, les cytokines,
les facteurs de croissance (VEGF, TNF, IL-1 ...) mgunaugmenter sa permeéabilig®). Les
jonctions serrées de la barriere hémato-aqueusdoatefois une perméabilité induite par
I'inflammation beaucoup plus importante que cetlesla barriere hémato-rétinien(#t). En

cas d’inflammationles transports actifs de la rétingpeuvent également étre endommageés et
la demi-vie d’élimination des molécules éliminées pes transporteurs peut étre augmentée.
Ainsi il a été montré chez le lapin que la demi-@iéliimination intravitréenne de la céfazoline

passait de 6,5 h a 10,4 h en cas d’'inflammgii@) (Figure 6)

25



1200

ven Iflammatoire

— Hon iflammatoire

600

Cefazoline pgmlL

400/

ana

Heures

Figure 6.Concentrations vitréennes de céfazoline dans des pleakes inflammatoires et non

inflammatoires, aprés administration intravitréedeecéfazoline chez le lapin. D’apr@s.

Les aminosides, dont I'élimination oculaire ne faas intervenir ces transporteurs actifs, n’ont

pas une demi-vie allongée en cas d’'inflammatidio6).

I1.2.3 Variations interindividuelles

Enfin, les concentrations intra-oculaires d’antilgjoes varient selon le compartiment étudié
(larmes, cornée, humeur aqueuse et vitré) et sidenindividus. Ainsi par exemple
I'organisation de 'humeur vitrée est différentdéoseles patients : le volume vitréen varie de
1,7 a 16,5 mL pour des globes de longueur axiddetatle 16 a 34 mm respectivement. En
moyenne, chez 90% des patients le volume vitréemitste 4 a 7,5 mi(Tableau 1) (9)II
faudrait en théorie diluer I'antibiotique injectBez un patient fort myope et le diluer chez un

patient hypermétrope. Cela n’est pas fait en puatiq
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< 95% >

Fréquence

A
o'
W
o
w
N

Longueur axiale (mm) 16 18 20 22 24 26 34

Volume externe de I'ceil
21| 3,01 42 5 7,2 9p 11/4 141 17,2 20,6
(mL)

Volume vitréen (mL) 1,7 24 34 45 58 74 91 118,8| 16,5

Tableau 1Fréquence du volume des globes oculaires et dumepliitréen chez I’lhomme par

rapport a la longueur axiale. D’apr@s.

I1.2.4 Toxicité oculaire

hY

Enfin parallelement & l'étude de lefficacité amiibérienne des antibiotiques dans les
différents compartiments oculaires, un autre chgkedoit étre relevé : il s’agit de considérer
la nature délicate des tissus intraoculaires auscdiétudes de toxicité oculaire. En effet, les
structures internes de I'ceil, essentiellement hestgrécepteurs et autres cellules de la rétine,
sont extrémement sensibles et fragiles aux motiifica de leur environnement. Il a été
démontré que la production de certains facteurdrdéence par les micro-organismes, comme
des exotoxines (alpha-toxines, leucotoxines) séeséfparS. aureus(39, 40), mais aussi
'influx de cellules inflammatoires induit par différents constituants bactériens
(peptidoglycane, acide lipoteichoiqué)) contribuent a la sévérité de I'endophtalmie ett son
impliqués dans les dommages rétiniens responsdbldés perte d’acuité visuellees hautes
doses d’agents antimicrobiens nécessaires a litisstiion de I'ceil peuvent également avoir

des effets toxiques directs sur les tissus deslarvi
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En résumé,l'ceil présente plusieurs compartiments et plusiew barrieres hémato-
oculaires. Ces caractéristiques anatomo-physiologigs conférent aux molécules une
PK/PD oculaire particuliere pouvant étre sensiblemet différente de celle rencontrée
dans les autres compartiments de l'organisme. De yd la pharmacocinétique d’un
antibiotique dans un ceil sain et dans un ceil inflamé peut étre différente. Ainsi, I'ceil

impose des contraintes d’efficacité et d’'innocuité grticulierement exigeantes.
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.  ENDOPHTALMIE BACTERIENNE AIGUE

1.1 Définition

L’endophtalmie est une inflammation des tissusregtuvée) et des fluides (humeur aqueuse,
humeur vitrée) intraoculaires. Elle peut étre abssn aigué (I'endophtalmie aigué survient en
regle générale dans les dix premiers jours suivargcte chirurgical) que chronique (présence
de germes moins virulents sur une prothése intuéae par exemple). Dans tous les cas, les
risques de destruction de la rétine, membrane Nésw du vitré sont élevés et peuvent donner

lieu a une cécité irréversible pour le patiens’digit donc d’une urgence thérapeutique.

[ll.2  Signes cliniques

L’endophtalmie bactérienne présente un début le gbwvent brutal. L'ceil est le plus souvent
douloureux et photophobe. A I'examen, I'ceil est ®(82,1%) et des sécrétions peuvent étre
présentes. Il existe une réaction inflammatoire irgyde qui se traduit par un ocedeme
cornéen, un trouble de la chambre antérieure (gporedant a la suspension de protéines et de
cellules inflammatoires) et la présence de puspestois relevée (hypopion 85,7%). La
pupille est resserrée (myosis) et la pression dotriire est souvent abaissée. Un cedéme
palpébral peut exister (34,5%). Le fond d’ceil esplus souvent d’acces difficile (79,1%) du

fait de la présence d’un trouble vitréen dense.

[11.3 Epidémiologie

Les principales causes d’endophtalmie bactérieoné exogenes, liées a la pénétration de
bactéries dans I'ceil, suite a une opération chicatg de l'oeil (post-opératoire) ou a une
perforation par l'introduction d’un corps étrangpost-traumatique). Elle peut aussi, dans de
rare cas, avoir une origine endogene (2 a 8% degpbrimies), par diffusion intraoculaire
de bactéries issues d’'un foyer infectieux, prinigipeent chez les immunodéprim@s). Bien
qgue l'incidence de I'endophtalmie post-opératoittecansidérablement diminué du fait des

précautions d’'asepsie, la contamination per-op&eatoa pas pu étre totalement éliminée et
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reste a ce jour un sujet de préoccupation pourchésirgiens ophtalmologistes. Ainsi, au
cours de ces dix dernieres années, les résultatvelses études rétrospectives suggerent que
le risque d’endophtalmie post-opératoire bactérieaigée varie entre 0,01% et 0,1%, selon
I'établissement de santé concerné et le type deurgie (110, 136, 188)Les bactéries
retrouvées pénetrent dans I'ceil lors d’'une chimidgiglobe ouvert a partir de la conjonctive
ou des tissus environnants. L'étude prospective EBfflophthalmitis Vitrectomy Studyait
référence dans ce domaifié). Au cours de cette étude (1990-1994), les 420 fatienlus

ont subi conjointement un prélevement d’humeur ageeet de vitré. Les cultures ont été
positives dans 69,3 % des cas. Des bactéries aatiolorde Gram positive (BGP) ont été
isolées dans 94,2 % de ces cas, dont 70 %talghylococcus epidermidises autres especes
comprenaient majoritairemeBtaphylococcus aureuStreptococcus st Enterococcus sp.
Les infections par des bactéries a coloration derGnégative (BGN) commi@seudomonas
sp., Proteus spet Klebsiella sp.étaient moins fréquentes (5,9%d4) (voir Figure 7) La
cataracte étant la plus fréquente des interventiopbtalmologiques, la plupart des
endophtalmies post-opératoires succedent a cettergiei (188). Le délai d’apparition de
I'infection aprés une opération de la cataractéevde 1 a 63 jours avec une médiane a 6 jours

(16).
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Figure 7 Isolats bactériens de I'étude EVE5)

L’endophtalmie bactérienne est une complication @éwisible, un risque infectieux

hypothétiqgue mais trés sérieux nécessitant une prischarge adaptée et efficace en urgence.

1.4 Prise en charge thérapeutique

[11.4.1 Les principales voies d’administration

Les principales voies d’administration utilisées pde traitement de I'endophtalmie
bactérienne post-opératoire sont les suivantes :

. La voie intra-vitréenne (IVT), est la voie d’administration a privilégier. Eretf les
injections IVT, malgré de nombreuses controvergesté invasif, risque de toxicité locale,
précision de la dose injectée), n’en demeurennhpzias aujourd’hui le seul moyen de délivrer
rapidement dans le site de l'infection des prodeftfscaces. Ceux-ci pourraient ne jamais
atteindre I'hnumeur vitré par voie systémique a cascentrations aussi élevées, en raison de la
difficulté de passage des barrieres hémato-ocslaitependant le probléme de la toxicité
rétinienne des antibiotiques persiste et il esesgaire de trouver le meilleur compromis entre

une efficacité optimale et une toxicité minimale plaurétine.
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. La voie systémiqueest également utilisée dans le traitement des dndopes. Le
probleme de I'administration des antibiotiques yaie systémiqueper osou injectable, est
d’obtenir une concentration efficace au niveau die sle linfection. Pour cela, des
antibiotiques avec un spectre d’action adapté aactélbies en cause et traversant le mieux
possible les barrieres hémato-oculaires sont stashaOr, les antibiotiques hydrophiles
(aminosides, béta-lactamines et glycopeptides)eptéat une diffusion du plasma vers la
cavité vitréenne insuffisante pour obtenir uneceffité clinigue Un des moyens utilisés pour
augmenter leur concentrationsitu consiste a administrer de fortes doses d’antipiess. Cela

a pour conséquence d’augmenter le risque de survdireffets secondaires généraux ou
locaux plus ou moins graves, comme la néphrotaxiett I'ototoxicité bien connues des
aminosides. Par conséquent, les molécules a refamir un usage systémique sont
essentiellement la pipéracilline, la ceftazidimémipéneme, les fluoroquinolones et la
fosfomycine.

. La voie localepeut étre utilisée dans le cadre du traitementetiel®phtalmies, mais
uniqguement en complément des injections IVT oué&wgjues. En effet le passage des
barrieres oculaires pour atteindre le segment peatéde I'ceil ne permet pas d’obtenir des
concentrations finales suffisantes d’antibiotiquesdiae compartiment et les collyres, mémes

renforcés, ne sont a ce jour que des thérapiesats.

[11.4.1 Les principales classes d’antibiotiques lisiées en ophtalmologie

+ Béta-lactamines

De nombreuses pénicillines existent mais ne saniepgployées en ophtalmologie du fait de
leur faible pénétration oculaire et de la préseteanécanismes d’efflux mettant en jeu des
transporteurs les expulsant hors de I'®8). En ce qui concerne les céphalosporines, une
injection dans la chambre antérieure (intracam#éa)lade céfuroxime 1mg/0,1mL
(céphalosporine de deuxieme génération) a démaoineefficacité dans la prévention des

endophtalmies post-opératoires et présente a cdgameilleur rapport codt-efficacité dans
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cette situatior{164). La ceftazidime est quant a elle I'antibiotiqueati®ix pour le traitement
des infections graves de I'ceil & BGM8, 98) Sa pénétration oculaire est faible apres
injection parentéralél7, 19, 139)Le recours a la voie IVT est donc incontournatdes ce
type d’infection (18, 28, 182)avec une posologie recommandée 2,25 mg/0,1 mL. Les
carbapénemes possedent un large spectre d’actsonetréservés aux infections séveres a
bactéries multi-résistantes. lls présentent unelkate pénétration intra-oculaire et I'activité
de l'imipénéme-cilastatine (Tienam®) en tant qustément adjuvant systémique curatif des
endophtalmies bactériennes aigués a bactériesbkEnsi été établie grace a des modéles
expérimentaux(64). L'administration d’injections IV (500 a 750 mg Xj¥ne dispense
cependant pas du recours aux injections IVT d’&rtidues en paralléléss).

Aux posologies recommandées les différentes bétardnes ne présentent pas de toxicité

oculaires et sont bien toléré@s3, 108, 135, 194).

* Fluoroquinolones

Les fluoroquinolones, molécules lipophiles et dbléapoids moléculaire, sont plébiscitées en
ophtalmologie du fait de leur tres bonne pénétnaboulaire apres administration par voie
systémique(50) ou topique(180), et de leur large spectre d'activité antibactérieneur
utilisation a débuté dans les années 90s aux Btasts-avec l'introduction de préparations
topiqgues de ciprofloxacine, d’ofloxacine et de fwtacine, largement utilisées dans le
traitement et la prophylaxie des infections ocekiitCependant, leur activitén vitro a
sensiblement diminué depuis leur introduct{®f). En France et a ce jour, la Iévofloxacine et
la moxifloxacine sont utilisées hors AMM sous formrale dans le traitement des infections
profondes de I'cei(149). L'administration des fluoroquinolones par injectodirectes dans
I’humeur vitrée est limitée a ce jour en raisonndutoxicité potentielle qui est cependant

controverség172, 190).

« Aminosides
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Bien que possédant un faible poids moléculaire @@D Da), les aminosides sont tres
hydrophiles et traversent mal les barrieres héroatdaires, ils ont donc été utilisés par voie
IVT dans le traitement des endophtalm{2). Historiguement, I'amikacine était 'un des
antibiotiques les plus utilisés, jusqu’a ce queacité rétinienne soit établigs6, 87) (20,
109, 163)Les doses thérapeutiques étant proches des dogpse® et les erreurs de dilutions
possibles, les aminosides ont progressivementediplacés par les céphalosporines e 3
génération pour les infections a BGN: l'amikaciret la ceftazidime présentent
approximativement le méme taux de succés contreBlBsl (89%) (85). Actuellement
I'injection IVT d’aminosides conserve de rares gations, principalement les infections a
BGN résistantes aux céphalosporines et les patiaiergiques aux béta-lactamines.

L’administration d’amikacine en IVT s’effectue adase de 0,4 mg/0,1 mL.

e Glycopeptides

Les glycopeptides sont indiqués dans le traitentespitalier des infections bactériennes
séveres a BGP résistantes gi#lactamines ou en cas d’allergie a ces derniéresvdaie
parentérale ne permettant pas d’atteindre des ntmatiens oculaires suffisantes, cette voie
n'est pas utilisée dans le cadre du traitementrdestions oculaires sévergé3). Comme pour
les céphalosporines et les aminosides, la vancaragtadministre donc en injection IVT dans
les cas d’endophtalmi@4). Chez I'animal, I'utilisation de la vancomycine BAT aux doses
thérapeutiques (1 mg/0,1 mL) ne s’est pas compliqdéffets indésirables cliniques ou
histopathologiques. La demi-vie oculaire de la wanmgcine est beaucoup plus courte dans des
yeux inflammés aphaques (sans cristallin) et aptmeuwitrectomisés, (de I'ordre de 9 heures)
que dans des yeux inflammés phaques (environ 2%in3. d’une rupture postérieure de la
capsule, I'ceil est considéré aphake. Ceci pouesiliquer la répétition parfois nécessaire
d’injection IVT de vancomycine au cours du traitetndes endophtalmies bactériennes post-

opératoires. Il a été montré qu’il n’y avait pas ritsgue d’augmenter la toxicité rétinienne
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lorsqu’un intervalle de 48 h ou plus séparent denjections (195) Selon les données de

'EVS, environ 7% des patients nécessitent une i@éeuwx injection IVT de vancomycine.

Pour conclure, le traitement antibiotigue empirigue actuel des endophtalmies
bactériennes aigués post-opératoires en I'absence documentation bactérienne consiste
en une injection IVT en urgence de vancomycine (1 gf0,1 mL) et de ceftazidime (2,25
mg/0,1 mL). Aux HUS, une antibiothérapie systémique est égatermmise en place pendant
cing jours avec lévofloxacine TAVANIE500 mg, un comprimé 2 fois par jour (ou V) et
imipénéme-cilastatine (TIENAR) 500mg/500mg, 4 injections IV par jour. La sitoatidoit
étre réévaluée deux fois par jour. En cas daggi@vaet selon les résultats de
I'antibiogramme, une deuxiéme injection IVT est rvieager a 72 heures, plus ou moins
associée a une vitrectomie apres contréle dedimfhation oculaire (en général apres 10 jours
de traitement). Cette prise en charge a permis d@iamer le pronostic visuel final en

comparaison avec les résultats de I'étude EVS (desnén publiées).

* Les traitements adjuvants

La lutte contre linflammation intra-oculaire asgm a I'endophtalmie a longtemps été
négligée et l'utilisation de corticostéroides damscontexte demeure un sujet de controverse.
L’injection IVT de dexaméthasone parallélement & antibiothérapie a été étudiée dans le but
de minimiser le mécanisme inflammatoire. Selondasgles expérimentales animales et les
essais cliniques réalisés, I'intérét de I'assooratntibiotique-corticoide est variable: positive,
négative ou sans eff€t61) Malgré ces controverses, la dexaméthasone (0.4nmiyT) est
frequemment utilisée en tant qu'adjuvant aux aotiQues dans le traitement de
I'endophtalmie. La vitrectomie est quant a ellettaitement adjuvant utilisé pour débrider et

éliminer le foyer infectieux dans les cas d’endaphte sévere.
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[11.4.3 Recherche et développement de nouvellessés antibactériennes

L’émergence actuelle de bactéries multi-résista(@d4R), qui ne sont sensibles qu’'a un trés
petit nombre d’antibiotiques, est particulieremgméoccupant. Cette « multi-résistance »
s’explique par l'addition de plusieurs mécanismesrésistance, qu'ils soient naturels et/ou
acquis. Ces différentes BMR se dispersent selonmadle épidémique et trouver des
traitements bactéricides efficaces pour leur peiseharge est un véritable probleme de santé
publigue. Les données d'un réseau de surveillamoérieain comprenant plus de 200
laboratoires aux Etats-Unis, montrent que la propoide SAMR dans les infections oculaires
a augmenté de 29,5% en 2000 a 41,6% en 2005, dégjgeuches résistantes a la méticilline
seront plus courantes que les souches méticilensikles dans les cas d’infections oculaires
séveres, dans les 2 ou 3 années a venir. De phispliches oculaires de SAMR présentaient
une résistance a au moins trois autres classedilikdigues (25, 71) Bien gu’aucune
résistance a la vancomycine n’ait été rapportée dansontexte d’infection intra-oculaire, il
existe une tendance générale a une diminution dnaibilité a la vancomycine dans les
autres types infections a SAMRL66). De plus, 85% des SARM sont résistants aux
fluoroquinolones (incluant les fluoroquinolones dernieres génération, gatifloxacine et
moxifloxacine)(131). La résistance aux fluoroquinolones parmi les aubr@ctéries oculaires
ne cesse d’augmenter et influera sur l'utilisatioture de cette classe d’antibiotique dans le
traitement de ces infections.

La recherche et le développement d’alternativesap@utiques sont donc une priorité urgente
dans la prévention du risque d’échec thérapeutitpsecas d’endophtalmie a staphylocoques.
Parmi les nouvelles molécules anti-staphylococaqgserties sur le marché ces dernieres
décenniesnotre intérét s’est porté sur le linézolide et la dptomycine et sur leur role

potentiel dans le traitement des endophtalmies aig$ aS. aureus
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IV.  LINEZOLIDE (LZD)

IV.1 Découverte et présentation de la molécule

En 1987, I'entreprise américaine E.I. Du Pont demhers and Company annonce la
découverte d'une nouvelle classe d’antibiotiques syathése, les oxazolidinones. Les
molécules DuP 105 et DuP 721 présentent alors désré€spectives de 4-16 pg/mL et 1-4
png/mL, pour les especes bactériennes suivarBeaureugSARM et SASM),S. epidermidis,

S. haemolyticus, S. hominisStreptocoques groupes A, B et DBacteroides spp.,
Fusobacterium sppbactéries anaérobies a coloration de Gram né&gaies molécules se
révelent inactives vis-a-vis des entérobactériedestespeces fongiquékr1). Au cours de
tests de sécurité réalisés sur des rats, une txicedullaire a été observée?) et le
développement des molécules est arrété. L'enteepiarmacia and Upjohn reprendra par la
suite I'étude de cette famille d’antibiotique eteetiéposera en 1996 un brevet pour deux
dérivés chimiques d’oxazolidinones : U-100592 (épélide) and U-100766 (linézolid&)2).
Seul le linézolide se révelera applicable clinigeai et sera développé jusqua sa
commercialisation. L&igure 8représente la structure chimique de base des lidianmes.

Le groupement B acétamide est responsable devilgcantimicrobienne la plus puissante.
L’altération de ce groupement diminue significathent I'activité antimicrobiennél). Des
étudesin vivo ont reporté que la modification de la structurémipue du groupement A
morpholino et I'addition d’'un substitut fluoré sle phényl en position 3 élimineraient les
effets de toxicité meédullaire, diminuerait les &fesecondaires et augmenterait I'activité
antimicrobienne. La taille du substituant en positB est tres importante : plus celui-ci est

large, plus I'activité anti-microbienne dimin(#2).
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Figure 8 Relation structure-activité du linézolide. D’ap(&96)

IV.2 Mécanisme d’action

Les ribosomes bactériens sont composés d’ARN ribasanfARNTr) et de protéines et sont
structurés sous forme de deux sous-unités : unelgraous-unité (50S) et une petite sous-
unité (30S). La sous-unité 30S est constituée &BRNr 16S (1541 nucléotides) et de 21
protéines. La sous-unité 50S est constituée desrAR$ (2904 nucléotides) et 5S (120
nucléotides) ainsi que de 32 protéines. Enfin lgome bactérien comporte trois sites
spécifiques : leite A (site de fixation des amino-acyl-ARNt), le site € de fixation du
peptide-ARNt) et le site E (site de sortie du pptnouvellement formé). La synthése
protéique bactérienne (ou traduction) se dérouldr@s étapes principales au niveau du
ribosome bactérien : l'initiation, I'élongation & terminaison. A ce jour de nombreuses
classes d’antibiotiques agissent en inhibant lah®ge protéique : ainsi par exemple les
macrolides, lincosamides et synergistines se figenhiveau de 'ARN 23S de la sous-unité
50S (site P) du ribosome bactérien et inhibent Esphd’élongation de la synthese protéique
par blocage de la translocation ou des transfepdigues. Les tétracyclines ainsi que l'acide

fusidiqgue empéchent la fixation des amino-acyl-ARMs aminosides se fixent a 'ARN 16S
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de la sous-unité 30S du ribosome bactérien etealtetoutes les étapes de la synthése

protéique.

Un mécanisme d’action unique Figure 9 : Il a été montré que le linézolide s’attachait a
'ARN 23S de la sous-unité 50S du ribosome 8e aureus Le site A du centre

peptidyltransférase du ribosome bactérien seraitéeprincipal de liaison du linézolid&14)

Figure 9 Site de liaison du linézolide (site A) dans la sang&é 50S du ribosome bactérien.
D’aprés(114)
Il a été montré que le linézolide se liait égaletrax ribosomes mitochondriaux des cellules
humaines (au niveau du site A de la grosse soué-deices ribosomes). Le linézolide peut
donc inhiber la synthese protéique mitochondriabeivant expliquer les effets secondaires de

myélosuppression observés suite a une thérapmnglcburs de linézolidg 14).
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IV.3 Spectre d’activité et de résistance

» Spectre d’activité
Le linézolide est hautement actif contre les baeséa Gram positif (GP) aérobies, d&t
aureus mais il est également actif vis-a-vis de certaibactéries GP anaérohidlsest aussi
actif contre certaines bactéries anaérobies a Qragatif (GN et plusieurs especes de
mycobactéries Mlycobacterium tuberculosist M. avium dont I'efficacité clinique reste a
démontrer). En contraste, les bactéries GN aéragiedlent étre naturellement résistantes au

linézolide (Tableau 2).

Espéeces Concentrations critiques
habituellement sensibles (CA-SFM 2012)

Bactéries GP aérobies

Staphylococcus aureus

Staphylocoques a coagulase négative Sensible< 4 mg/L

E. faecalis, E. faecium Résistant > 4 mg/L

Streptococcus pneumoniae

Streptococcus sp.

Listeria monocytogenes

Corynebacterium spp. )
Sensible< 2 mg/L

Bacillus spp.
PP Résistant > 4 mg/L

Rhodococcus equi

Nocardia spp.

Bactéries GP et GN anaérobies

Peptostreptococcus sp.

Actinomyces spp. _
.- _ . Sensible< 2 mg/L
Clostridium difficile, C. perfringes o
_ Résistant > 4 mg/L
Fusobacterium spp.

Bacteroides fragilis

Tableau 2Spectre d’activité du linézolide et concentratiorisques 2012 du CA-SFM.
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* Résistance
Le mécanisme d’action unique du linézolide perniehwsager a priori que la résistance
croisée avec les autres classes d'antibiotiquespest probable. Cependant des cas de
résistance ont été publiés deés les essais de phdé¢ et plus encore depuis son utilisation
clinigue. Un réseau de surveillance de I'émergeteerésistance au linézolide (Zyvox®
Annual Appraisal of Potency and Spectrum ProgramZAAPS Program) a été créé afin de
suivre I'évolution, chaque année, de I'activitédetla sensibilitén vitro (CMIso et CMkg) du
linézolide sur des bactéries a Gram positif en Eeragu Canada, dans la région Asie-
pacifique et en Amérique du Sud. Entre 2002 et 2p0% de 20 000 souches ont été testées
et les valeurs des Chlobtenues sont restées constantes sur toute cettelgpdour les
différents groupes d’espéces pathogénes étudiesaureus(2 pug/mL), SCN (1pg/mL),
Enterococcus spp(2 ug/mL) etStreptococcus spglpg/mL) (35, 101-103) Le rapport le
plus récent concernant les pays européens a éti& mubR011(158). Il résume les résultats
observés sur la période 2002-2009 dans 11 paypé&eme: aucune souche résistante n'a été
documentée entre 2002 et 2005. Depuis 2006, ontgémen Europe quelques souches
résistantes d8. aureugmutant isolée en Irlande en 2003),epidermidigFrance et Italie, de
2006 a 2009)E. faecium(Allemagne, 2006, 2008 et 2009) et faecalis(Suede en 2008,
Royaume-Uni en 2008 et Allemagne en 2009). Cepeandaaux de sensibilité au linézolide
sur la totalité des 13 404 souches pathogenesesestait respectivement > 99,9, 99,7 et
99,6% pour les souches d& aureus les staphylocoques a coagulase négative et les
entérocoques. Toutes les souches de streptocomiest &ensibles (CMJ, 1 mg/l).
Le premier mécanisme de résistance identifié comtiedes mutations au niveau du site de
liaison du linézolide dans la sous-unité 50S ribasdmactérien (ARN 23S ou protéines
ribosomales L3 et L4) et était lié a une exposipoolongée au linézolide. Plus récemment, le
gene cfr a émergé en tant que nouveau mécanismeésgance au linézolide ainsi qu’a

d’autres classes d’antimicrobiefBb).
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IV.4 Indications cliniques

» Présentation et posologie
Le linézolide est commercialisé en France depuid 220 le laboratoire Pfizer. Il est
disponible sous trois formes galéniques différentes
ZYVOXID ® 2mg/mL, solution pour perfusion IV, poche de 300.m
ZYVOXID ® 600 mg, comprimés pelliculés.

ZYVOXID ® 100 mg/smL, granulés pour suspension buvableoRl&6g.

* Indications AMM et hors-AMM

En France, le linézolide posséde a ce jour une Aldlr les indications suivantes :
traitement des pneumonies communautaires et nosalesmlorsqu’elles sont documentées
ou suspectées a bactéries a Gram positif sensibiasaitement des infections compliquées
de la peau et des tissus mous, uniquement loréeg’etont microbiologiquement
documentées a bactéries a Gram positif sensibegpokologie recommandée est de 600mg
/12h, par voie orale ou intra-veineuse, pour un@elunaximale de traitement recommandée
de 28 jours. Le linézolide n'a pas recu d’apprabatpour Il'utilisation dans les cas de
septicémie a point de départ d’'un cathéter, d’imbecdu site d’implantation du cathéter ou
pour le traitement des infections a bactéries anGragatif. En effet une note d’ « information
importante de pharmacovigilance » a été publiéePfiaer, en date du 22 mars 2007, afin de
communiquer les résultats d’'une étude clinique ltese Il chez des patients présentant une
septicémie a Gram positif sur cathéter. Cette aatenduit a une restriction d’'indication du
linézolide indiquée sur le RCP de la maniere su&an< En cas d’infection bactérienne a
Gram positif compliquée de la peau et des tissussraesociée a une infection a Gram négatif
documentée ou suspectée, le linézolide ne doit @ilsé qu’en I'absence d’alternative
thérapeutique. Dans de telles circonstances, uartrant couvrant les germes a Gram négatif
doit étre initié de fagon concomittante. » La mémention a été rajoutée concernant les

pneumonies nosocomiales et communautaires.
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IV.5 Tolérance

Le ZYVOXID® présente une bonne tolérance générale. Cepeedanars 2006, une lettre
d’'information de pharmacovigilance a été envoyéel@daboratoire Pfizer, en accord avec
'Agence francaise de sécurité sanitaire des ptedde santé (Afssaps), a tous les
prescripteurs susceptibles de prescrire du ZYVOXiDréanimateurs, infectiologues,
microbiologistes, pneumologues, hématologues, tpbtagues (de ville et hospitaliers),
internistes, pharmaciens hospitaliers, neurolog{ges ville et hospitaliers). Cette lettre
précisait que de rares cas de neuropathie pérquiegride neuropathie optique évoluant
parfois vers une perte de la vision, d’anémie r&tag une transfusion sanguine et d’acidose
lactique avaient été rapportés. L’incidence réelde ces effets indésirables est cependant
difficile a établir du fait des limites de la natétion spontanée. Ces cas ont été
essentiellement observés chez des patients teaitdgla de la durée maximale recommandée
de 28 jours, c’est pourquoi le laboratoire Pfizan@ce une modification du RCP pour
renforcer lI'information sur les risques liés a ilisation au long cours : « Une surveillance
étroite de la numération formule sanguine et desjydttes est recommandée pour des
traitements se prolongeant au dela de 10 a 14.jpude plus il est précisé que « le rapport
efficacité/effets indésirables du linézolide dans gathologies infectieuses requérant une
antibiothérapie prolongée (supérieure a 28 jowls)due les infections ostéo-articulaires n’est
pas établi».

En 2012, selon le site de 'Agence National de Strwuu Médicament et des produits de
santé (ANSM, agence remplacamfésaps3, le ZYVOXID® fait partie des médicaments sur la
liste du suivi national renforcé de surveillance bt motif suivant : « risque d’atteintes

hématologiques et risque d’acidose lactique ass@cige utilisation prolongée hors AMM ».
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IV.6 PK/PD

* Pharmacocinétique

Le linézolide est rapidement absorbé par voie iimale et présente une biodisponibilité
orale de presque 100% chez des volontaires saeite €aractéristique est tres intéressante
car elle permet, aprées administration de linézopde voie intraveineuse, un relais précoce
par voie orale sans aucun ajustement de dose.dilentent initié directement par voie orale
est également envisageable. Apres administratiatodes de 600 mg toutes les 12 heures par
voie orale, les concentrations plasmatiques massnall’équilibre (Gay sont de 15-27 mg/L
et sont atteintes entre 0,5 et 2 h aprés admitisirg&9). La prise orale de linézolide en
méme temps qu’un repas riche en graisse diminugd®nviron 20% et prolongenkx de 1-
2 h, mais n’affecte pas I’ASC. L’absorption oralest’ pas affectée par une co-administration
d’anti-acides. Une étude récente chez 8 adulteseptént une mucoviscidose a montré que la
biodisponibilité du linézolide était réduite a 8%5¥ez ces patients, en raison d’'une déficience
en enzymes pancreatiques.
L’état d’équilibre est atteint trois jours aprés adistration du schéma d’administration
biquotidien. L'administratiomer osou IV de 375, 500 et 625 mg de linézolide touéssli2h,
ont montré que les {Gx et les ASC du linézolide étaient proportionnellesaadose
administrée : la pharmacocinétique du linézolidedesc linéairg125)
Le linézolide est faiblement lié aux protéines platiques (30%). Il est métabolisé via une
oxydation hépatique mais n’est ni un inhibiteurynisubstrat des cytochromes P4586)Le
volume de distribution est d’approximativement de 4050 L ce qui correspond
approximativement au contenu total en eau du cdrpdinézolide posséde une tres bonne
pénétration tissulaire permettant une grande di¢edsapplications cliniques autorisées ou
encore hors AMM. En effet, aprés administration,litezolide est distribué a tous les
compartiments d’eau du corps et est trouvé darférdifts tissus et fluides biologiques
incluant la salive, le liquide céphalo-rachidiem)iuide broncho-alvéolaire, la graisse, les os

et les muscleg125, 196) Le linézolide présente une demi-vie d’éliminatiplasmatique
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d’environ 5-7 h. 30% de la dose administrée est sécrétée de manigrangée dans les
urines. Le reste est métabolisé au niveau extralenrénal en deux métabolites principaux
inactifs. Environ 55% sont excrétés dans les ureted0% dans les fécés sous forme de
métabolites. Aucun ajustement de dose n’est nécesgae ce soit lors d’'une insuffisance
rénale ou hépatiqu@ 34, 196) 30 a 40% de la dose sont éliminés par hémodialgsessitant
une administration post-hémodialyg2l, 72) Aucune intoxication au linézolide chez
'hnomme n’a été reportée dans la littérature aae jnais dans de tels circonstances, une

hémodialyse serait efficace.

e Pharmacodynamie
Le linézolide est un antibiotiqgue bactériostatiqamps-dépendant, lorsqu’il est administré
aux concentrations clinigues recommandées (600mg&iRtperf discontinue), avec une
diminution de I'inoculum bactérien de 1-2 log/24n ce qui concerne la pharmacodynamie
du linézolide, Mac Gowaf(il25) et Buchanan et g45) ont montré que le paramétre T>CMI
était le parametre PK/PD capable de prédire le mikefticacité antibactérienne du
linézolide. Ce résultat est le fruit de 'analyse données d’études réalisadmz I'animal.
Ainsi, pour un modele d’infection de la cuiss&.aaureushez la souris, une valeur T>CMI
égale a 40% a produit un effet bactériostatique petdant 24h. Dans un modele de
pneumonie &. pneumoniaehez le rat, les résultats ont démontré que T>CAMI% était le
meilleur parametre prédictif de la guérison.
Comme il peut étre attendu pour un antibiotiquerdequel T>CMI détermine la guérison
clinique, l'utilisation de perfusion continue a éé&tudiée et comparée a la perfusion
discontinue réalisée toutes les 12 heures. Ain€ialllon etal. ont montré dans un modeéle
d’endocardite aS. aureuschez le lapin(99) qu’une perfusion continue a deébit constant
permettait d’'observer une activité bactéricidedes souches de SARM avec un gainde 2 a 4

log UFC/g de végeétations par rapport a la perfusimeontinue, avec la méme posologie
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(dose simulant 'administration de 10mg/kg/12h cheamme). La perfusion discontinue ne
présentant qu’une activité bactériostatique.

Chez 'homme I'équipe deRayner et al (155) publia en 2003 une étude évaluant les
parametres PK/PD les mieux corrélés a l'efficaditetério-clinique du linézolide. Cette
analyse rétrospective, a été réalisée chez desnpatdultes fortement débilités, présentant
des complications infectieuses avec de nombreurudex de co-morbidités associés et inclus
dans un programme compassionnel (n=288). Ces [mtiecevaient une dose de 600mg de
linézolide per osou IV toutes les 12 heures. Les résultats de @tttde ont montré que
I'éradication bactérienne et la guérison cliniqt@ient le plus souvent corrélées de maniére
similaire aux paramétres: T>CMI et ASC/CMI. Cepemtdan pouvait observer des

différences spécifiques selon les tissus infeetdis, Tableau 3

Eradication bactérienne Guérison clinique

Septicémies ASC/CMI et T>CMI ASC/CMI et T>CMI

Infections de la peau et des ASC/CMI et T>CMI

tissus mous

Infections des voiegs ASC/CMI et T>CMI ASC/CMI et T>CMI

respiratoires basses

Infections osseuses ASC/CMI

Tableau 3Pharmacodynamie du linézolide chez I'hom{hg5)

Enfin le taux de guérison clinique le plus élev@udieu pour des valeurs de ASC/CMI situées
entre 80 et 120 et lorsque T>CMI était égal a 100 %

Le linézolide ne posséde pas d'effet inoculum différence de la vancomycine et il présente
un effet post-antibiotique court de 2 a 4 h pougritdections &. aureusa entérocoques et a

S. pneumoniae
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Enfin & des concentrations sub-inhibitrices, le Zoii&le présente des caractéristiques
immunomodulatrices : il agit sur les facteurs deileince, tels que coagulase et hémolysine
produits parS. aureus en modifiant leur expression et il augmente lasgslité a la

phagocytos€33).
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V. DAPTOMYCINE (DAP)

V.l  Découverte et présentation de la molécule

La daptomycine est un produit naturel provenanh@datinomyceéete du sol, comme la plupart
des antibiotiques utilisés en clinique a ce jouwtféomycine, vancomycine, teicoplanine,
tétracyclines, céphalosporines, rifamycine.(5). Le micro-organisme a l'origine de la
daptomycine Streptomyces roseosporus étéisolé a partir d’'un échantillon du sol du mont
Ararat (Turquie), par des scientifigues de lentigp pharmaceutique Eli Lilly. Cet
actinomycete sporulant produit un complexe d'antigues lipopeptidiques. Des
modifications au cours d’'un mécanisme de fermeottatpar clivage enzymatique de la longue
chaine peptidigue naturelle de ces molécules, péécylation par une chaine d’acide
décanoique et formation d’'un cceur peptidique cyeliopnt permis d’obtenir la daptomycine.
La figure 4 présente la structure particuliere de ce compoaéranycligue comprenant 13
acides aminés (partie hydrophile), dont 10 formantycle, et une chaine d’acide gras linéaire

n-decanoyl (partie hydrophobg)75).

@ Gh’o Asp
'_3' D-Ser
' peaa
© 3pe-Gly
© RS
G kT &
2
2 Thid Gy
o C-As
(5] Trp
@ Eon

Figure 10.Structure de la daptomycine
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Il s’agit donc d’une molécule amphiphile avec uharge moléculaire totale anionique a pH
neutre (quatre résidus acides : trois acides agpast et un acide glutamique 3-méthylé ; un
résidu basique : ornithine) et un haut poids mobkioell(1621 g/mol). Suite aux résultats des
premiers tests d’efficacit@ vivo et de faible toxicité chez I'anim&B)(63),Eli Lilly décida de
lancer le développement clinique de cette molécuks premiers essais cliniques chez
'homme commencerent dans les années 1980 et 1@00'&ude de la daptomycine
administrée par IV. Apres administration de 4 mglegix fois par jour, des effets indésirables
séveres impliquant le systéme musculo-squelettigaeec mise en évidence d'une
augmentation des taux de créatine phosphokinask)(Cléciderent la firme a suspendre les
essais cliniqueg176). En raison d'une trop petite fenétre entre effiga@t sécurité, la
direction du service de recherche et développemembaladies infectieuses d’Eli Lilli stoppa
le développement générale de la molécule et 'attipie fut mis « sur le banc de touche ».
En 1997, I'entreprise Cubist Pharmaceuticals, rache licence de développement de la
daptomycine ainsi que les droits de commerciatisaét repris les essais. Des études chez le
chien montrerent alors qu’'une administration uniguetidienne de daptomycine IV était
capable de minimiser les effets indésirables inyglig le systéme musculo-squelettidlié3).

Sur la base des résultats de nouveaux essais el phase 1, 2 et 3, la daptomycine est
alors considérée par I'agence de sécurité sanidaiseproduits de santé des Etats-Unis (Food
and Drug Administration, ou FDA) comme efficacenen toxique aux posologies de 4 et 6
mg/kg, en une administration quotidienne, dans rhlteiment respectif des infections
compliquées de la peau et des tissus mous (apfobah 2003) et des bactériémies

(approbation en 2006))(70).
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: Fuite ionique
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Figure 11 Schéma représentant le mécanisme d’action de tardgpine. D’apres(138, 174).
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V.2  Mécanisme d’action

La daptomycine, premier représentant de la classdigopeptides cycliques a étre utilisé en
pratique clinique, présente un mécanisme d'actiogue totalement dépendant du calcium. Il
a été clairement établi que le calcium permet @alatomycine de s'insérer et de s'accrocher a
la membrane cytoplasmique des bactéries, étapatetigepour I'activité antimicrobienne de
cet antibiotiqug63). En I'absence de calcium, la daptomycine a une curat&gon minimale
inhibitrice (CMI) supérieure a 64 pg/mL tandis quésence de 0,34 mM, 2 mM et 5 mM de
Ca2+ les CMI diminuent progressivement de 2 a Q,&25 pug/mL(105). Les ions divalents
C&"* créent un pont entre les charges acides de lamigpioe lui permettant d’agir comme un
peptide cationique capable de se lier aux acides gle la membrane cytoplasmique
bactérienne par des liaisons électrostatiq(E34, 174) A ce jour les connaissances sur le
mécanisme d’action de la daptomycine sont les steégg93, 138, 174). la daptomycine
pénétre le peptidoglycane de la paroi puis les &S se lient & I'antibiotique et entrainent
une premiere oligomérisation et la formation de eiés qui jouent un réle de véhicule
délivrant de hautes concentrations de daptomycisguja la membrane cytoplasmique de la
bactérie. Au niveau de cette membrane bactérieimeraction daptomycine/Ga avec les
charges négatives des phospholipides de membradeit iun second changement
conformationnel de la daptomycine qui induit unégahérisation et une insertion plus
profonde dans la membrane avec formation de pdrestération de lintégrité de cette
membrane, entrainant une fuite des iofsirKra-cellulaires aboutissant & une dépolarisation
membranaire. Ce mécanisme mene a l'inhibition deyiahése des protéines, ARN et ADN et
finalement a une mort rapide de bactérie sansdgsterienngFigure 11).

L’action directe sur la bicouche lipidique membriamasuggere que la daptomycine pourrait
agir indépendamment de la phase de croissanceribaci& ou de I'activité métabolique
cellulaire. Les premiers résultats d’étudiesitro de l'activité bactéricide de la daptomycine
sur des bactéries en phase stationnaire, en a&@bgsance chimique, ou dans un contexte de

biofilm bactérien confirment cette hypothése etpatent d’envisager fortement I'utilisation
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future de cet antibiotique dans le traitement etfoprévention des infections associées a des

dispositifs médicaux tels que des cathéters opaehése$119, 129)(2)

V.3  Spectre d’activité et résistance

» Spectre d’activité

La plupart des bactéries GP sont habituellemergilsies a la daptomycin&taphylococcus
aureus(incluant les souches meéticilline-résistantes stseuches de sensibilité diminuée aux
glycopeptides), staphylocoques a coagulase négatbteptococcus agalactiae, S.
dysgalactiae, S. pyogenes, S. pneumofirrduant les souches résistantes aux peénicilljnes
Enterococcus faeciunet E. faecalis (incluant les souches d’entérocoques résistantes aux
glycopeptides). La daptomycine est également astivdes bactéries GP anaérobies comme
les Clostridium spou Propionibacterium acnegl62) En 2012, le CA-SFM renseigne un seuil

critique de sensibilité uniquement pour les soud®s. aureus CMI <1 mg/L.

» Résistance
Les bactéries GN sont naturellement résistantes daptomycine en raison du haut poids
moléculaire de la molécule empéchant le passag/@rs les porines de la membrane externe
de ces bactéries. En ce qui concerne les BGP,tudeié vitro a été réalisée pour déterminer
I'’émergence de la résistance a la daptomycine.aug t'apparition spontanée de mutants
résistants était trés faible (<10 pour S. aureus<10® pour S. epidermidis Enterococcus
faecalis Enterococcus faeciuret <102 pour Streptococcus pneumoniae), les CMI des
mutants sélectionnés présentaient une augmentedlativement modeste par rapport a la
souche parentale (CMI 8 a 32 fois supérieure) anpavaison avec les données des autres
antibiotiques. La daptomycine restait bactéricidete tous les mutants a 8 fois la CMI et ces
mutants ne présentaient pas de résistance croiegaimcomycine ou a I'ampicillin€L69).
Depuis le début de son utilisation en pratiqueiglia en 2003, quelques cas de souches non

sensibles a la daptomycine ont été observées odaecium, S. epidermidiséticilline-
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résistant et SAMR92, 121, 128, 170Des cas cliniques impliquant des soucheS .daureus

de sensibilité diminuée a la vancomycine (VISA)tesua un traitement prolongé par
daptomycine etvice versaet se soldant par des échecs thérapeutiques afgngent été
rapporteg55, 127) Des observations cliniques similaires ont étgitéscpour des infections a
entérocoquegl?2l, 137).Les hypothéses tentant d’expliquer ces cas dsta@se croisée a la
vancomycine et a la daptomycine, se fondent sginlarité des sites d’action de ces deux
molécules: en effet, elles doivent toutes les deenétrer a travers la paroi de peptidoglycane
des BGP avant d’atteindre la membrane cytoplasmiguese trouve leur cible d’action. Pour
rappel, la vancomycine est un antibiotique de kss® des glycopeptides, se fixant aux
extrémités D-alanine-D-alanine terminales des ps&saus penta-peptidiques impliqués dans la
synthése du peptidoglycane des parois bactériefireegté démontré que I'épaississement de
la paroi bactérienne était une caractéristigue conardes souches VISAs, bloquant ainsi la
pénétration de la vancomycine jusqu’a proximitdadmembrane cytoplasmique, ou se trouve
sa cible. La daptomycine est une molécule de haigispooléculaire (1621 Da), comme la
vancomycine (1486 Da), ce qui laisse supposer ussgue difficile des parois de
peptidoglycane aussi épaisses que celles des soWtBA, bloguant également l'atteinte de la
membrane cytoplasmique. L'équipe de @tial a établi une corrélation directe entre une
sensibilité diminuée a la daptomycine et a la vanane et un épaississement de la paroi
bactérienne chez 53 souches 8e aureus(55). La daptomycine ne serait donc pas
I'antibiotique de choix dans le traitement des atifans aS. aureussi une sensibilité diminuée

a la vancomycine (ou a la teicoplanine) est sugpeou documentée. Une autre étude a
présenté quant a elle une souché&daureugésistante a la vancomycine (souche connue sous
le nom « Michigan MRSA », CMI = 1,024 mg/L) maisulbement sensible a la daptomycine
(CMI = 0,25 mg/L). La différence de sensibilité &Mancomycine et a la daptomycine chez
cette souche pourrait s’expliquer par le fait quedsistance a la vancomycine n’est pas due a
un épaississement de la paroi bactérienne, maspaékence du genen Adu transposon

Tn1546, responsable d’une modification de la cibiéme de la vancomycine, différente de
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celle de la daptomycine. Aucune diminution de Iasgalité a la daptomycine suite a
'administration préalable d’antibiotiques autresegla vancomycine n’a été rapportée a ce
jour. Dans les cas de sensibilité diminuée a laataypcine, des associations avec d’autres
antibiotiques, tels que la gentamicine ou la rifasima, sont a envisag€s4).

Les mécanismes de résistance exacts des bacténies a daptomycine n’ont pas encore été
clairement identifiés. Cependant une étude récant@ontré que certaines mutations du
génome bactérien, liées a des modifications de tirenales phospholipides de la membrane
cytoplasmique bactérienne, sont associées a unenudion de la sensibilité a la
daptomycing24). Ainsi I'équipe de Ariaset al. a révélé sur une souche clinique
d’Enterococcus faecaligsistante a la vancomycine, que les mutations géne codant pour
une enzyme du métabolisme phospholipidiqgue (gédpD) et d'un géne codant pour une
protéine de membrane (géndaF) étaient nécessaires et suffisantes pour entrainer
résistance a la daptomycine. Enfin une résistamsa-spécifique, limitée aux poumons, a été
mise en évidence: la daptomycine n’'a pas présent&itdees de non-infériorité par rapport
aux traitements standards dans les essais clinjppieant sur le traitement des pneumonies
acquises communautairg¢$48) Des étudesn vitro ont montré que la daptomycine est
séquestrée dans le surfactant pulmonaire bovirai@atnt une inhibition de son activité

antibactériennél68).
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V.4 Indications cliniques

Depuis janvier 2006, la daptomycine posséde uneriaation de mise sur le marché (AMM)
dans plusieurs pays membres de I'Union EuropéeBRtie.y est distribuée par Novartis
Pharmaceuticals, qui a obtenu les licences eurogéemt elle est commercialisée sous le nom
de spécialité Cubicfhpour le traitement des infections suivantes deiltaq15):

. Infections compliquées de la peau et des tissus 1fioB$M). La dose recommandée
est de 4 mg/kg administrée en une fois toutes lelse2des, pendant 7 a 14 jours ou jusqu’a
résolution de l'infection.

. Endocardite infectieuse (EI) du cceur droit dug. @aureusLa dose recommandée est
de 6 mg/kg administrée en une fois toutes les 24rdse La nécessité d'un traitement
supérieure a 14 jours est fonction du risque deptications estimé pour chaque patient.

. Bactériémie &. aureudorsqu'elle est associée a une El du cceur drait une ICPTM.

La dose recommandée est également de 6mg/kg/jour.

La daptomycine est efficace uniquement sur les B&Pcas d'infections polymicrobiennes
pouvant comporter des BGN et/ou certains typesadtebes anaérobies, Cubicin® doit étre

associé a un ou plusieurs antibactérien(s) adapté(s

V.5 Tolérance

Il existe un risque de toxicité musculosquelettigeévere concernant l'administration de
daptomycine. Lors des études de phase | et llafg#aoinycine a été associée a des élévations
importantes de créatine phosphokinase (CPK) lordgusosologie étudiée était fractionnée en
deux ou trois doses par jour. Cependant lorsquedteses sont administrées a 24 heures

d’intervalle, cette augmentation des CPK est évitée
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Figure 12.Courbes des concentrations plasmatiques de dapitoengn fonction du temps,
apres 1 jour (A) et 4 jours (B) d’administrationraveineuse quotidienne chez des volontaires

sains. D’apre$32).
Dose Proportionality

1600 -

1200 -

ar
E
E
g Bog |
)
|
< 400 & AUC day 7
®  AUC day 4
— regression B* =093
Q- i i i
o 5 10 15
Dosa (ma/ka)

Figure 13 Corrélation entre I'AUC a I'équilibre et la doadministrée de daptomycine selon les
données des études de Dvoratilal. (4 a 8 mg/kg/jX61) et de Benvenutotal. (6 & 12 mg/kg/j)

(32) chez des sujets sains.
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Le muscle cardiaque semble épargné par cetteittoxiont les mécanismes ne sont pas encore
élucidés. Une surveillance des CPK plasmatiquesdesic recommandée a [linitiation du
traitement et a intervalles réguliers. Le taux deKQoit étre dosé plus fréequemment chez les

patients ayant un risque élevé de développer urupatlyie.

V.6 PK/PD

* Pharmacocinétique
Chez des volontaires sains, la pharmacocinétiqigueede la daptomycine est linéaire et dose
proportionnelle pour des doses de 4 a 12 mg/kgradtrées par injection intraveineuse unique
journaliere pendant une durée allant jusqu'a 14sjq@8R, 61) Selon I'étude réalisée par
Benvenutoet al (32), la demi-vie d’élimination plasmatique 1(d) de la daptomycine est
indépendante de la dose administrée et de la diuégaitement (voirFigure 12). Ty |
environ 9h, est longue, avec une faible variatioterindividuelle. De plus, I'aire sous la
courbe concentratiomstemps (ASC) a I’ équilibre augmente proportionaeént a la dose
administrée Figure 13). Toujours selon cette méme étude, I'ASC a I'Blowg est de 747
ug.h/mL apres administration de 6 mg/kg/j et de 4@4h/mL aprés administration de 4
mg/kg/j en perfusion IV de 30 minutes. Les concamdns plasmatiques maximales (Cmax),
atteintes a la fin des 30 minutes de perfusion, sEnt98.6ug/mL et de 57.8ug/mL,
respectivement. Un long effet post-antibiotiquevivo a été mis en évidence (5h pdar
aureuset 10h pourS. pneumoniad)l60) Ceci pourrait expliquer I'efficacité du schéma de |
dose unique journaliére. Des études sur des mod&fgrimentaux animaux ont également
montré que la daptomycine n’était pas absorbée dassproportions significatives apres
administration orale. Une forme galénique pour austriation orale n’est donc pas disponible.
La daptomycine se lie fortement aux protéines pégmes humaines (90% de liaison en
moyenne) de maniére réversible et indépendanta dersentratiorf116). Son faible volume
de distribution (0.1 L/kg) est lié a ses caractigpes physico-chimiques : avec une polarité

élevée, une faible lipophilie, un haut poids moléasel et un taux élevé de liaison aux
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protéines plasmatiques, la distribution de la daptine se limite essentiellement au
compartiment plasmatique et diffuse de maniéeretdendans le compartiment extra-vasculaire
(152, 191) Elle présente un métabolisme hépatique et sygtenfaible voir inexistant (pas
de métabolisation par les cytochromes P 450, CYPdbfQ’'a pas de potentiel d’'induction ou
d’inhibition des principales isoformes de CYP450n% il semble peu probable que la
daptomycine présente des interactions pharmacdguiest avec des médicaments métabolisés
par ces isoformes du CYP450 et administrés siméiteemt (142) La daptomycine est
éliminée essentiellement par filtration glomérwaiEnviron 50% de la dose est retrouvé de
maniere inchangée dans les urines et environ 5%xesété dans les fec€479).Une étude a
montré que la daptomycine était sujetteedfliix via les transporteurs P-gpde macrophages
humains, réduisant ainsi son accumulation intratste et son activité contre les bactéries
phagocytées. Ceci suggéere qu’'une administrationaroitante d’'inhibiteurs de P-gp pourrait
moduler favorablement l'activité de la daptomycidans les infections a staphylocoques
difficiles a traiter et pour lesquelles la suruigracellulaire de ces bactéries peut jouer un réle
dans la chronicité de I'infectiof120) Cependant il ne faut pas exclure que ces inhitstde
P-gp, également présents au niveau rénal, poutrdiemnuer la clairance rénale de la
daptomycine et amplifier les risques d’effets seeamed de type myopathie. L'interaction avec
des médicaments inhibiteurs de P-gp (tels que rapamil) est donc a surveiller et le
développement de nouveaux dérivés de la familleligepeptides cycliques n’étant pas ou

faiblement reconnus par les P-gp semble étre upmelpe intéressante a étudier.
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Figure 14 Etude de la bactéricidia vitro de la daptomycine et de la vancomycine sur une
souche dé&. aureusATCC 25923. D’'apre$36)
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Figure 15 Relation entre les différents paramétres pharmadiques de la daptomycine et
le nombre de CFU d&. aureusATCC 25923 dans un modele d’infection musculaies d
cuisses de souris neutropénigues. Aprés 24h deenraint par daptomycine. (a) Pas de
corrélation entre le temps pendant lequel les aunatons en daptomycine (totales et libres)
sont supérieures a la CMI (T>CMI) et le nombre deUC(b) Bonne corrélation entre les
rapports  Gna/CMI et ASG.an /CMI, et le nombre de CFU. D’apregl60)
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A ce jour, des essais cliniques ainsi que des étuékrospectives, des cas cliniques et des
modéles de simulatiom vitro suggérent une bonne tolérance de la daptomycinedases
quotidiennes recommandées (4 et 6 mg/kg/j) ainsl da’hautes doses (jusqu’a 12

mg/kg/j) pour des durées de traitement prolongd€). Quelques patients ont cependant
présenté une élévation significative des CPK sésigaecompagnée de myalgie lors de
I'utilisation de doses supérieures a 6 mg/kg/j.riéadu traitement par la daptomycine a mené

a la résolution des symptom@®2).

* Pharmacodynamie
La daptomycine présente une activité bactéricipalea(99,9% de mort cellulaire en 1 heure ;
SAMS ou SAMR) et concentration-dépendante conseBléP. Comme nous pouvons le voir
sur laFigure 14 |'augmentation des concentrations de daptomycimdassouche étudiée se
traduit par une augmentation proportionnelle deviteésse et de la profondeur de la
bactéricidie. La vancomycine présente, quant a efie efficacité bactéricide dépendante du
temps d’exposition a I'antibiotiqui6).
Des étudesn vivo sur un modeéle d’infection musculaire chez la souéutropénique ont
montré que les rapports\G/CMI (ou Qlnax quotient inhibiteur maximum) et A3G4h/CMI
(ou ASIC) pour la daptomycine étaient les paramsefP&/PD les mieux corrélés a une
efficacité contre des souches standardS.daureug122, 160) (Figure 155elon ces études,
le rapport Ga/CMI doit atteindre une seuil d’environ 100 et k@pport ASG.24n /CMI

d’environ 500 pour obtenir une efficacité bacté&atigue.
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VI. ETUDES EXPERIMENTALES

VI.1 Introduction et objectifs

e Introduction
Ni le linézolide, ni la daptomycine ne posséderegour dAMM pour une utilisation en
ophtalmologie, cependant nombreuses de leurs éasditjues les ont rendu éligibles pour
notre travail expérimental : le linézolide et lapttanycine présentent un spectre d’activité
antibactérienne important sur les bactéries a Quasitif (majoritairement impliquées dans
les endophtalmies bactériennes aigués), une atficaar les bactéries multi-résistantes (dont
les souches résistantes a la vancomycine) et uramsége d’action particulier et unique
diminuant le risque de résistance croisée aveaut®s classes d’antibiotiques. De plus les
résultats de la littérature taintvitro qu’in vivo,chez I'animal et chez 'homme, montrent que
ces molécules sont des options thérapeutiquesessi@ntes en termes d’efficacité et de
tolérance en cas d’échec des traitements habitdeis les infections profondes et séveres
que sont les endophtalmies aigli€s aureus.
En ce qui concerne le linézolidesa pénétration oculaire a été étudiée dans il
inflammatoire chez 'homme aprés administration(d4) et per os(68, 151).Les résultats
ont souligné la capacité du linézolide a atteindies concentrations inhibitrices émg/L),
dans les fluides agueux et/ou vitrés, pour la ptugas pathogenes Gram-positifs impliqués
dans I'endophtalmie bactérienne aigiie. Cependant des études conduites chez I'homme,
les concentrations vitréennes n’étaient pas mesuwhez les mémes patients au cours du
temps, pour des raisons éthiques évidentes. llaih’éonc pas possible d’obtenir des
conclusions précises sur la pénétration oculairdirdizolide. Une étude de la toxicité du
linézolide administré par voie IVT sur la fonctigisuelle avait été réalisée sur des yeux de
lapin. Les résultats ont montré que le linézolithtédien toléré mais I'étude concernait des
doses trés faibles d’antibiotique (jusqu’a 300udgffl) (60). Aucunes données n’étaient
publiées sur des dysfonctionnements visuels lig@essaloses plus élevées de linézolide, telles

gue les neuropathies optiques observées apreés iattation par voie oral€74). En ce qui
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concerne la daptomycinele cas d’'un seul patient présentant une endaplgandogéne a
SAMR a été publig165). Les résultats ont montré que les concentratiotiéenines de
daptomycine atteignaient 28% des concentrationg|uses, apres administration IV d'une
dose de 10 mg/kg. Seule I'équipe de Comeal. a publié une étude sur l'efficacité et la
toxicité de la daptomycine dans un modéle expériatatiendophtalmie. Les résultats ont
montré qu’une injection IVT de 0.2 mg de daptomgc#tait efficace et non toxique dans un

modéle d’endophtalmie &. epidermidishez une espece de lapin pigmegbtb.

e Objectifs de nos travaux
Afin d’étudier la pénétration du linézolide dans Hifférents compartiments de I'ceil, nous
avons dans un premier temps travaillé sur des |Hains :
Quelle est la pénétration intraoculaire du liné®iadministré par voie topique ?

Quelle est la pénétration intraoculaire du linéladministré par voie orale ?

Dans un deuxiéme temps, nous avons mis au poimagdele d’endophtalmie expérimentale
aS. aureuxhez le lapiret nous avons réalisé deux études paralleles :

Quelle est l'activité bactéricide du linézolide papport a la vancomycine (traitement de
référence), administrés par voie IVT ? et quellel'astivité bactéricide de la daptomycine

par rapport a la vancomycine, administrés par iie?

Une analyse de la pharmacocinétique et la pharnyaeotie de ces deux antibiotiques dans
les yeux de lapins infectés est présentée ainsnguétude de leur toxicité intrinseque sur les

tissus intraoculaires et sur la fonction visuelle.

Nous avons utilisé le lapin,comme modéle animal expérimentalcar il est adapté a
I’évaluation de I'activité, de la toxicité et de fpdnarmacocinétique des antimicrobiens dans
I'oeil (27, 30).En effet, les différentes structures de I'ceileeptésence des barrieres hémato-

oculaires sont comparables a celles de I'eeil hunfagnplus, la taille du globe oculaire, le
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volume d’humeur vitrée (entre 1 a 1,5 mis 5mL chez 'homme) et la vitesse de
renouvellement de 'humeur agueuse permettent destipns précises dans les différents

compartiments et des prélévements répétés d’ huaggiause et d’humeur vitrée
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VI.2 Etude de la pénétration intraoculaire du linéolide chez le lapin sain

ARTICLE N°1 : LINEZOLIDE ADMINISTRE PAR VOIE TOPIQUE

Dans cette étude nous avons instillé a la surface okil de chaque lapin (n=24), soit une
goutte unique de linézolide (100ug de linézolid®) sne goutte répétée toutes les 15 minutes
pendant une heure (dose totale de 400 ug de lidézoDes échantillons d’humeur aqueuse,
d’humeur vitrée, de conjonctive, de cornée et ae sat été prélevés a différents temps chez
les animaux. Les concentrations en linézolide daess échantillons ont été déterminées a
I'aide d’'une méthode par CLHP en phase inverseégédux tissus oculaires, mise au point
préalablement dans notre laboratdik#).

Les résultats ont montré qu’apres administrationnd’ goutte unique, la concentration
maximale moyenne dans I’humeur aqueuse était de @@l alors qu’elle atteignait 2,18
mg/L apres administration de gouttes répétées. Denyeux de lapins recevant des doses
multiples, les concentrations de linézolide au aivele la cornée et de la conjonctive étaient
comprises entre 3 et 5 pug/g de tissu apres 1 etrzsiel e linézolide pénétre donc dans tout
le segment antérieur de I'ceil aprés administrgb@nvoie topique. Par contre, la pénétration
dans I’hnumeur vitrée était négligeable et indétaetdans le sérum des lapins.

D’aprés les données de cette premiere étude,datibn du linézolide sous forme de collyre
serait envisageable dans le traitement des infectomulaires superficielles (type kératite) a
bactéries sensibles. Le linézolide n’atteignant f[gashambre postérieure de I'ceil apres
administration par voie topique, nous n’avons pasrguivi I'étude de cette forme galénique

dans la prise en charge thérapeutique d’'une endiopktaigué &. aureus.
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ARTICLE N°2 : LINEZOLIDE ADMINISTRE PAR VOIE ORALE

Dans cette deuxiéme étude, nous avons tout d’abegderché la dose de linézolide a
administrer chez le lapin afin de mimer au mieusxdencentrations sériques retrouvées chez
I’'homme apres administration orale d’'un comprimé66 mg. Cette adaptation posologique
a éeteé possible grace aux données sur la linéaité pharmacocinétique sérique du linézolide
(125).Les lapins ont ensuite été répartis en deux grodiséiacts : 'un recevant la dose orale
adaptée de maniére unique (120mg), l'autre recedemtdoses multiples (120 mg toutes les
12h pendant trois jours, afin d’atteindre I'étaégliilibre des concentrations plasmatiques).
Des échantillons de sérum et d’humeur vitrée antétlectés a 0, 30, 45 minutes et 1, 2, 4, 6,
8 et 12 heures suivant 'administration de linéd®Iichez les lapins.

Il apparait dans cette étude que le linézolide fpérdans I'ceil sain apres administration par
voie orale. Les concentrations maximales de lindeothez le lapin apparaissent, comme
chez ’lhomme, a 0,5-1h dans le sérum{Geunr= 13,9 mg/L apres une dose unique giC
serum= 18,0 mg/L aprés des doses multiples), et a 2ls dhomeur vitrée (Gax vire= 3,0
mg/L aprés une dose unique efaCuire = 4,5 Mg/L aprés des doses multiples). La demi-vie
d’élimination du linézolide est de 4h, dans le sget dans I'humeur vitrée et quelque soit le
schéma thérapeutique. Les ratios de pénétratioraioeU/ASG.1on dans I'humeur vitrée /
ASCy.1on dans le sérum x 100) atteignent 49,3 % aprés ase drale unique et 53,6% apres
des doses orales multiples.

Afin d’évaluer I'activité antibactérienne potenteele ces concentrations en linézolide dans le
traitement d’'une endophtalmie a bactéries a Grasitijacnous avons analysé les parametres
PK/PD suivants : T>CMI, Qlx (Cha{CMI) et ASC/CMI. Selon les résultats d'une étude
rapportée par Mac Gowdh25), T>CMI serait le meilleur parametre prédictif de I'eftide

du linézolide dans un modele d’infection de la saig&S. aureushez la souris avec un seull

bactériostatique efficace de 40%. Dans notre étapi@s I'administration d’'une dose unique,
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T>CMI dans le sérum atteint 50% pour des CMI allantyizs@ mg/L tandis qu’il atteint
100% pour des CMI de 4mg/L a I'état d’équilibre.r3a’humeur vitrée, apres une dose
unique, T>CMI atteint 50% pour une CMI =1mg/L, tendu’il atteint 83% pour des CMI
allant jusqu'a 3 mg/L aprés des doses multiplesasitigérant, que la CNJ moyenne du
linézolide pour les staphylocoques a coagulase tivégast de 1 mg/L (programme de
surveillance ZAAPS35)), une dose unique de 120 mg par voie orale es gudgfisante pour
permettre un effet bactériostatigue des souchesorit@jement responsables des cas
d’endophtalmie bactériennes aigééi contraire, un schéma thérapeutique de dosetphes!
permet d’atteindre des concentrations vitréenndge esteux administrations assez élevées
pour envisager une guérison de ce type d’infectintta-oculaires. Selon Craig et &.3), le

QI max dans les cas d'otite est aussi prédictif de laigog clinique que le T>CMI pour les
béta-lactamines méme si cette classe d’antibiotegtetemps-dépendante. La valeur cible
pour une guérison clinique est un QI max de 5. Dwige étude, le pic moyen de linézolide
dans I'’humeur vitrée a I'état d’équilibre fournib @I de 4,5 pour une CMI de 1mg/L. Enfin,
en ce qui concerne le parame®C/CMI, que ce soit en considérant les valeurs d’ASC dans
le sérum ou dans I'humeur vitrée, aprés une dospierou une dose multiple, la valeur cible
comprise entre 80 et 120 déterminée chez 'homnestjamais atteinte pour des souches
avec une CMI <1 mg/L.

Malgré ces résultats encourageants, les concamtsabiculaires obtenues apres administration
de la posologie de linézolide recommandée par woie ne répondent pas a tous les pré-
requis PK/PD établis pour cet antibiotique a cealestdes connaissances de la littérature.
L’administration d’'une dose orale de linézolidengiigativement plus élevée n’est autorisée
par aucune autorité de santé et les risques deittbxassociée (atteinte hématologique,
acidose lactique ou neuropathies observées lorgraiemments prolongés par linézolide) ne
peuvent étre ignorer. Au contraire les hautes aunagons mesurées dans I'ceil aprés des
injections IVT sont bien tolérées, comme montréligande de I'activité électrophysiologique

de la rétine apres injection IVT de linézoli¢3). Ainsi, un schéma incluant une injection
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IVT suivie d’'une thérapie orale adjuvante pour nemir des taux efficaces a long terme dans
I'ceil est a considérer pour le traitement des id@s oculaires séveres bactériennes a Gram
positif. Une évaluation de l'efficacité clinique dimézolide sur un modéle expérimental
d’endophtalmie aS. aureusest nécessaire pour confirmer [l'utilité de ces @asn
pharmacocinétiques. En effet, la pharmacocinétaugaire du linézolide dans un ceil infecté

peut étre sensiblement différente de celle d’'unsagi.
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VI.3 Etude de l'efficacité et de la toxicité du LZD et de la DAP dans un modele

d’endophtalmie aigué aS. aureuschez le lapin

MATERIEL ET METHODES (commun pour les articles n° 3 et n°4)

* Mise au point du modéle expérimental d’endophtalmiehez le lapin

Nous avons choisi de développer un modéle d’indacintraoculaire &taphylococcus aureus
Cette espéce bactérienne est la deuxiéme espguenseble des endophtalmies aiglies post-
opératoires chez | ‘homme apreés les staphylocoguemgulase négative. Notre choix s’est porté
sur cette espéce car les infectior aureusont plus séveres, en raison de leur virulencgéle
liée a la production de protéines de surface (jpuenréle dans I'adhésion des bactéries aux
épithéliums), de nombreuses toxines (entérotoxims$oliatines, leucotoxine de Panton et
Valentine...) et d’enzymes favorisant la disséminatienia bactérie dans I'organisme en luttant
contre les mécanismes de défense de I'héte (astiragation, inhibition du chimiotactisme, lyse
des leucocytes, dégradations cellulairesl.a)souche deS. aureusutilisée dans cette étude a été
isolée au laboratoire de bactériologie des HUSadirpd’'un échantillon d’'ulcere de cornée
(grattage cornéen) d’'un patient hospitalisé. Catteche est résistante a la méticilline et sensible
a la vancomycine, au linézolide et a la daptomy¢irableau 4 et I'étude du profil toxinique a
révélé la présence d’entérotoxine de type A etskalge de la leucocidine de Panton et Valentine

(Tableau 5.
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Tableau 4CMI de I'oxacilline, vancomycine e

t daptomycineupda souche d&. aureus

étudiée
Souche Phénotype CMI (mg/L) Sensibilité
Staphylococcus aureus SAMR VAN-S, DAP-S  Oxacilline > 2 R
(ATCC 29737) Vancomycine=0.5 S
Linézolide = 2 S

Daptomycine = 0.064 S

Abréviations?VAN, vancomycine ; DAP, daptomycine ; SAMR, aureusnéticilline-

résistant®R : résistant; S : sensible

Tableau 5Profil toxinique de la souche & aureustudiée

Souche Toxiné Technique Presence (+)/
Absence (-)

Staphylococcus aureus LUKFPV, LUkSPV Immunoprecipitation -
(ATCC 29737) EtA (méthode d’ -

EtB Ouchterlony) -

SEA Agglutination +

SEB passive reverse sur -

SEC latex a l'aide d’un kit -

SED de détection de -

toxines (Oxoid,
Dardilly France )

& LUkFPV and LUkSPV = protéines F and P de

la lewlpneide Panton-Valentine; EtA et

EtB = toxines exfoliatives A et B; SEA, SEB, SECSED, = entérotoxines A, B, C, D

Cette soucha été ensemencée sur des geéloses Columbia a 58agldes mouton (géloses COS,

bioMérieux, Marcy I'Etoile, France) et incubée
37°C. 500 Unités Formant Colonies (UFC)

directement dans le secteur postérieur de

pantl8 a 24 h dans une atmosphére aérobie a
dans uruwa de 0.1 mL ont été injectées

I'ceilt dite tous les lapins. Ces suspensions

bactériennes ont été préparées a partir de coldei@saureugprélevees sur un milieu de culture

de 18 a 24 h et diluées dans une solution
bactérien de chacune de ces suspensions ont
de contrbles non-infectés.
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L’investigation clinique des yeuxa été conduite par un ophtalmologiste, selon t#éres de
Nussenblatt(141) Pour résumer, un premier score représentait ¢esnthges du segment
antérieur et des annexes avec cing niveaux deigveér un deuxiéme score représentait le
segment postérieur également selon cing niveaoksarves a I'aide d’un ophtalmoscope direct
(Hein€®). L'addition de ces deux scores constituait lersadinflammation oculaire (sur une
échelle de 0, indiquant un état oculaire normaivisde valeurs croissantes représentant une
sévérité augmentant jusqu’a un score maximum de’'&dophtalmie était diagnostiquée pour

un score de Nussenblatt supérieur ou égal a 2.

* Protocole expérimental

Une fois I'endophtalmie diagnostiquée (voir détdd I'examen clinique des yeux), tous les
lapins ont recu une injection IVT de 0.1 mL d'aitijue ou de BSS dans I'eeil droit infecté.
Les animaux ont été répartis au hasard (randomigatians différents groupes : six groupes
traités et un groupe non traité. Deux groupes delapins ont recu respectivement 0,2 mg ou
1.0 mg de daptomycine. Trois groupes de 8 lapirisregu respectivement 1, 10 et 30 mg de
linézolide par IVT. Enfin un dernier groupe, com@@galement de 8 lapins et considéré comme
le groupe de référence, a recu 1,0 mg de vancomywan IVT. Dans le groupe non traité, 0,1
mL de BSS a été injecté a quatre animaux (group®)BiSes yeux gauches contrbles n'ont pas
recu d’injection. Le jour O (JO) correspond au joler cette injection IVT d’antibiotique ou de
BSS. Tous les yeux ont été cliniquement examind8, a2, J4 et J7. Des échantillons de 50 a
100 pL d’humeur vitrée ont été prélevés de maniépetée dans les yeux droits de tous les
animaux, et a difféerents temps afin de réalisercamptage bactérien et/ou un dosage des
concentrations résiduelles d’ antibiotiques. Undutal bactérienne réalisée sur les échantillons
d’humeur vitrée des yeux gauches contrbles prélaviisa été réalisée. Tous les animaux ont été

finalement euthanasiés a J7.
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Analyse histopathologique des yeux

Juste apres euthanasie, quatre animaux de chagugegont été énucléés, pour une évaluation

histopathologique des yeux. Une lecture des lam&e aéalisée par un pathologiste hospitalier

et un score a été appliqué selon les données peésattans l&ableau 6 (144)

Tableau 6 Graduation histopathologique de la sévérité eledophtalmie

Grade

Cornée

Description

Chambre antérieure

Humeur vitrée

Rétine

Pas d’infiltration pan

Normale

Pas d'infiltration

Normale

[72)

0 des cellules par des cellules
inflammatoires inflammatoires
Infiltration partielle | Partiellement remplie | Présence de cellule®artiellement
1 de I'épaisseur de la|par de la fibrine, pas denflammatoires non|infiltrée et
cornée par des cellules inflammatoiresréparties en abces | nécrotique, zone
cellules focaux normales de la
inflammatoires rétine visibles
Infiltration de toute | Partiellement remplie | Partiellement Totalement
> I'épaisseur sur par de la fibrine, remplie par des infiltrée et
certains segments |présence de cellules |infiltrats de cellules| partiellement
par des cellules inflammatoires inflammatoires en |nécrotique, pas
inflammatoires abces de zone normale
mais certaines
couches intactes
Infiltration de toute | Totalement remplie paicComplétement Totalement
3 I'épaisseur par des |de la fibrine, cellules |remplie par des nécrotique,

cellules

inflammatoires

inflammatoires

infiltrats

inflammatoires

aucune couche

intacte
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» Dosage des antibiotiques dans le sérum et I'humeuitiée des lapins
En ce qui concerne les dosagedidézolide dans I'humeur vitrée des lapins, nous avons utilisé
la méme méthode de dosage par CLHP citée précédar(iig
Pour le dosage de ldaptomycine plusieurs méthodes de dosage dans le sérum par
chromatographie liquide a haute performance (CLIdR) été publiées dans la littérature
scientifique(77, 178) Ces derniéres nous ont servis de point de dppartle développement et
la validation d’'une méthode de CLHP capable de tijimmla daptomycine dans des échantillons
d’humeur vitrée, en prenant en compte les partité du matériel spécifigue de notre
laboratoire. En raison de sa faible teneur en pre$e 'humeur vitrée pourrait étre directement
utilisable en vue du dosage d’antibiotiques partdelniques chromatographiques. Cependant,
en raison de la contamination bactérienne et dwtl'@otentiellement inflammatoire des
échantillons d’humeur vitrée a doser, nous avoabsgune étape préalable de précipitation des
protéines avant dosage. Les échantillons d’huméungevde lapin ont été stockés a - 80°C
jusqu’'a analyse. Aprés décongélation a températumbiante, I'étape de précipitation des
protéines est la suivante : 50 puL d’humeur vitrée &8 mélangés avec le méme volume du
mélange méthanol:acétonitrile 1:2 (v/v). Aprés &oseles de vortex, suivies d’'une rotation lente
pendant 10 min a 30 rpm, ce mélange a été cerdgrffegdant 5 min a 10 000 g. Enfin, 20 uL du
surnageant ont été injectés dans un systéme CLétRimpenc® (Shimadzu USA Manufacturing
Inc., Canby, OR, USA) comprenant une pompe LP-2@aTn détecteur UV-visible SPD-20A.
Un injecteur manuel du modéle RheodynéRheodyne, Rohnert Park, CA, USA) a été utilisé
avec une boucle d’injection de 20 uL. La séparatbromatographique a été réalisée grace a
une colonne en phase-inverse C18, 150x4.6 mm, 3Uptisphére Interchiff (Interchim,
Montlugon, France), avec une phase mobile compdage mélange isocratique de tampon
phosphate 20mM, 40% d’acétonitrile, et un pH ajust®.5 avec de I'acide phosphorique. Un
débit de 1.0 mL/min a été utilisé et la détectiogt@réalisée a une longueur d’'onde de 224 nm.
Sous ces conditions, le temps de rétention de jdodgcine était de 7,5 min. Le logiciel

Solution ShimadzZ¥ (Shimadzu France, Champs sur Marne, France) auiiéé pour
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'acquisition et le traitement des données. La tkmie quantification de cette technique de
dosage de la daptomycine dans I'humeur vitrée é&i0,5 pg/mL. La méthode était linéaire
pour des concentrations allant de 0,5 a 500 pgawe¢ un coefficient de corrélation de 0,999.
Des contrbles standards de qualité ont été prémanésoncentrations finales de 1, 50 et 250
pg/mL. Les exactitudes intra- et inter-journalieree la méthode étaient comprises
respectivement entre 92,0 et 102,9% et entre A3WE5%. La précision de la méthode est
caractérisée par de coefficients de variation cisrgmtre 0,98 et 3,58% et entre 2,66 et 3,03 %
respectivement pour les précision intra- et inberalieres.

Enfin les concentrations dencomycinedans I'humeur vitrée ont été déterminées, quatiea e
par dosage immunoenzymatique en phase homogéna-E/iDrug Testing System, Siemens,

USA). Les échantillons hémorragiques d’humeur eitvéat été exclus de I'étude.

» Evaluation de l'intégrité fonctionnelle de la rétire (ERG)

La réponse électrique de la rétine a la lumiérie sul’administration IVT de linézolide et de
daptomycine, a été évaluée par des enregistrenggsitctrorétinographie. Cette réponse,
appelée électrorétinogramme (ERG), est la tradugfiobale du potentiel d'action mesuré de
part et d’autre de la rétine. En 1933, Granit aeni®vidence chez le chat anesthésié a I'éther
trois composantes de 'lERG nommeées PI, Pl et éflfonction de leur ordre de disparition
(80). La somme algébrique de ces trois composanteseduinsance a trois ondes appelées a,
b et c. Quatre types cellulaires produisent lesggales composantes de I'ERG, les
photorécepteurs, les cellules bipolaires, les adlule Miller et les cellules de I'épithélium

pigmentaire rétinien.

73



il B

Anplitude Amplitude
| nie
1 B P b
/_ ando o
i — ) T T
S searis = SEGDRles
H“"‘-—-._.__ A ondo s ]li\_//

Figure 16 Réponse électrorétinographique des cellules o#ilze.
A. Les composantes de I'électrorétinogramme selamiGrl933.B. électrorétinogramme,

formé par la superposition de ces trois composantes

Onde a
C’est une onde précoce et négative résultant gedipolarisation des segments externes
des photorécepteurs. Son amplitude varie avectégsa d’apparition de I'onde b. L'onde a

correspond au début de la composante PlIl de Granit

Onde b

L’'onde b est fortement positive mais son originbutaire est encore discutée. En effet,
I'origine de I'onde b a tout d’abord été attribuéax cellules bipolaires (Hashimoto et al,
1961). Quelgues années plus tard, la contributies cellules de Miller a été établie
(Newman & Odette, 1984). Actuellement de nombredtedes tendent & démontrer que les
cellules bipolaires seraient les cellules majadtaient impliquées dans la formation de I'onde
b (88, 107)alors que la contribution des cellules de Millerag limitée(88, 193) D’'autres
cellules telles que les cellules amacrines ou édisiles ganglionnaires pourraient également
étre impliquées dans la formation de I'ond@ 83).

Globalement, I'onde b serait le reflet d'une dépektion des cellules bipolaires. Elle
représente au mieux l'intégrité fonctionnelle derdtine, car elle n'est présente que si les

photorécepteurs sont intacts et seulement si lasimsgsion synaptique entre les
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photorécepteurs et les cellules bipolaires estecter L'onde b correspond a la composante

Pll de Granit.

Ondec

C’est une onde tardive et globalement positivee Efit la somme de deux composantes de
latence et de durée similaires : une composantddPlie et négative qui trouve son origine
dans la rétine neurale et une composante positverge par les cellules de I'épithélium

pigmentairg88). L’'onde ¢ correspond approximativement a I'onde® Granit.

L’électrorétinographie permet d’évaluer I'intégrité fonctionnelle de la rétine.Lors d’'une

dégénérescence des cellules rétiniennes, la trasiemisynaptique est réduite conduisant

ainsi a une diminution de I'intégrité fonctionnetle la rétine.
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ARTICLE N°3 : LINEZOLIDE ADMINISTRE PAR VOIE INTRAVITREENNE

Parmi les trois groupes de lapins traités par bhde (1, 10 et 30 mg de linézolide
administrés par une injection IVT unique), seulgleupe ayant recu 30 mg de linézolide
(LZD 30) présentait une efficacité équivalente eauge ayant recu le traitement de référence
d’l mg de vancomycine (VAN 1). Précisons que laedds 30 mg était la dose maximale
administrable dans notre modele en raison de latelinde solubilité de la poudre
d’antibiotique utilisée. Ainsi dans le groupe ayastu 1 mg de linézolide (LZD 1), ni les
scores clinigues et histopathologiques, ni le caggbactérien, n’étaient différents du groupe
contréle positif, infecté mais non traité (p>0.0R)ans le groupe ayant recu 10mg de
linézolide (LZD 10), la moitié des yeux (4/8) etdiestérilisés 4 jours aprés l'injection IVT
d’antibiotique. Une re-croissance bactérienne arudg@ été observée chez deux yeux a 7
jours post-injection avec des scores cliniquesnetamptage bactérien semblables a ceux du
groupe contrdle positif (p>0.05). Seul le groupeDLZ0 a permis d’obtenir une stérilisation
de tous les yeux (8/8) aprés 4 jours. Un éche@ aléservé sur un oeil dans le groupe de
référence VAN 1 (7/8). Apres 7 jours, une re-crais® bactérienne a été observée sur un oeil
dans chacun de ces deux groupes. Une améliordiiigue nette a été observée dans ces
deux groupes. Pour le groupe LZD 30, les résuttatbétude histopathologique montrent que
I'architecture des couches rétiniennes était caddser Des cellules inflammatoires
polynucléées et des lymphocytes ont été observésldavitré avec quelques amas de fibrine
mais il n'existait pas de micro-abces. La cornéat &’aspect normal et de rares cellules
inflammatoires ont été retrouvées dans la chambiériaure. Les résultats de 'ERG n’ont
pas montré de modification de 'ERG 1 jour et ldrgaprés administration IVT d’'une dose

de 30 mg de linézolide par rapport aux yeux coag@ains de chaque lapin, nous permettant
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de conclure que le linézolide a une dose de 30 'aitgre pas l'intégrité fonctionnelle de la
rétine.

Face a I'absence d’efficacité bactério-clinique deses de 1 mg et 10 mg de linézolide dans
ce modele, nous avons étudié la PK/PD oculaireeti@arttibiotique: tout d’abord, la demi-vie
d’élimination du linézolide dans I’humeur vitrée esurte et a été réduite de moitié, passant
de 4 h dans I'eeil sain (voir article n°2) a 2 h slficeil inflammatoire, contre 48 h pour la
vancomycing(145). Ensuite, les concentrations vitréennes du lindeattaient supérieures a
la CMI de I'antibiotique pour la souche étudiée (@) pendant plus de 60 % du temps entre
deux administrations dans tous les groupes deetnaiit, mais nous n'avons pas noté de
corrélation entre ce T>CMat une efficacité bactério-clinique pour LZD 1 eIl 10. De
méme pour le rapport ASC/CMI, qui malgré un raté&stsupérieur au seuil recommandé dans
la littérature n’était pas corrélé a une efficacit@&rapeutique. Il semble donc que les
parametres pharmacodynamiques prédictifs de I'agtantibactérienne du linézolide dans les
autres modeles d’infection &. aureusne soient pas applicable a ce modele expérimental

d’endophtalmie.
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ARTICLE N°4 : DAPTOMYCINE ADMINISTREE PAR VOIE INTRAVITREENNE

Dans cette étude, une injection IVT unique de Og2da daptomycine n’'est pas suffisante
pour stériliser tous les yeux de lapin tandis ga’imjection IVT d'1 mg de daptomycine ou
de vancomycine a permis d’éradiquer l'infectionranbculaire. La demi-vie d’élimination
terminale (T2 ) de la daptomycine dans I'humeur vitrée s’est l@véconstante et
indépendante de la dose administrée (38,8 et 40e3dectivement apres administration de
0,2 et 1 mg de daptomycine), ainsi que signifi@atient plus longue que celle de la
vancomycine (20,5 h). Concernant la pharmacodyna®iéa daptomycine, il a été montré
que l'efficacité bactéricidan vivo de la daptomycine vis-a-vis & aureugtait bien corrélée
avec les rapports {a/CMI et ASG..4/CMI. Ces données proviennent cependant d’études
réalisées sur un modele d’infection des tissus nehez la souris aprés administration sous-
cutanée de daptomycin@22, 160) Aucune étude n'a décrit a ce jour les parameétres
pharmacodynamiques relatifs a I'efficacité de lptdemycine dans un cas d’infection oculaire
et sur la base des concentrations intraoculairealdec Dans notre modéle expérimental
d’endophtalmie, des valeurs tres élevées des repre/CMI et AUCq.24/CMI n’étaient
pas corrélées a une activité bactéricide satisfeegaour une dose de 0,2 mg de daptomycine.
Enfin, en ce qui concerne I'étude de la toxicitélare de la daptomycine : les résultats du
score de Nussenblatt et de I'analyse histopathglegiont montré que la dose d'1 mg de
daptomycine directement injectée dans I'ceil limittinflammation clinique de I'ceil et
préservait I'architecture des structures oculait@se maniére supérieure aux deux autres
groupes de traitement. A la suite de cet articlsysnavons réalisé des enregistrements
d’électrorétinographie aprés une injection IVT dy.me daptomycine sur des yeux sains. 4
lapins ont été soumis aux mémes procédures quescatllisées pour le linézolide dans

I'article n°3. Les résultats (vofigure 17) montrent qu’a J1, la fonction de la rétine ingern
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(onde b générée par la composante pll) est forteairee voire presque inexistante (fleche
bleue) alors que celle des photorécepteurs estoumij présente (onde a

« légéerement négative », généree par le débutdmniposante plll) méme si elle montre déja
des signes d’altération (amplitude réduite et sompgatif décalé dans le temps, voir fleches
violettes). Les deux réponses flicker (scotopiqueh®topique) sont inexistantes, indiquant
une fonctionnalité fortement altérée de la rétireetracé photopique, inexistant pour les yeux
traités, ainsi que les potentiels oscillatoires tomnt cette altération de la fonction de la
rétine interne. En résumé a J1, la fonction détiae interne est presque inexistante alors que
celle des photorécepteurs (rétine externe) esbuiosijprésente méme si elle montre des signes
d’altération. A J14, la composante plll a compléetaindisparu. Les tracés obtenus sont
totalement plats (fleche orange) avec une absemrwld’'a. Ces premiers résultats montrent
que la dose d'1 mg de daptomycine administrée Yardltére significativement l'intégrité

fonctionnelle de la rétine.
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Figure 17 Electrorétinogramme apres injection intravitréediiang de daptomycine sur un modele de lapin Newatatel
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VI.4 Discussion et perspectives de la partie 1

Au cours de ces différentes études, nous avoniséaal nombre répété de ponctions dans les
yeux de chaque lapin. Une des limites de cettéqu@t est que chacun de ces prélévements
modifie le volume total de liquide dans la chaménéérieure (humeur agueuse) et/ou dans le
segment postérieur (humeur vitrée) de I'ceil, entmaf une sécrétion répétée d’humeur
agueuse, mécanisme naturel de renouvellement giggds intraoculaires. Une dilution du
contenu de ces compartiments pourrait ainsi étspormsable d’'une diminution de la
concentration réelle en antibiotique. La poncti@nsl ces deux compartiments est un acte
invasif pouvant étre également responsable d’'upire des barrieres hémato-oculaires et de
dommages sur les tissus oculaires, c’est pourquaes mous sommes attaché a exclure les
échantillons hémorragiques de toute analyse eomraigs potentielles conséquences de la
rupture de ces barrieres sur le phénomene d’élinmale I'antibiotique et sur les résultats
des examens cliniques et histopathologiques. Le&i glés concentrations vitréennes en
antibiotique au cours du temps, de maniere indiliduehez chacun des animaux, nous a
permis d’éviter le biais des variations interindivelles lors du calcul de parametres
pharmacocinétiques. Enfin dans les études n°34tla°méme procédure ayant été realisée
pour le groupe avec le traitement de référence @ragcine 1 mg en IVT), les perturbations

devraient avoir lieu dans les méme proportions diauns les groupes.

. L’article_n°1 présente les premiers résultats publiés concertanpénétration

intraoculaire du linézolide apres administrationr pa@ie topique. Les principes actifs
administrés par cette voie doivent tout d’abordspas travers la cornée ou la conjonctive
avant d'atteindre 'humeur aqueuse de la chambtérianre de I'ceil. Le passage de ces
barrieres anatomiques nécessite des molécules @ct@a amphiphile (groupements
hydrophiles et lipophiles). Le linézolide présemtette propriété physico-chimique, tout
comme les fluoroquinolones, largement utilisées dentraitement et la prophylaxie des

infections du segment antérieur de l'oeil. Paruddesla distribution du médicament depuis



I’'humeur aqueuse dans les tissus environnants ¢oips ciliaire et cristallin) et le corps vitré
prend en compte trois potentiels obstacles : &tifim active du médicament a la mélanine de
I'iris et du corps ciliaire(133, 147)(ce n'est pas le cas dans notre étude puisque nous
travaillons sur des lapins albinos), la fixationdas protéines de I'humeur aqueuse, et
I'élimination rapide due a la vitesse élevée du uwetiement de 'humeur aqueuse, dont le
flux (du corps ciliaire vers la chambre antériedeel’oeil) s’oppose a celui du médicament.
Le corps vitré ne recoit ainsi que peu de substarmtives en provenance de I'humeur
agueuse et sa consistance gélatineuse s’'ajoute ¥it@sse de diffusion peu élevée. Le
linézolide, comme les autres antibiotiques displesila ce jour, ne permet donc pas, apres
administration par voie topique, d’obtenir des atcations vitréennes suffisantes pour

envisager le traitement des infections du segmesiegeur de I'ceil.

. Dans l'article n°2, bien que le linézolide montrait une importante pétidn dans le

segment postérieur de I'ceil sain apres administigiar voie orale, I'analyse PK/PD ne nous
permettait pas de préedire l'efficacité de ce schéh#&apeutique dans le traitement des
endophtalmies bactériennes. Par la suite il estrapdans notre modéle expérimental
d’endophtalmie &S. aureuschez le lapin (article n°3), que seules des cdnagons de

linézolide trés élevées, atteignables uniquementvpe intravitréenne, étaient capables de

stériliser des yeux présentant une endophtalrBieaareus

. A la lecture des résultats dlarticle n°3, nous pouvons conclure que le linézolide
présenterait dans l'ceil infecté, une activité d'ergutét concentration-dépendante que
temps-dépendante, puisque des doses élevées smeHsaiées pour obtenir une activité
bactéricide satisfaisante. L’étude de I'éliminatamulaire du linézolide a permis de mettre en
évidence une diminution de sa demi-vie d’éliminatieerminale dans le modele
d’endophtalmie &. aureuqTy2¢= 2h) par rapport au modéle avec il sai§FE 4h). I

n'est pas possible d’apporter ici d’explicationggses a cette différence car les mécanismes
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impliqués dans I'élimination oculaire du linézolide sont pas connus a ce jour. De plus
notons que le calcul de ce parametre pharmacoguetans les deux études a été réalisé en
considérant des concentrations vitréennes en liméztkes différentes et sur des périodes de
temps tres différentes. Au sujet de I'étude phaodgeamique oculaire du linézolide, nous
avons montré que les parametres PK/PD (T>CMI et/&80) du linézolide et leurs valeurs
seuils bien corrélées a une efficacité bactérimplie dans d’autres modeéles infectieux
(endocardite, pneumopathie...) n’étaient pas appksablans notre modele expérimental
d’infection du segment postérieure de I'ceil. Cesultdts pourraient s’expliquer par la
présence d’'un privilege immunitaire dans I'ceil, tienbut est de limiter la mise en place des
mécanismes d’inflammation capable de perturberrdmsparence du trajet optique. Ce
contexte immunitaire particulier a I'ceil pourraitréé@ & l'origine de la re-croissance
bactérienne rapide de cet antibiotique bactériggtatmalgré des concentrations locales en
linézolide tres élevées. Des études complémentagmesbien sur nécessaires pour apporter
une réponse a ces questions. Enfin malgré une effisace élevée (30mg), les études de
toxicité oculaire du linézolide ont montré I'absend’atteintes histologiques des différents
tissus oculaires et de perturbation de la fonctisuelle, faisant de cette molécule une
alternative toujours prometteuse dans le traiterdestendophtalmies bactériennes aiglies a
Gram positif. Le développement d’'une nouvelle forengélénique a usage ophtalmique reste

a envisager.

. Dans l'article n°4 'augmentation des doses de daptomycine amélieféchcité

bactéricide de I'antibiotique, ces résultats sont faveur d’'une activité concentration-
dépendante de la daptomycine dans le compartimetdice L'échec de la dose de 0,2 mg
de daptomycine est surprenante car les concentsatitréeennes correspondantes étaient
environ 2000 fois plus élevées que la CMI de latalagcine 24h aprés l'injection et 47 fois
plus élevées apres 7 jours. Or plusieurs étudeseptant des modeles de pharmacodynamie

in vitro et in vivo, montrent qu’une efficacité bactéricide maximagt ebtenue pour des
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antibiotiques concentration-dépendants (tels que dminosides et les fluoroquinolones)
lorsque les concentrations au pic,4@ sont 10 fois supérieures a la Ck88, 82, 112)De
plus I'analyse des parametres pharmacodynamiques leurs valeurs seuils a atteindre pour
obtenir une efficacité bactério-clinique de la dapycine dans d’autres types d’infections
tissulaires n’était pas applicable a notre mod&adbpthalmie. Afin d’expliquer la nécessité
d’atteindre des concentrations en daptomycineél@ses dans I'’humeur vitrée pour obtenir
une bactéricidie locale, nous proposons les hygethéuivantes : la premiére hypothése
s’appuie sur des données selon lesquelles la lia®na daptomycine aux protéines
environnantes aurait un effet sur son activité drégitle. Garrisoret al (75) ont évalué I'effet
de la liaison aux protéines plasmatiques sur Viétibactéricide de la daptomycine vis-a-vis
deS. aureusen utilisant un modeéle de pharmacodynaimigitro. Une simulation des courbes
concentration en fonction du temps obtenues chez phgients recevant 6 mg/kg de
daptomycine en IV, a été réalisgevitro en présence et en absence de 4% d’albumine. Les
temps moyens nécessaires pour tuer 99% des colbmisaureusttaient respectivement de
0,3 h et 0,9 h sans et avec I'albumine. Ainsi,denposition de I'hnumeur vitrée, trés riche en
protéines, dans les yeux infectés et inflammatgmsrait influencer I'activité bactéricide de
la daptomycine, puisque seule la forme libre deldptomycine est activdJne deuxieme
hypothése est liée a I'activité calcium-dépendaletéa daptomycine : il a été démontré que le
cation divalent C& permettait & I'antibiotique d'interagir et de petier les membranes
bactériennes a l'origine de son activité bactéec@3, 138) Il serait donc intéressant
d’investiguer la concentration vitréenne erf'Cdans I'humeur vitrée des lapins infectés et
d’analyser son impact sur l‘activation de la moléclEnfin nous avons montré que la dose
efficace d’Img de daptomycine présentait une tt&ioculaire intrinseque. En effet, bien que
les résultats de I'analyse histopathologigue maomtnene préservation de I'architecture
rétinienne des yeux de lapin, I'analyse ERG réuelke altération significative de leur fonction

visuelle.
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Ces résultats divergent sur certains points aviade de Comest al. (51). Ces derniersnt
montré a l'aide d'un modéle d’endophtalmieSa epidermidisavec des lapins pigmentés,
gu’'une dose de 0,2 mg de daptomycine administregge IVT était efficace et non toxique.
Aucune croissance bactérienne n'a été deétectée ldangux infectés (7 yeux) 48 h apres
I'injection de cette dose d’antibiotique. Aucunediication de I'électrorétinogramme n’a été
observée a J14 et l'analyse d’histopathologie naintnne couche de photorécepteurs
préservée. Cependant aprés administration de dogeSieures de daptomycine (0,375 et
0,750 mg) une toxicité rétinienne intrinséque deldptomycine sur ceil sain a était mise en
évidence. Dans le cas de l'étude d'efficacité de daptomycine dans le modéle
d’endophtalmie, une différence majeure entre nas dgudes tient au choix de l'inoculum
bactérien (espece bactérienne et taille de l'incouinjecté) utilisé pour réaliser le modéle
d’endophtalmie sur les yeux des lapins : 2W6C/0.1mL deS. epidermidipour I'équipe de
Comeret al, versus 500 UFC/0.1mL d&. aureugpour notre étude. Cette différence pourrait
expliquer la différence d’efficacité retrouvée paume dose de daptomycine administrée
équivalente de 0,2 mg entre ces deux études. Delald#gférence d’espéce (Dutch belted vs
New-Zealand) et de poids (respectivement 2,2 akg,versus3 a 4 kg) entre les lapins
utilisés pourrait étre responsable d’une variatsignificative du volume vitréen total des
différents animaux testés. Dans le cadre de I'étled®oxicité intrinséque de la daptomycine,
les modifications de I'électrorétinogramme obsesvée J14 dans I'étude de Coradral.
aprés administration de 0,375 et 0,750 mg de daytiom étaient similaires a celles que nous
avons observé dans notre étude a J1 aprés I'adratioa d’'une dose de 1 mg : 'ERG n’était
pas plat et une onde a « négative » était toujptgsente. Par contre en ce qui concerne
I'analyse histopathologique des yeux, les résultitsnos deux études divergent. En effet
Comeret al. ont mis en évidence une diminution modérée voir absence totale de la
couche des photorécepteurs tandis que nous n'apass noté de modifications de
I'architecture rétinienne apres administration @&wose supérieure. Ces résultats mettent en

avant la nécessité d’associer des études d’éléttrographie aux études d’histopathologie
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par coloration a 'hématoxyline-éosine pour étudigiteinte des structures rétiniennes. Pour
conclure, I'absence de données sur les concentsatitnéennes de daptomycine dans I'étude
de Comeet al manque fortement pour établir une réelle comparade nos deux études.

En perspective de cette étude, des études compignesnsont nécessaires pour établir une
dose IVT de daptomycine efficace mais non toxidbe.plus la pénétration oculaire de la
daptomycine aprés administration systémigue pae \oiraveineuse reste a étudier afin
d’obtenir des données sur le passage des barrenemto-oculaires par cette molécule
amphiphile et plus lipophile que les glycopeptides présence de P-gp au niveau de la BHR
pouvant étre un frein a la pénétration intraoceldie la daptomycine. A ce jour un seul cas a
été publié et a montré une pénétration de 28% deapéomycine dans I'humeur vitrée apres
administration IV chez un patient présentant unephthimie endogéne a SAMR65). Ces
données doivent cependant étre confirmées. Une @eada pénétration de la daptomycine
administrée par voie IV dans un ceil saersusun ceil inflammatoire permettrait également
d’évaluer les modifications pharmacocinétiques @i directement de la réaction

inflammatoire locale, comme il a pu étre observénuniéere caractéristigue dans le cas

d’autres antibiotiques.

. Ces différentes étudesnettent en avant les particularités de la PK/PD adaire de

ces antibiotiques :Les parameétres PK/PD établis a ce jour, aussi fpem le linézolide que
pour la daptomycine, ont été évalués pour prédieffidacité thérapeutique de ces
antibiotiques dans certains types d’infectionautases, a partir des concentrations sériques et
aprés administration par voie systémique. Nous awtesen évidence grace a notre modele
d’endophtalmie &. aureuschez le lapin, que ces parameétres PK/PD ainsieus seuils a
atteindre n’étaient pas directement applicables darsadre des infections intra-oculaires.
L’ceil, ce compartiment profond de I'organisme humairésente une anatomie complexe et

des caractéristiques physiologiques influencargctiédment la PK/PD des antibiotiques. Le
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profil pharmacodynamique de ces molécules danohepartiment vitréen doit étre étudié

précisément dans des études complémentaires eimandl.

En ce qui concerne les concentrations tres élededinézolide et de daptomycine observéees
pour obtenir une bactéricidie efficace dans notoglée d’endophtalmie &. aureudarticles
n°3 et n°4), nous proposons ici une derniére hygsehl'existence d’uneffet matrice dans
I'hnumeur vitrée des yeux de lapin infectés, respbles de modifications conformationnelles
affectant le pourcentage de la forme stable etvedatu linézolide et de la daptomycine. La
structure 3D de ces deux molécules dans ce congateculier pourrait étre étudiée par

spectroscopie RMN ou par cristallographie.

. Afin de diminuer la dose IVT de linézolide et depttancyine a administrer chez

'homme, il serait également intéressant d’invastigune synergie de bactéricidie de ces

deux molécules associées a d’autres molécules afdilEnnes.
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PARTIE 2 :
IRM, USPIO et arthrite bactérienne aigué

‘L_I'H
I '\-1_'_1- L

Représentation schématique de nanoparticules superagnétiques avec leur corps d’oxyde
de fer et leur enrobage de surface. Il s’agit d’umage obtenue par microcospie électronique
a transmission de Carmen Vogt, Royal Institute @fhinology, StockholrfiL53].
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IRM ET RESONANCE MAGNETIQUE NUCLEAIRE

L'imagerie par résonance magnétique (IRM) est ueehriigue d’imagerie médicale

d’apparition relativement récente (début des ann&880) reposant sur la résonance
magneétique nucléaire. L'examen IRM n’irradie pasuget, est non invasif et correspond a la
méthode de diagnostic la plus puissante et lagBusible disponible actuellement. Cet ouitil
permet d’obtenir des images de tissus a l'intérdwrcorps humain en 2D et en 3D, plus
précises que celles obtenues par un scanner. ledog@ement des nanomatériaux (super)-
paramagnétiques a ouvert la voie a de nouvelleicapipns dans le domaine de I'lRM. Dans
le cadre de ce travail, ce sont les nanoparticsiggerparamagnétiques d’oxyde de fer qui

nous ont intéressés.

I.1. Le principe

La Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) exploitiaieque le noyau de certains atomes
possedent un moment magnétique . Seuls les atameesun nombre impair de nucléons
(protons et neutrons) possédent un magnétismeairelH, °C, *°F, 3'P). L’hydrogéne est
un élément abondant dans les tissus biologiqued, @a niveau de l'eau des liquides
organiques que des graisses.

En I'absence d’'un champ magnétique statique puistesnoyaux d’hydrogénes possedent
tous des moments magnétiques p individuels orieatéshasard qui S’ajoutent en une

aimantation totale lyinulle.
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Figure 18 Moments magnétiques p des différents noyaux d’lg@me d’un volume de tissu
biologique a I'état naturel. Ces moments magnésiqgomnt orientés au hasard et leur somme

correspond a une aimantatiory Nulle. D’apreq7).
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Cependant, en présence d’'un champ magnétique mnaf@ dirigé arbitrairement selon un

axe 0z, les moments magnétiques des protons vopteadme des orientations, soit alignés
dans le sens deyBspin paralléle ou fondamental, de basse énegpé)dans le sens opposeé
(spin antiparallele ou excité, de haute énergie).srientant, les moments magnétiques
décrivent également un mouvement de précessionvgnuent de rotation décrivant un cone)

autour de I'axe de &Figure 19).

Figure 19 Moments magnétiqgues p des noyaux d’hydrogéne ddlurme de tissu biologique
placé dans un champ magnétique Bl'équilibre, 'aimantation totale lyest paralléle a 8

D’apres(7).

Du fait de leur meilleur stabilité au niveau fondantal, les spins paralléles se retrouvent en
léger exces, créant une aimantation nucléaireetdfiablétectable en RMN. Mest définie par
deux composantes : lI'aimantation longitudinale &t I'aimantation transversale {M A
I'équilibre, M. est maximale et Mest nulle. Pour pouvoir détecter les signaux dedsix
composantes, il est nécessaire de rompre cet l@guilPour cela, on appligue un champ
magnétique radiofréquence,Btres bref et perpendiculaire ap, Bdans le plan xy).
L’aimantation My va étre déséquilibrée et se retrouver dans le gplaou elle va étre
mesurée : le nouveau champ est appelé M. Il faut pela que la fréquence de I'onde radio
soit telle que I'énergie apportée soit équivalenta différence entre les deux états d’énergie
des noyaux d’hydrogéne, on parle alors de fréqudagésonance.
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Apres l'arrét du champ B1, l'aimantation M va rewenson état fondamental et rejoindre son

état d’équilibre suivant I'axe 0z en décrivant tnédice de rayon décroissamtigure 20).

a b C d €

Figure 20 a) Représente le champylvant I'émission du champ magnétique radiofréquence
B1. b) Déplacement du champoMn M perpendiculairement a B la fin de I'impulsion
radiofréquence. A l'arrét de;Ble champ M va rejoindre sa position d’équilibreretrouvant

sa composante longitudinale. Mhaximale et sa composante transversajenile. D’apres
(10).

Bien que simultanées, on peut considérer la conmp@saansversale et la composante
longitudinale de relaxation de maniere séparéesp@le de phase de relaxation : I'énergie

restituée par le retour du systeme a I'équilibtauassignal de radiofréquence recueilli par une

antenne dans le plan xy.

[.2. Les temps de relaxation

* Larelaxation longitudinale (T1)
La repousse longitudinale correspond au retouétat Id'eéquilibre (niveau de basse énergie
avec des spins parallele) des spins excités. @xitaisse se fait selon une loi exponentielle
caractérisée par le temps T1 qui est le temps atdagjuel un tissu a regagné 63% de son
aimantation maximale aprés une impulsion a 90°e3tld(d a un transfert d'énergie entre le

proton et le milieu dans lequel il se trouve. It edenc caractéristique du tissu ou sont
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engagees les molécules d'’hydrogéne dont les protunsté excités. Le temps T1 est plus
court pour les tissus contenant de grosses mokcolemme lgraisseet on obtiendra alors
un hypersignd. En effet, le mouvement brownien de ces molécelslimité. Le transfert
d'énergie entre le spin et le réseau (milieu enwiaot) est donc rapide. Comme la relaxation

est rapide, |1 seracourt, et le signal sera intense.

» Larelaxation transversale (T2 et T2*)

La relaxation transversale correspond a une chutéideantation transversale suivant une
courbe décroissante caractérisée par le temps Z2sfle temps au bout duquel un tissu a
perdu 63% de son aimantation transversale maxintlagst également dépendant du tissu
dans lequel le proton se trouve. Pour les tissus $orme liquide €au) on obtiendra un
hypersignal. En effet, ces molécules ont un mouvement browimgortant. La relaxation
T2 sera dondente, ce qui entraine donc un signal intense.

Une composante de la relaxation T2 est la relanafi®*. Cette derniere correspond a la
relaxation liée aux hétérogénéités du champ mapgreeet est particulierement sensible a la

présence de fer.

La relaxation T1 / T2 contrdle le signal en IRM @st la clé du diagnostic.
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1.3 Le contraste intrinséque en IRM
Le contraste en IRM est la traduction du signal RbtNpixels de niveaux de gris différents.
Le blanc correspond a un signal élevé donc a uersignal. Le noir correspond a un faible
signal donc a un hyposignal.
Les parameétres pouvant influencer le signal en Hoht :

* Lestemps de relaxation T1, T2 et T2*

» Ladensité de noyaux d’hydrogene*

e La vitesse de flux des liquides

* Les parametres diffusionnels comme la températuta viscosité du milieu

Signal g

Graisse |  Blanc
(hypersignal)

Tissus Gris

I'l court

Eau Gris/Noir

Alr, 0s Noir
(hyposignal)

!Clll])‘-
Signal
Eau Blanc
(hypersignal)
Graisse | Gris clair
Tissus WEIH IS
. Air, 0s Noir
12 court temps (hyposignal)

Figure 21 Intensité du signal en IRM et temps de relaxatitre@ T2

93



1.4 La machinerie d’' IRM

L’IRM consiste a appliquer sur une partie du carps

. Un fort champ magnétique (B), généré pamn aimant principal statique et fixe. Les
aimants les plus couramment employés sont lesrélachants supraconducteurs. lls sont
constitués d’'une bobine rendue supraconductriceegea un refroidissement par hélium
liquide, entouré d’azote liquide. lls permettendlatenir des champs magnétiques intenses et
homogenes mais sont chers et doivent étre entret@gudierement (recharge de la cuve
d’hélium notamment). L’intensité de ce champ pipati constant et permanent, est exprimée
enTesla (T) et elle détermine la précision, la finesse deg@rsabtenues (rapport signal sur
bruit) et le temps d’acquisition de ces imagesisglevé est le champ magnétique, meilleure
est la résolution de l'image et plus rapide estdiasition. A I'heure actuelle, les machines
IRM commerciales les plus sophistiquées utilis&® champs magnétiques de 3T.

. Le champ Best graduellement varié dans le temps et I'espagefpomer ungradient

de champ magnétique, via lesbines de gradient de champ magnétiquell s’agit de trois
bobines métalliques (bobines x, y et z) enferméassdun cylindre en fibres de verre et
placées autour du tunnel de I'aimant, qui sontoéigine de la formation de gradients de
champs magnétique dans les trois directions dpdEs

La réalisation d’'un gradient de champ magnétiquampe de caractériser dans I'espace
chaque élément de volume étudié : la linéaritérddignt impacte donc la qualité des images.
But = placer I'échantillon non pas dans un chammdgene, sinon tous les spins nucléaires
résonneraient a la méme fréquence, mais dans utiegtade champs (3 directions
orthogonales, pour que chaque noyau, puisse rés@nmme fréguence dépendant de sa

position dans I'échantillon).

. Une antenne (bobinages de cuivre) émet simultanémeme onde
électromagnétique a haute fréquence (appelée sadiesou onde radiofréquence, RF),

exprimée en MHz, qui excite les protons du tissakbgique. A I'arrét de I'émission, les
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protons reviennent a leur position initiale. Lensigré émisest capté par une antenne
réceptrice et permet de localiser les noyaux régsndans I'échantillon. La chaine
radiofréquence comprend également le spectrométve @ recueil et I'analyse du
signal.

. La coordination des différentes étapes de I'exaeteles séquences, le
spectrometre, la reconstruction des images eplestrtraitement sont contrélés par un
systéme informatique interne et par les consolasagiisition et de post-traitement. On

obtient au final une image 3D présentée en coupE®ssives.
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AGENTS DE CONTRASTE

Le choix judicieux des parameétres instrumentauxngérd’optimiser le contraste mais pour
élaborer un diagnostic médical rapide et précis, agents de contraste sont indispensables.
lls augmentent le contraste, diminuent les tempecalisition (26, 90) et facilitent la
distinction entre les tissus sains et pathologigieair cela les agents de contraste en IRM
vont interagir sur les protons de leur environnetn€e n’est donc pas I'agent lui-méme qui
est détecté mais l'effet qu'il confere a son erdger L'accélération de T1 augmente
I'intensité du signal (agent positif et effet T1)l@accélération de T2 diminue lintensité du
signal (agent négatif et effet T2). Certains prtgldie contrastes, sont des molécules de taille
nanométrique. On parle de composés nanoparticsilaires’agit d’'un des rares domaine
médical ou les « nanotechnologies » ont abouti & gleduits commercialisés avec des
applications concrétes. Ces substances doivenhétreoxiques, biocompatibles et efficaces

a faible dose.

[I.1 Les composés paramagnétiques (effet T1)

Leur principe repose sur I'utilisation de I'ion gaitiium (G&), un lanthanide présentant un
moment magnétique électronique trés éleve, carriepte nombreux électrons non appariés.
Sous l'application d’'un champ magnétique exterae,rhoments magnétiques électroniques
de ces produits paramagnétiques vont influencemi@®ents nucléaires de chaque proton de
leur voisinage et changer par voie de conséquangetémps de relaxation : les temps de
relaxation T1 des protons de I'eau vont étre didghde maniere prédominante. Cet effet
paramagnétique est utilisé pour augmenter le cstetien IRM (on parle d’agents de contraste
positifs) et ainsi améliorer la détection de deda zones tout en diminuant le temps
d’analyse.

L’ion gadolinium présente une certaine toxicitéédalt libre. En effet, il entre en compétition
avec le calcium dans les processus calcium-dépendancorps humain et doit toujours étre

utilisé sous forme de chélate. Exemple du comp&atddOTA, DOTAREM (Figure 22)
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Figure 22 Acide gadotérique, Gd-DOTA, DOTAREM lon G&* chélaté par une molécule
organique macrocyclique : DOTA (acide 1, 4, 7, éba-azacycloDOdécane N, N', N", N"

Tétra-Acétique). D’apreés la brochure 2010 des latmires Guerbet.

Il existe sept agents de contraste a base de gadnlicommercialisés actuellement en

Europe (voirTableau 7).

Tableau 7Agents de contraste commercialisés en Europe adeagadolinium(181)

>

DCI
Nom de spécialitd (Dénomination Abréviations AMM
P Commune chimiques (UE et autres pays)
Internationale)
DOTAREM ®/ |Gadotérate Gd-DOTA UE
ARTIREM ® | méglumine
| Gadobénate Gd-BOPTA UE , Etats-Unis
MULTIHANCE ©| = _
diméglumine
GADOVIST® | Gadobutrol Gd-DO3A-BUTROL UE, Etats-Unis, Cang
o | Gadopentate Gd-DTPA UE, Etats-Unis, Japon
MAGNEVIST _ _
diméglumine
PROHANCE® |Gadoteridol Gd-HP-DO3A UE, Etats-Unis, Japo
OMNISCAN® |Gadodiamide Gd-DTPA-BMA UE, Etats-Unis, Japo

=)

Ces composeés se distribuent dans l'espace extrdedl sans présenter de spécificité

tissulaire. On obtient des images anatomiques awvexr différentiation des tissus mous

inégalée par les autres techniques d’'imagerie.
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[I.2 Les composés superparamagnétiques (effet T2)

Les composés superparamagnétiques sont des nacpart’oxyde de fer. A la différence
des composés paramagnétiques, ils affectent de eérmearprépondérante la relaxation
transverse des protons de I'eau en diminuant lgpdede relaxation T2 et en diminuant
I'intensité du signal des tissus. lls agissentaden tant qu’agents de contraste négatifs en

augmentant le signal négatif sur les séquences T2*¢73).

[1.2.1. Superparamagnétisme

Ces oxydes de fer sont a l'origine des substaneg®niagnétiques qui ont perdu leur
résonance magnétique a cause de leur petite (f@@f@meétrique) : lorsqu’ils se trouvent dans
un champ magnétique externe statique, les cristperparamagnétiques présentent un
moment magnétique tres élevé, mais cette aimantedioatourner & son état initial des I'arrét
du champ magnétique externe sans conserver de tisgeérésiduel. Les particules

superparamagnétiqgues ont une susceptibilité magrestifaculté magnétigue qu’a un

matériau a s'aimanter sous un champ magnétiquegrisupe a celle des composés
paramagnétiques permettant une sensibilité de ti#eplus importante. Cet effet est la

conséquence directe de la structure cristallinepguainet un couplage magnétique important
avec un alignement parfait des spins magnétigubgiduels. Les cristaux s’alignent et créent
un champ magnétique local trés intense qui dépheseprotons environnants avec un

raccourcissement important des temps de relaxafibres T2

11.2.2. Structure

Ces nanoparticules sont toutes constituées d’'upscororganique composé de cristaux
d’oxyde de fer, comme la magnétite {B¢) ou la maghémitey{Fe,O3) comprenant des ions
paramagnétiques (Fe F€"). Pour stabiliser ces nanoparticules dans leewmilbiologiques,
elles doivent étre modifiées en surface a l'aidendenrobage. Ce dernier, hydrophile, peut
étre composé de silice ou de molécules organigeestrdcture polymérique, telles que le
dextran (un polysaccharide naturel), polyéthyleyagl (PEG) ou des alginates.(113)
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Cette couche permet de moduler le devenir des @atoyes dans I'organisme en masquant
et en contrélant leurs propriétés de surface feagmatiques. Elle empéche la formation

d’agrégats entre les nanoparticules magnétiquesigiant ainsi de stabiliser les suspensions
in vitro (76). Enfin cette couche externe réduit les réactionsytiation ou de formation de

complexes ioniques qui pourraient avoir lieu audace du corps ferriqug 50).

~ Enrobage de
dextran

_ Cristaux
d’'oxyde de fer

Figure 23 Représentation schématique d’une particule d’oxialéer enrobée par du dextran

[1.2.3. Propriétés biologiques

Phagocytose cellulaire

Les agents superparamagnétiques ne sont plus degpienes des espaces extracellulaires
mais des marqueurs de lI'espace de diffusion déslelphagocytaires, principalement les
macrophages. Les organes présentant la plus hensité de macrophages résidents sont les
organes lymphoides (foie, rate, ganglions lymph&ssget moelle osseuse), les poumons et les
espaces péritonéaux et pleuraux. Ces organes soobpséquent un sieége privilégié de la
phagocytose dans l'organisme. En ce qui concerse nienoparticules de fer, divers
mécanismes de phagocytose ont éte dé&agnal et alont rapporté que la prise en charge
d’'une nanoparticule enrobée de dextran par desaplaages péritonéaux de souris était
médiée par une endocytose dépendante de réceptawengers (R)L54). Dans une autre
étude(69), de plus petites particules (20 nm) égalementlee® par du dextran ont été prises
en charges par pinocytose dans des macrophage®sirtvitro. La taille des nanoparticules
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et leur charge extérieure ont un rdle majeur surr pdagocytose et leur temps de circulation

dans la circulation systémiq&32) (Figure 24.)

Nanoparticules
’ t d’oxyde de fer
100nm  20hm
l |
Phagocytose Y

médiée par RS Pinocytose

4
"
@

e
e
!
L

# Récepteurs
Scavengers

Figure 24 Voies d’internalisation cellulaire des nanopartesut’'oxyde de fer

Cependant les détails de la prise en charge depaditules restent a élucider, et plusieurs
hypothéses sont discutées : endocytose par lesayt@scanguins activés qui migrent vers
les sites pathologiques ; transcytose a travemslthélium et migration dans les tissus suivie
d’'une endocytose progressive par des macrophagieamés ... De plus les USPIOs peuvent

également étre phagocytés, dans une moindre mesuird’autres cellulegl83-185).

Biodégradation

Les nanoparticules d’'oxyde de fer subissent les eséprocessus métaboliques que le fer
physiologique. Il a été démontré qu’aprés captatimacrophagique, I'enrobage était

progressivement dégradé puis éliminé, et que Ipscdioxyde de fer était progressivement
solubilisé dans les lysosomes macrophagi@Bg). Le fer ainsi libéré est ensuite intégré au

pool de fer de I'organisme (retrouvé au niveau'laénhoglobine).

Biocompatibilité/Toxicologie

En général, les nanoparticules d'oxyde de fer dassées comme biocompatibles. Les études
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de toxicologie a ce jour n’ont pas mis en évidetiedfets toxiques séveras vitro etin vivo
(111). Chez l'animal, pas de modification du poids oulal€onsommation alimentaire, pas
d’effet sur la morbidité et la mortalité. Pas d’agpon de valeurs biologiques anormales. Pas
de dommages tissulaires. Aucun effet mutagene téamés en évidence mais un effet
tératogene a forte dose a été signalé chez let tatlapin (187) (41).Aucune données de
cancérogénese n'a été publiée a ce jour. Chez timme niveau de tolérance locale est
acceptable : les effets indésirables sont esskemtieht de type anaphylactoide (prurit,
urticaire) probleme par ailleurs difficilement éwable en pré clinique en raison d'une

mauvaise prédictivité des mode(&g).

[1.2.4. SPIO / UPSIO

On distingue deux groupes de composés superparatiggs selon leur taille :

Les SPIO (Small superParamagnetic Iron Oxideylont le diametre global moyen est de 50
nm. Cegarticules ont en commun leur prise en charge geeipar le systéme phagocytaire
mononucléé (SPM) essentiellement au niveau de ldlenogseuse, du foie et de la rate, sans
prise en charge par le systeme lymphatique. Dasisatmées 1980s, les premiers essais
clinigues ont mis en évidence leur capacité a nedune diminution du signal dans ces
organes, aprés administration par voie intraveimdliz3, 186).Seulement un trés faible
pourcentage de SPIOs injecté est pris en chargdepamacrophages et autres cellules
phagocytaires en dehors du systéme phagocytairenmolee(187).

Les USPIOs (UltraSmall superParamagnetic Iron Oxydgdont le diametre est inférieur a
50 nm, seront quand a euxdajet des travaux présentés dans la suite de ce meserit.
Ces nanoparticules sont capables d'éviter la peisecharge précoce et massive par les
macrophages du foie et de la rate grace a leupag taille et a leur enrobage. Les USPIOs
sont caractérisés par udemi-vie d’élimination plasmatique considérablement plus longue
que celle des SPIOs. Un temps de rémanence dansu#&tion sanguine systémique éleve
ainsi qu'une capacité a I'extravasation par un @gesa travers les pores serrés de

I'endothélial capillaire(157), augmente la distribution tissulaire de ces pales et leur
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permet decibler les macrophages des compartiments profond§él54). Les particules
d’'USPIO injectées par voie intraveineuse sont prise charge principalement par les
macrophages et autres cellules phagocytaires reéedlidans les différentes parties du corps,
au cours des maladies inflammatoires. Les USPIQsaorsi un champ d’investigation
clinique plus large que celui des SPIOs. lls petuedre utiles dans la détection de troubles
inflammatoires ou dégénératifs associés au recentendes macrophages, tels que les
métastases des ganglions lymphatigqlds), les plagues d’athérosclérogih9), la sclérose

en plaque(52), la polyarthrite rhumatoide... De plus ces USPIOs pent étre une
alternative aux agents de contraste a base detetdagadolinium dans I'exploration par
IRM des patients atteints de pathologies rénalg@séstentant un risque de fibrose systémique

néphrogéniquél40).

[1.2.5. Applications générales de I'imagerie asséeiaux SPIOs/USPIOs

L'utilisation de I'imagerie macrophagique est im&sante pour le diagnostic des pathologies
inflammatoires et dégénératives, au cours desguldie macrophages jouent un role central
dans la pathogenese et sont présents de maniergagib®mu niveau des structures des zones
affectées. De plus cette technologie est utile p@wurveillance de I'efficacité de nouvelles
thérapies dont la réponse affecte l'activité macagydue : il peut s’agir d’antibactériens,
d’anti-inflammatoires, des thérapies des maladige-enmunes (anti-IL1, anti- TNF). Au
cours des études expérimentales que nous présentglas loin dans ce manuscrit, nous
étudierons la place de I'IRM associée aux USPIQsda modele expérimental d’arthrite

bactérienne du genou.
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[l. ARTHRITE BACTERIENNE AIGUE

Un patient se présentant avec une ou plusieuukations chaudes, enflées et douloureuses
correspond a une urgence meédicale courante. Cepedddels symptdmes correspondent a
un large éventail de diagnostics différentielsbien qu’il ne s’agisse pas du plus fréequent,
I'arthrite septique bactérienne en est la causella sérieuse. En effet cette pathologie
articulaire évolue tres rapidement vers une destnuérréversible de I'articulation si la prise
en charge thérapeutique est retardée ou inadé@ss@gieée a une morbidité et une mortalité

élevées.

[ll. 1 Epidémiologie

L’incidence générale de l'arthrite septique esingse a environ 6 cas pour 100 000 habitants
par an dans les pays industriali§€g7).Ce taux est en constante augmentation, en raison de
'augmentation des procédures invasives, des iofegibrthopédiques, d'un vieillissement de
la population et de I'administration croissantemétements immunosuppresseurs. Parmi tous
les groupes d’age et de risque, I'organisme le pieguemment isolé rest&taphylococcus
aureus,suivi par d’autres bactéries a coloration de Gpansitive incluant les steptocoques.
La mortalité de I'arthrite septique varie selon égdes mais semble se situer autour de 11%

dans les cas d’infection monoarticulajie30).

[11.2 Physiopathologie

La porte d’entrée de I'infection est le plus souveéinatogene mais elle peut également étre
liée a une inoculation directe du germe dans €aksition suite a un traumatisme. L'origine
bactériémique est plus souvent observée chez démntsaimmunodéprimés et chez des
patients hospitalisé$. aureusgproduit de nombreux facteurs de virulence, includinerses

toxines extracellulaires et des enzymes. De plus denposants de la paroi cellulaire
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bactérienne, tels que la protéine A et des adhesipécifiques ont été bien caractérisées en
tant qu’acteur de la virulence des souches de esftec€130).

Les cellules de I'immunité innée (cellules du SPMpelynucléaires neutrophiles) sont la
premiere ligne de défense de I'organisme, immédiateon spécifique, contre les invasions
par des microorganismes. Macrophages et neutrgphdeat capables de phagocyter et de
détruire les microorganismes. Ces derniers tramersme barriere épithéliale et sont
immédiatement reconnus par les macrophages tiessilaies neutrophiles représentent
seulement la deuxiéme population de phagocytesellsont pas présents au niveau des tissus
sains mais sont rapidement recrutées en grand meodamns les tissus infectés. Au niveau du
site d’infection les macrophages sont recrutés perement mais ils persistent plus
longtemps. En effet, le polynucléaire neutrophiléspnte une durée de vie trés courte (1 a4
jours). Il meurt par apoptose juste apres avoirgphgté les bactéries puis il est lui méme
phagocyté par les macrophages. Le macrophage peapgemt a lui une durée de vie dans les
tissus allant jusqu'a plusieurs mof8) (100) Au niveau des articulations infectées, les
macrophages sont progressivement mais intensiveneentités dés la phase précoce de
I'infection bactérienneDans la phase aigué de linfection, les cytokinésrétées par les
lymphocytes T les attirent et les activent. lls y@nt alors migrer au niveau du site de
I'infection ou ils sont hautement impliqués dansiise en place d’une réaction inflammatoire
destinée a éradiquer les microorganismes (sécrdttonombreuses enzymes hydrolytiques,

d'immunomodulateurs tels qu’interferon alpha etbdt-1...) (130) (Figure 25)
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Figure 25 Physiopathologie de I'arthrite septique staphyleopaee. D’aprég130)

Ceci se caractérise par une augmentation de ladadilité vasculaire avec une accumulation

des fluides et du plasma dans les tissus et uitieahbn par des cellules inflammatoires.

[11.3 Diagnostic

Les individus avec une arthrite bactérienne aigeiépiesentent avec un tableau clinique
souvent bruyant : une histoire d’articulation igléuge, douloureuse, avec un épanchement
purulent et de la fievre. Le diagnostic repose I$smlement de bactéries dans le liquide
synovial apres ponction de I'articulation. Ce prélévemetitalaire a visée bactériologique
est réalisé avant I'introduction de I'antibiothémpEn cas de suspicion d’arthrite septique et
quelle que soit la gravité de l'infection, une hé&uwlture doit également toujours étre réalisée

avant la premiere administration d’antibiotique,nneééen I'absence de syndrome fébrile, afin
105



d’augmenter les chances d’isoler le microorganisesponsable. Un agent infectieux est
habituellement retrouvé a la culture du liquideassal dans 60 a 90% des cas et dans environ
50% des cas a I'examen diré¢eB). Dans une étude, les hémocultures étaient positaas

24 % des cas ou une culture du liquide articuléiagt positive. Dans 9% des cas, seule
I’'hémoculture était la source d’'un diagnostic miodogique positif(189). En pratique, la
présence de symptdbmes évocateurs d’'une infectistérajque, n’'est pas un pré-requis au
diagnostic d'arthrite septique, puisque seuls 6@% ahs présentent une fievre >37.5 °C. Au
niveau de linvestigation biologique, le suivi désux sériques de la CRP et de la
procalcitonine est réalisé, en tant qu’élémentscatdurs d’une infection, mais aucun
paramétre biologique sérologique ou synovial redsti seul spécifique de I'arthrite septique.
La ponction de l'articulation est indispensableesdte I'examen clé face a un tableau d’une
articulation enflée et chaude. Mais cet acte ifua@isist pas dénué de risques traumatiques et
infectieux supplémentaires. Ainsi dans certaingesaons, les médecins ont recours, comme

aide au diagnostic, a une technologie non invadiu@agerie par résonance magnétique.

[11.4 Prise en charge thérapeutique

Le traitement d’'une arthrite bactérienne aigué cem selon les recommandations de
pratique clinique de la SPILF, un traitement ardibaen court (3 & 6 semaines) comprenant
des antibiotiques bactéricides, tels que béta#aice et aminoside ou glycopeptides. Un
drainage articulaire est réalisé pour obtenir uslgmement a visée bactériologique, mais il
sert aussi a soulager le patient en diminuant &sgion intra-articulaire génératrice de
douleurs et a évacuer le liquide inflammatoire ggiticipe a la destruction de I'articulation.

Une synovectomie est parfois réalisée sur les gsoagiculations. Enfin une immobilisation

de l'articulation peut permettre une meilleure gnation.
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[11.5 Suivi de la guérison

L’efficacité du traitement est tout d’abord jugér & clinique : la diminution des douleurs, la
diminution de I'épanchement articulaire et des eggninflammatoires locaux, une

normalisation de la température centrale en quslgues. Bien que la diminution de la CRP
soit un élément de surveillance, il n'existe pasng@rqueur biologique spécifique de la
guérison. Une ponction articulaire n’est pas réalipour confirmer la stérilité de la cavité
synoviale et comme nous allons le voir dans legraghe suivant, les techniques d’'imagerie

conventionnelle ne permettent pas de visualisguéison d’'une articulation.

I11.6 Place de I'lRM conventionnelle

L'IRM présente une haute résolution spatiale etexwellent contraste des tissus mous
permettant une mise en évidence précise des éparaotearticulaires et des anormalités de
la synoviale (épaississement du tissu synovialpatéristigues des infections articulaires
bactériennes. La présence d’une inflammation dg/@vie est associée a une augmentation
de l'intensité du signal T1 au cours d’'une IRM adgjinium, permettant ainsi de distinguer
précisément une hyperplasie de la synoviale, d'panéhement et de I'environnement
tissulaire directe (tendons et cartilage). Ces atarstigues radiologiques, liées a
'accumulation du gadolinium dans I'espace extrascuaire, mettent en évidence une
perméabilité capillaire augmentée des tissus infiés Les modifications de la synoviale de
type extracellulaire (cedéme, angiogénese) ne gameent pas a un marquage tissulaire ou
cellulaire et ne sont pas spécifiques d'une pathielarticulaire particuliere. La technique
d'IRM associée au gadolinium ne permet donc pasliginguer précisément une arthrite
septique d’'un autre type d’arthrite inflammatoiigu& (arthrite rhumatoide, trauma, ostéo-
arthrite post-chirurgie articulaire ou ostéo-arfiathie diabétique..(153)). De plus, les
modifications observées peuvent persister pendasigors semaines apres résolution de
I'infection en raison du développement du tissunghaux et fibreux de cicatrisatid6, 115)

(Figure 26.).
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Figure 26 Arthrite septique d’'un genou gauche chez une jdilieede 14 ansa) Séquence
T1 coronaleb) séquence T2 sagittaby séquence T1 sagittale contrastée au gadolinius. Le
imagesa), b) et c) correspondent & une baseline avant prise en cliaégapeutique. On
observe un cedeme au niveau du condyle fémoratalléfi@ches noires), un épanchement de
I'articulation (tétes de fleches blanches), une ntga=llulite (tétes de fleches noires) et un
épaississement de la synoviale (fleche blanches).

Les imagesd) Séquence T1 coronak) séquence T2 sagittalé) séquence T1 sagittale
contrastée au gadolinium, montrent une résolution’aeleme mais une persistance des
anormalités de signal sur les séquences T2 et fMttastée avec persistance de la synovite
(fleches blanches) bien que l'infection ait ététée avec succes a ce moment de I'étude.
D’aprés(36)

Pour conclure, I'IRM conventionnelle n’est utiliséen pratique ni pour le diagnostic
spécifique d’'une arthrite septique aigué&, ni paumise en évidence de la guérison apres prise
en charge médicale. Cette technique reste cepetalamthnique de choix podvaluer la

présence et I'étendue de I'inflammation, de la destction et de la réponse tissulaire.

108



IV. IMAGERIE DES MACROPHAGES ET ARTHRITE BACTERIENN E

Une nouvelle approche du diagnostic d’arthrite gtitaise pourrait étre la mise en évidence
d’une infiltration cellulaire pathologique du tissynovial par les macrophages. En effet,
comme nous l'avons vu précédemment dans le pafagnaggsentant la physiopathologie de
I'arthrite bactérienne, les macrophages font gt cellules clés impliquées dans l'initiation
et le développement de la réaction inflammatoire@uwrs d'une infection bactérienne. Une
fois exposés aux antigenes bactériens et aux cgekielarguées par les lymphocytes T, les
macrophages vont s’activer et accroitre leur capgmhagocytaire ainsi que leur activité
cytolytique. Ces macrophages activés vont massiner@grer au niveau du site de
I'infection bactérienne et aider au processus uliglation des débris cellulairé$00).

Mais quel est le potentiel de 'IRM associée auxPl{& dans la mise en évidence de

I'activité macrophagique au cours d’une arthritetbeenne du genou ?
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V. ETUDES EXPERIMENTALES

V.1 Introduction et objectifs

e Introduction

Préalablement a nos travaux, l'intérét de I'imagehi macrophage utilisant I''lRM associée
aux USPIOs a été évaluée dans des modeles d'arithmitammatoire du genou induite par des
antigeneg57, 123, 124)Nous citerons I'équipe de Lutz et f124) qui a évalué les USPIOs
en tant que marqueurs de l'activité macrophagicresdin modele d’arthrite non infectieuse
expérimentale chez le lapin (arthrite rhumatoidkiite par injection intra-articulaire de BSA
méthylé): dans ce modele, la session d'IRM assauigeUSPIOs est réalisée en moyenne 18
jours apres l'induction antigénique. A ce stadeytlirite était développée chez tous les
animaux (n=10) avec une accumulation importantenderophages dans le tissu synovial et
dans une moindre mesure au niveau du liquide sghdwes résultats de cette étude montrent
gu’'apres administration intraveineuse d’'USPIO (fepugtol, AMI 7228, dose de 150umol
Felkg), des changements significatifs des caratigues du signal IRM ont été mis en
évidence : les effets T1 (augmentation de l'intendu signal) mais de maniere prédominante
les effets T2 et T2* (diminution de lintensité dignal) étaient significatifs au niveau de la
synovie des 10 genoux atteints, 24h aprés injectenUSPIOs. Dans une moindre mesure,
un effet T2* était également présent au niveauémhchement articulaire. Les résultats de
'examen histopathologique ont révélé que les mdwagps chargés en fer (colorations
Hématoxyline-Eosine et Bleu de Prusse) étaiengsitlans les zones de la synovie ou la
diminution du signal était détectée a I'lRM. Cegfléte la prise en charge des USPIOs par les
macrophages dans le tissu synovial. Des macroplthgegés en fer ont également été mis en
évidence au niveau de la moelle des structuresusssedes genoux et dans les ganglions
lymphatiques poplités. Aucune détection de fer &g observée dans les espaces
extracellulaires de tous les genoux examinés. De @licune vésicule de fer n'a été observée

dans les granulocytes ou lymphocytes dans cettke étu
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A notre connaissance, préalablement a nos trawaloyne étude d’imagerie du macrophage
par IRM associée aux USPIOs n'avait été réaliséeusumodele d’arthrite bactérienne du

genou.

* Objectifs de nos travaux
Nous avons choisi d’étudier I'imagerie du macrophdges un modéle d’arthrite bactérienne
aigué a Staphylococcus aureusn tant gu’agent majoritairement responsable elite c
pathologie chez ’lhomme.
Aprés avoir mis au point le modele expérimentahfédction chez le lapin, nous avons
répondu aux questions suivantes :
1) L'IRM associée aux USPIOs permet-elle de metre évidence qualitativement et
quantitativement une infection bactérienne aigugehou ?
2) L'IRM associée aux USPIOs permet-elle de madtreédvidence la guérison d’'une arthrite

bactérienne aigué du genou traitée par antibiopiefa
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V.2 Matériel et méthodes

» Modéle infectieux d’arthrite du genou
Pour réaliser les études expérimentales que ndossaprésenter dans la suite de ce
manuscrit, nous avons mis au point un modele diggtbactérienne du genou chez le lapin :
une souche de collection d&taphylococcus aureusiéticilline sensible (Newman strain,
NTCC 8178) diluée dans du sérum physiologique® (010 UFC/mL) a été injectée
directement par voie intra-articulaire dans le gedmit de chaque lapin. Le genou gauche

n'a recu aucune injection et a servi de controgati€interne.

* Analyse bactériologique
La concentration de I'inoculum bactérien injecté zlahaque lapin a été contrblée par
ensemencement de dilutions successives sur géaossang. Les prélevements de liquide
synovial réalisés au cours de nos expériencestérnsemencés sur gélose au sang ainsi que
sur gélose Drigalski et gélose PVX pour suivre dlétion de la concentration bactérienne et

vérifier I'efficacité bactéricide de I'antibiothégrge.

« Analyse histopathologique

La coloration hématoxyline-éosine met en évidemserloyaux (colorés en bleu-noir) et le
cytoplasme (coloré en rouge-orangé) des cellulege@echnique est utilisée pour observer la
présence de cellules inflammatoires au niveau deandillons de synovie et donc mettre en
evidence une synovite. Le réactif de Perls (ou ldeuPrusse) est utilisé pour détecter la
présence de particules de fer dans ces échantidordonc visualiser la localisation des
nanoparticules de fer (USPIOs). Enfin des anticonpsoclonaux de lapin anti RAM-11 ont

éte utilisés en tant que marqueurs spécifiquesr@esophages, pour étudier la proportion et

la distribution des macrophages dans la syn@a2). Les résultats de I'examen histologique
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ont été étudiés en parallele des images de RM qgauparer les changements d’intensité de

signal d'IRM avec la distribution en fer et en n@anages.

* Analyse des examens IRM
Les examens de RM des genoux des lapins ont digéseavec un champ magnétique de 3
Teslas. Tous les agents de contraste utilisés oougté fournis par le laboratoire Guerbet.
Tout d’abord, nous avons utilisé un chélate de b@idn (Gadotérate meéglumine,
DOTAREM®, 0,1 mmol/kg injecté par voie intraveineuse unaute avant le début de la
séquence) comme agent de contraste de référence coofirmer la présence d'une
inflammation de la synovie a la phase aigué deditibn. Les modifications de signaux
observées sur les images T1 mettent en évideneaddgications extracellulaires suivantes :
épaississement de la synovie et épanchement nticataires. Les images contrastées par cet
agent servent également de référence pour locatisser modifications au niveau de
I'articulation avant 'administration d’'USPIO.
De plus, deux différents USPIOs ont été utilisésaurs de nos travaux. Dans la premiere
étude, nous avons utilisé le ferumoxtran-10 (SINERE Dans la deuxiéme étude nous
avons étudié le P904. Si ces deux USPIOs présembentaille similaire moyenne de 30 nm
avec un corps de maghémite, leur enrobage diffggelymére de dextran pour le
ferumoxtran-10 et dérivé amino-alcool de glucoserpe P904. Le P904, présente une demi-
vie plasmatique plus faible : 3.5 h chez des lapiassusplusieurs jours pour une dose
équivalente de ferumoxtran-1067). Ces deux USPIOs ont été administrés par injection
intraveineuse unique a une dose équivalente deut®0l Fe / kg. Cette dose ayant été
montrée efficace pour induire des changementsgi@sgk de résonance magnétique dans un
modele d’arthrite inflammatoire du genou chez lpida(124) Les séquences d’IRM
contrastées par les USPIOs ont été réalisées ytf@@ment 24h apres administration. Cet

intervalle de temps permettant I'élimination degtipales de fer de I'espace vasculaire et une
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phagocytose des USPIOs par les macrophages n’appatt pas au systeme réticulo-

endothélial (31, 89, 185).
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V.3 Etude de 'IRM associée aux USPIOs dans un molgeexpérimental d’arthrite aigué

du genou aS. aureuschez le lapin

ARTICLE N°5 : MISE EN EVIDENCE DE L'INFECTION BACTERIENNE

L'IRM associée aux USPIOs permet-elle de mettre emvidence qualitativement et
quantitativement une infection bactérienne aigué dgenou ?

Dans cette étud@7) nous avons réalisé une infection unilatérale dwgerhez 8 lapins. En
phase aigué de linfection, une premiere sessitiRMl'a été réalisée en utilisant le produit de
contraste a base de chélate de gadolinium (DOTARENhmédiatement aprés cette session
d'IRM, une dose de ferumoxtran-10 (SINEREMa été administrée & chaque lapin. 24 h
apres, une deuxieme session d'IRM a été réaliség.sBquences pondérées en T1, T2 et T2*
ont été réalisées au cours de ces deux sessioRd1dpuis une analyse qualitative et
quantitative des images a été réalisée.

Au niveau qualitatif, les images ont mis en évigenm épanchement articulaire et un
épaississement de la synovie avant administratiodEIO (augmentation du signal sur les
images des seéquences pondérées en T1 contrasg@dadinium), ainsi que des changements
de signaux aprés administration d’'USPIO (perterdisd de signal au niveau de la synoviale
des huit genoux infectés sur les images des ségsigmandérées en T1, T2 et T2*). La
distribution de ces modifications de signal cormegfait exactement aux zones présentant une
augmentation de signal sur les images pondéréés eantrastées par gadolinium.

L’analyse quantitative confirmait I'analyse vis@elen montrant une perte statistiquement
significative de signal (nombre de pixels noirs) miveau de la synovie 24h apres
administration d’'USPIO sur les séquences pondésée$l (p=0.01), T2 (p=0.01) et T2*

(p=0.01) des genoux infectés. L’analyse histopaiiigue a confirmé le développement

d’'une synovite importante au niveau de ces genaec aine infiltration intense par des

macrophages contenant du fer. Au contraire, aucundification n’a été observée pour les
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genoux contréles. Les images de RM de ces derneraontraient aucune modification des
signaux et I'examen histologique confirmait la emse d'une synovie normale sans
infiltration par des cellules inflammatoires et desacrophages contenant du fer. La
modification des signaux observée aprés administral’ USPIO dans les genoux infectés
révele donc bien la présence d’une infection. igrifutilisation du gadolinium a permis de
mettre en évidence une excellente correspondance lentocalisation des changements de
signaux dus aux modifications extracellulaivssellulaires : la synovie est donc bien le lieu
des changements de signaux induits par les UPSIOs.

Les résultats de notre étude ne sont pas en tmaldrdance avec ceux du modéle d’arthrite
induite par antigéne de I'équipe de Lutz et(dR4) En effet ces derniers montrent une perte
significative du signal pondéré en T2 et en T2*nateau de la synovie aprés administration
d’'USPIO, mais ils observent, contrairement a noumg augmentation significative du signal
sur les images pondérées en T1. Administrés a raariéible dose (ferumoxytol, 150 pmol
Fe/kg), une des hypotheses proposée pour explapiaxffet paradoxal des USPIOs pourrait
étre la différence de puissance du champ magnétitjlie¢ dans nos deux études (1.5 T
versus3T dans notre étude). Ceci pourrait expliguediégrences de relaxivité des USPIOs.
La perte de signal observée sur les images porslénéeTl dans notre étude pourrait
également étre due a une proportion plus importdetéer présent dans le tissu synovial
infecté. Cette hypothése suggererait la présenggednfiltration plus intense de la synovie
par des macrophages activés dans notre modélédritaractérienne aigué, par rapport au
modele d’arthrite aseptique induite par antigehsetait par conséquent intéressant d’étudier
plus largement lattitude de ce signal T1 apres iaghtnation d’'USPIO dans ces deux
pathologies distinctes, afin de mettre en évidamue utilité dans le diagnostic différentiel
d’'une monoarthrite chez des patients atteints hifiaet rhumatoide (Méme machinerie d’'IRM,
mémes animaux, méme USPIO administré a la méme @bspar la méme voie
d’administration, méme protocole d’'IRM).

Cette étude présente plusieurs limites :
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tout d’abord, le faible effectif d’animaux inclus<8) dans cette étude nous oblige a la
considérer comme une étude expérimentale prélineinBnsuite cette étude a été realisée sur
un modéle animal et il n’est pas certain que lssltats puissent étre extrapolés a un modele
d’arthrite septigue humaine. Cependant, dans undeétéalisée sur 10 volontaires sains
humains,Reiner et al(156) ont montré qu’aucun changement qualitatif ou gtetift du
signal d'IRM (séquences pondérées en T1, T2 etav2t un champ de 1.5 T) n’était détecté
au niveau de la synovie des genoux de ces patipmés administration de ferumoxtran-10
(2.6 mg Fel/kg). Ainsi aucun changement de signal spécifique ne semblerait entraver
I'IRM associée aux USPIOs dans I'imagerie de gensais humains, ce qui laisserait
envisager que la prise en charge des USPIO dawtavie de genoux humains pourrait étre
observée chez des patients présentant une pathokotjculaire du genou liée a un

augmentation de I'activité macrophagique

Pour conclure, cet article révele que I'imagerie utilisant I'IRlssociée aux USPIOs est

capable de mettre en évidence la présence de nhagep dans I'arthrite bactérienne, en
montrant leur infiltration dans la synoviale inféet Cette technique pourrait permettre une
identification plus exacte de la présence ou dmelaistance d’'une infection dans le cadre des

maladies ostéo-articulaires.
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ARTICLE N°6 : EVALUATION DU SUIVI D'UNE ANTIBIOTHERAPIE

L'IRM associée aux USPIOs permet-elle de mettre emvidence la guérison d'une
arthrite bactérienne aigué du genou ?

Le suivi de I évolution d'une arthrite bactérienreu cours d’un traitement
antibiotique reste un challenge a ce jour. Commasr@avons cité précédemment, I'IRM
associée au gadolinium n’est pas capable, dankipan des cas, de mettre en évidence la
guérison de l'infection car I'’hypersignal observéippersister pendant des semaines apres la
résolution de linfection. Pour réaliser notre étyd&8) nous nous sommes basés sur le
postulat suivant : au moment de la phase aigué dhfeetion bactérienne les macrophages
activés sont intensivement recrutés, et leur nordbménuera parallélement a la résolution de
cette infection(8). De plus il a été démontré que le nombre de pirelss observés sur les
images de RM aprés injection d’'USPIOs était coreéld quantité de fer phagocytée et au
nombre de macrophages activés au niveau tiss\fairel67) Apres l'injection d’USPIO, la
perte d'intensité de signal observée refléteraitnedolimportance de [infiltration
macrophagique. Ainsi suivre I'évolution de la quintle macrophages présents au niveau du
site infecté pourrait étre un marqueur de la goéridans le cadre d’'une arthrite bactérienne

aigué.

Dans cette étude, 12 lapins présentant une infeatdatérale du genou ont subi une
session d'IRM a la phase aigué de l'infection avannise en place de I'antibiothérapie. Le
protocole d’imagerie était le suivant: séquencesxdpcées en T1 avant et apres
administration de chélate de gadolinium, suiviessdgquences pondérées en T2* realisées
avant et 24h apres administration d’'USPIO. Suitetée premiére session d’'IRM, 6 lapins ont

été euthanasiés pour analyse histopathologiqua sgnbviale a la phase aigué de l'infection.
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Les 6 autres lapins ont recu une antibiothérapaptge et ont subi une deuxiéme session d

IRM apres guérison de l'infection (stérilisation ldecavité articulaire).

Au stade aigué de linfection, une augmentationquée du signal a été observée
qualitativement sur les images T1 contrastées aloliggum pour toutes les synovies
infectées(n=12). 24 h apres administration de PA@4dis les animaux montraient des zones
diffuses de pixels noirs localisées dans la syneuieles images T2*. A ce stade, I'analyse
histopathologique a révélé une inflammation deylaosie, caractérisée par une hyperplasie
synoviale et par la présence d'un important irdtltde cellules inflammatoires, comprenant
des polynucléaires, des lymphocytes, ainsi qu’umidtration intense de macrophages
contenant du fer. Aprés administration du traitenagnibiotique adapté (n=6), des zones avec
une perte d'intensité de signal étaient toujourseokées sur les images T2* avant ré-
administration de P904. Cependant le nombre delspixeirs était significativement plus
faible que sur les images T2* contrastées par R80#%oment de la phase aigué de l'infection
(1077 + 189vs 314 + 89, p=0.03). Apres ré-administration de R9%dcun changement
significatif du nombre de pixels noirs n'a été atvgesur les images T2* (314 + 83306 +
92, p=0.14). Par contre I'hypersignal observé sgrilnages T1 contrastées au gadolinium
sont conservees chez tous les animaux. La prishange du gadolinium est toujours visible
dans les synovies méme apres l'efficacité bactéridu traitement antibiotique. Les résultats
de l'analyse histopathologiqgue ont montré la ré&smiude l'aspect inflammatoire de la
synovie et le développement de tissu fibreux didatr L'infiltration macrophagique
significativement plus faible que celle observédaaphase aigué (p=0.04). Les cellules
contenant du fer étaient toujours présentes. Lymeabactériologique des échantillons de
liquide synovial a confirmé la présence d’une ititetbactérienne dans le genoux infecté des
12 lapins de I'étude au moment de la phase aiguénfkction. Cette analyse, renouvelée au
moment de I'étude de la phase de guérison, a coéfia stérilisation du tissu synovial et du

liquide articulaire.
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Dans le groupe de lapins guéris, le nombre de pineirs était significativement plus faible
aprés I'administration de I'antibiothérapie qu’awment de la phase aigué de l'infection,
indiquant un réduction du contenu en nanoparticdéeter sur les images de la zone étudiée.
Cette réduction peut étre due a une réduction dobn® de macrophages présents sur le site,
ou a une diminution du contenu en fer des macroghpgesents (perte de la capacité des
macrophages a phagocyter les USPIOs), ou a uneigaisdn des deux mécanismes.
L’analyse histologique a démontre, grace au margspgcifique par I'’Ac anti-RAM 11, que

le nombre de macrophages effectivement présentslel@yaovie était significativement plus
faible dans le groupe guéri que dans le groupecti@fe24 h apres la deuxieme injection
d’'USPIO, aucun changement significatif du nombrepoels noirs n’a été observé dans le
groupe gueéri, suggérant qu’aucune nouvelle nanicpletde fer n'a pas phagocytée a cette
étape. Ainsi soit les macrophages présents étasntés en USPIOs, soit ils n’étaient pas
activés et incapables de phagocyter les USPIOsisarr de la résolution de I'inflammation
aigué. La réduction du nombre de pixels noirs dangroupe guéri, entre les images T2*
contrastées par les UPSIOs en phase aigué et dge&2* non contrastées apres gueérison,
peut donc étre considérée comme étant due a unetigd du nombre de macrophages
activés au niveau de la synovie.

Il a été démontré que les USPIOs phagocytés pandesophages étaient capable de rester a
I'intérieur de ces cellules pendant plusieurs jo{ii&7). Dans notre étude, la présence de
pixels noirs persistait 7 jours apres la premigjection d’'USPIO, permettant d’envisager une
évaluation des changements de signaux entre leepdigsé de linfection et la phase de
guérison sans une deuxieme administration d’'USH@nt donné qu’aucun changement
qualitatif ou quantitatif du signal d'IRM n’a été&tdcté au niveau de la synovie des genoux de
volontaires sains humair{$56), 'imagerie RM associée aux USPIOs pourrait présenhe
haute sensibilité et spécificité dans I'évaluaties pathologies synoviales humaines, puisque

de faibles changements d’intensité de signal esfdent des changements pathologiques.
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Cependant l'attitude précise des particules d’'USPEDI'intérieur des macrophages sur

plusieurs jours aprés injection n’a pas été évatiéeste a etudier.

En ce qui concerne les images de RM au gadolinioog résultats confirment que,

contrairement a I'imagerie cellulaire, les séqusnmentrastées au gadolinium sont incapables

d’aider précisément au suivi de la guérison d’utieride bactérienne aigué.
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V.4 Discussion et perspectives de la partie 2

Le modéle animal développé pour réaliser ces ddused peut étre considéré comme
reflétant de facon satisfaisante la pathologie ciideise humaine. Le lapin est en effet
couramment utilisé en tant que modéle expérimeatitathrite bactérienne : le genou de cet
animal présente une anatomie similaire a celléhderime et suite a une infection bactérienne
intra-articulaire, on observe une réponse immumitaét des modifications tissulaires
identiques au niveau de la synovie, du cartilageleet’os menant a une destruction de
I'articulation (79). De plus, techniquement, le genou des lapins préserd capsule synoviale
avec un volume assez important pour réaliser das\mments répétés de liquide articulaire.
L’exploitation en imagerie de ce modéle permet déobt des images interprétables et
relativement comparables a celles de ’'homme.

L’imagerie cellulaire et plus particulierement lagerie des macrophages et des cellules
phagocytaires offre une nouvelle dimension a l'ierég ostéo-articulaire. Une mise en
evidence plus spécifiqgue des phénomeénes pathaleglipeut ainsi étre obtenimevivo. Nous
avons montré que l'imagerie macrophagique permehel’part la mise en évidence des
arthrites aigués bactériennes du genou et, d'qpdre permet de visualiser la guérison de
l'articulation. En effet nous avons mis en éviderdes modifications qualitatives et
quantitatives du signal IRM due a la disparitioncrophagique apres administration d’'une
antibiothérapie adaptée et efficace. Des modificatiqui n’étaient pas visualisables sur les
images d’'IRM au gadolinium. Ces résultats sont és@nts a évaluer et a valider chez
'homme. Enfin le rdle de cette technique d’imagecellulaire en tant qu’outil d’aide au
diagnostic différentiel entre arthrite inflammatinon infectieuse et infectieuse reste a

évaluer.
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Sophie LEFEVRE

-~
J Etude PK/PD du linézolide et de la daptomycinen&irét de I''RM
associée aux USPIOs dans deux modéles d’infectipeérienentales &.
aureuschez le lapin : endophtalmie et arthrite aigties
RESUME

Staphylococcus aurewest une des espéces bactériennes les plus fréquemesponsable des
cas d’endophtalmie et d’arthrite aigués chez I'h@nious avons étudié la pharmacodynamie
oculaire du linézolide et de la daptomycine, aimgie leur toxicité, dans un modele
d’endophtalmie expérimentale chez le lapin. Il @&gparu que seule une dose tres élevée de
linézolide administrée par voie intravitréenne (800nLmL) présentait une efficacité bactério-
clinique. Aucune altération de la fonction visueltéga été mise en évidence. La dose
intravitréenne efficace de daptomycine (1mg/0,1nétait quant a elle responsable d'une
altération significative de l'intégrité fonctiontelde la rétine. Enfin, la pharmacodynamie de ces
deux antibiotiques dans le compartiment oculaigs@ntait des différences significatives avec
les autres sites tissulaires d’infection étudies dour. Dans la deuxiéme partie de nos travaux
nous nous sommes intéressés a une nouvelle teehmid@M, associée a des particules
d’'USPIOs (Ultrasmall SuperParamagnetic Iron Oxiddgus avons montré que cette technique
d’'imagerie permettait d’'une part la mise en évidede l'infiltration des macrophages dans la
synoviale infectée, et, d’autre part, la visuai@ade la guérison de I'articulation, contrairement
a l'imagerie conventionnelle & base de chélategad®linium. Cette technique innovante offre
donc une nouvelle dimension a I'imagerie ostéczaldire grace a une mise en évideircgivo
plus spécifique des phénomeénes pathologiques.

Mots-clés: linézolide, daptomycine, endophtalmie, arthiiyl, nanoparticule de fer.

SUMMARY

Staphylococcus aureus (S. aureisspa frequent cause of acute endophthalmitis atidiis in
humans. In the first part, we investigated the acuylharmacodynamics and safety of two
recently approved antistaphylcoccal antibioticegfiolid and daptomycin. Only a very high
intravitreal dose of linezolid (30 mg / 0.1 mL) shexva bactericidal and clinical efficacy. Such
intraocular concentrations appeared to be safehforetinal function, and linezolide could be
considered as a promising therapeutic alternafive. effective intravitreal dose of daptomycin
(2 mg / 0.1 mL) was responsible for a significampairment of the functional integrity of the
retina. Finally, the ocular pharmacodynamics obéavo antibiotics showed special features in
comparison with the one of other types of tissueatibn. In a second part, we evaluated a new
imaging method in experimental infectious arthyitisy using MRI enhanced by ultrasmall
superparamagnetic iron oxide (USPIO). We first skdwhis method can depict the macrophage
infiltration in infected synovium, and secondlycan demonstrate resolution of joint infection, in
contrast to conventional MRI performed by gadolinigimelates. Thisn vivo non invasive
imaging method therefore presents a new dimensianusculoskeletal imaging by accurately
helping monitor bacterial joint infection.

Key words: linezolid, daptomycin, endophthalmitis, arttgjtMRI, USPIO.

141



