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Les travaux de recherche présentés dans ce document ont été menés dans I'équipe
« Pharmacocinétique, Pharmacodynamie & Modélisation » de 'UMR1331 Toxalim, INRA,
ENVT. L'équipe « Pharmacocinétique Pharmacodynamie & Modélisation » a pour objectif de
répondre a des questions relatives a la toxicologie des xénobiotiques et a 'usage prudent des
médicaments vétérinaires et humains. L'équipe s'intéresse notamment aux effets de
I'antibiothérapie sur les bactéries pathogénes ainsi que sur les bactéries de la flore commensale
en se focalisant principalement sur lidentification de stratégies thérapeutiques (choix de
I'antibiotique, doses, voies d’administration,...) capables d’éradiquer I'agent pathogéne tout en
limitant la sélection de bactéries résistantes au niveau du site infectieux et de la flore
commensale. Mon travail de thése, sous la direction du Docteur Séverine Boullier et du
Professeur Alain Bousquet-Mélou, s’est intégré dans la thématique de recherche relative a la
détermination de schémas posologiques capables de prévenir I'émergence de résistances

bactériennes au niveau du site infectieux.

L'objectif d’'une antibiothérapie est d'aider un organisme infecté et dont le systeme immunitaire
est dépassé a éradiquer des bactéries pathogénes afin d'obtenir une guérison clinique et
bactériologique définitive. Actuellement lors d'un traitement exigeant des administrations
répétées sur plusieurs jours, le paradigme, jamais vérifié, est que la méme dose d'antibiotique
doit étre utilisée quotidiennement sur toute la durée du traitement. En fait, il a été démontré in
vitro que la puissance de certains antibiotiques est fonction de la taille des inocula a éradiquer
c'est-a-dire que les concentrations minimales requises pour qu'un antibiotiqgue soit efficace
peuvent étre d'autant plus faibles que la taille de linoculum a éradiquer est réduite. Notre
hypothése est que ce qui est vrai in vitro I'est également in vivo. De plus, in vivo, intervient une
composante supplémentaire qui n'existe pas in vitro et qui pourrait amplifier le phénoméne, a
savoir des mécanismes de défense immunitaire (spécifiques ou non spécifiques) dont certains
d’entre eux sont également influencés par la taille des inocula a éradiquer. La validation
expérimentale de cette hypothése pourrait conduire a la révision de certains schémas
posologiques avec par exemple la proposition d'initier des traitements avec une ou plusieurs
doses de charge sur des bases pharmacodynamiques et pas seulement pharmacocinétiques
suivies de doses d’entretien plus faibles.

C'est dans ce contexte que nous avons décidé d'évaluer linteraction entre la charge

bactérienne et I'exposition a des céphalosporines commercialisées pour des usages humain et

19



vétérinaire puis l'interaction entre la charge bactérienne et I'exposition a des cellules du systeme

immunitaire, les macrophages.

Une premiére partie bibliographique présentera les différentes méthodes d'étude de I'activité
des antibiotiques utilisées dans notre travail de thése (chapitre 1.1). Les céphalosporines, et
plus spécifiguement leur mécanisme d’action, les paramétres prédictifs de I'efficacité ainsi que
les mécanismes de résistance des bactéries a ces antibiotiques seront également décrits
(chapitre 1.2). Ensuite, le role de I'immunité innée lors d'une infection sera détaillé (chapitre 1.3)
et enfin linfluence de la taille de l'inoculum bactérien sur l'activité des antibiotiques et du

systéme immunitaire sera abordé (chapitre 1.4).

Les travaux de recherche pour cette thése ont débuté par une étude destinée a évaluer la
stabilité in vitro de plusieurs antibiotiques utilisés en médecine humaine et vétérinaire, en
particulier lors de la détermination des CMI (chapitre 2.1). Une étude a ensuite été menée afin
d’évaluer I'interaction entre la taille de I'inoculum bactérien avec une souche d’Escherichia coli
et une souche de Staphylococcus aureus et des céphalosporines de premiére et de deuxieme
génération, la céphalexine et le cefprozil, sur la bactéricidie (chapitre 2.2). Enfin, un modéle
tripartite a été développé afin d’étudier l'interaction entre la taille de I'inoculum bactérien de
Staphylococcus aureus et des macrophages, puis les conséquences de I'ajout d’'un antibiotique,

la céphalexine (chapitre 2.3).
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Méthodes d’étude de I'activité des antibiotiques

1.1 Méthodes d’étude de I'activité des antibiotiques

Il existe actuellement deux méthodes principales pour étudier I'activité des antibiotiques in

vitro, des méthodes statiques et des méthodes dynamiques.

La détermination de la Concentration Minimale Inhib itrice (CMI) est la plus simple. Il
s’agit d'une méthode statigue qui donne des informations sur la sensibilité in vitro des

bactéries a un antibiotique apres exposition a une concentration constante pendant une

durée fixée dans un ensemble de conditions expérimentales données par des « standards ».

Les courbes de bactéricidie , qui sont une méthode dynamique, permettent de connaitre
les effets in vitro des antibiotiques au cours du temps sur des bactéries exposées :

» ades concentrations constantes d'antibiotique ou

» a des concentrations variables en antibiotique par le développement de systémes

in vitro dynamiques.

L'utilisation de cellules du systeme immunitaire  in vitro permet de prendre en compte une
partie de l'action du systétme immunitaire sur des bactéries en présence ou hon

d’antibiotiques.

Les modeles animaux permettent eux de prendre en compte I'accessibilité de I'antibiotique

au site infectieux in vivo et I'influence du systeme immunitaire.

Enfin, les essais cliniques sur les espéeces cibles permettent de porter un jugement

thérapeutique.

1.1.1 Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice

La CMI permet d'évaluer la sensibilité des bactéries aux antibiotiques, c’'est la plus petite
concentration en antibiotique nécessaire pour prévenir la croissance bactérienne. La CMI
peut étre déterminée de plusieurs facons, dont la méthode de dilution sériée par
microdilution qui est la méthode de référence standardisée par le Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) [1]. Un inoculum de 5.10° bactéries/mL est exposé & une gamme
de concentrations d’antibiotique obtenue par une série de dilutions de progression
géomeétrique au demi. La croissance des bactéries est observée a I'ceil nu apres 16 a 20
heures d’exposition a I'antibiotique & 35+2°C. La CMI est alors la concentration la plus faible

pour laquelle aucune croissance n’est visible a I'ceil nu (figure 1).
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dilution par 2

OO Y

Concentrations en antibiotique
16 s [4] =2 1 4

(ug/mL)
CMI

Figure 1 : Méthode de détermination de la CMI.
Les zones grisées correspondent & une croissarotértene visible a I'ceil nu. La CMI est la coneatibn en antibiotique pour laquelle
aucune croissance n’est visible aprés 20 heurexdbation a 35+2°C.

Il est également possible de déterminer la concentration minimale bactéricide (CMB), la plus
petite concentration d’'un antibiotique permettant de tuer le pathogene, a partir de cette
méthode [2]. Les puits dans lesquels aucune croissance n’est visible sont ensemenceés sur
des géloses afin de déterminer quelle est la concentration d’antibiotique qui a permis de tuer
99.9% des bactéries. Un antibiotique sera ensuite estimé bactéricide si sa CMB est
inférieure a 4 fois sa CMI, sinon il sera considéré comme bactériostatique.

Cette méthode est simple et standardisée ce qui permet les comparaisons entre laboratoires
qui adhérent aux mémes « standards ».

Cependant, cette méthode suppose la stabilité de la concentration en antibiotiques dans le
temps, or de nombreux facteurs comme la composition du milieu, les conditions de culture
ou le métabolisme bactérien [3-5] peuvent potentiellement étre responsables d'une
dégradation de I'antibiotique, il parait donc important de s’y intéresser.

De plus, la détermination de la CMI ne permet d’évaluer I'effet de I'antibiotique qu’apres un
temps d’incubation fixé . Pour connaitre I'activité de I'antibiotique au cours du temps, il faut

dénombrer les bactéries a intervalles réguliers afin d’obtenir des courbes de bactéricidie.

1.1.2 Courbes de bactéricidie avec des concentrations en antibiotique
constantes
Les courbes de bactéricidie sont le plus souvent obtenues par des dénombrements de
bactéries exposées a des concentrations constantes en antibiotiques. Ces courbes réalisées
pour plusieurs classes d'antibiotiques ont permis de mettre en évidence deux modalités

d’action (figure 2) : un mode concentration-dépendant et un mode temps-dépendant.
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Figure 2 : Représentation schématique de courbdsd&gricidie.

La figure de gauche représente le cas d’un antitpiet concentration-dépendant ; I'activité bactédieiaugmente avec la concentration. La
figure de droite représente le cas d'un antibioidqemps-dépendant ; I'activité bactéricide n'augtegras avec la concentration mais avec

le temps.

Les antibiotiques agissent sur des cibles bactériennes et leur activité peut étre facilement
décrite par un modéle de type Enax (équation 1) qui décrit la relation concentration — effet lors
d’une interaction entre une molécule et sa cible [6].

CV

E=E *X———
max Cy+ECé/O

Equation 1

ou E est I'effet observé pour la concentration C, E. I'effet maximal, ECs, la concentration
nécessaire pour obtenir un effet égal a 50 % de I'effet maximal et y le coefficient de

sigmoidicité qui traduit la perte de la relation concentration-effet.

La relation concentration-effet décrite par ce modele est typiqguement une relation sigmoide
(figure 3).
Effets

Emax [

Concentrations
atteintes pour les
concentration-
dépendants
Concentrations
atteintes pour
les temps-
dépendants

ECs, Concentrations en antibiotique

Figure 3 : Schéma d’une relation concentration-effe type Eax.
L’effet augmente avec la concentration en antifjioti

Pour des concentrations en antibiotique faibles, I'effet est quasiment nul puis quand les
concentrations augmentent, I'effet augmente proportionnellement aux concentrations (plus
ou moins vite selon la pente de la courbe) et enfin, pour de fortes concentrations, un effet

maximal est atteint, on parle alors de « plateau ».
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Selon la toxicité des molécules, les concentrations plasmatiques permettent ou non
d’'atteindre un effet maximal. Pour des antibiotiques tels que les bétalactamines pour
lesquels les doses administrées peuvent étre élevées (la marge thérapeutique étant grande),
les concentrations permettent d’obtenir un effet maximal situé au niveau du plateau et un
changement de concentrations n’a alors que peu d’influence sur l'intensité de I'effet qui reste
maximal. L'activité de I'antibiotique dépend donc principalement du temps passé au hiveau
du plateau. Ces antibiotiques sont dits temps-dépendants. A I'opposé, pour certains
antibiotiques aux marges thérapeutiques plus étroites tels que les aminoglycosides ou les
fluoroquinolones, les concentrations pour des raisons de toxicité ne permettent pas
d’atteindre I'effet maximal et la décroissance des concentrations est alors associée a une
diminution de l'effet. Ces antibiotiques dont l'effet dépend des concentrations sont dits

concentration-dépendants.

La classification des antibiotiques en concentration ou temps-dépendants a conduit & une
meilleure utilisation des antibiothérapies en termes d’efficacité par une adaptation des
schémas posologiques. Ainsi, des administrations fréquentes ont été préconisées pour les
antibiotiques temps-dépendants afin de maintenir les concentrations au-dessus de la CMI
pendant un temps minimal alors que des administrations uniques sont recommandées pour
les antibiotiques concentration-dépendants afin d’atteindre des concentrations élevées sans
pour autant couvrir tout l'intervalle d’administration. Cependant, des antibiotiques peuvent
avoir une action concentration ou temps dépendante en fonction du pathogéene rencontré et
de sa CMI. Il existe aussi des antibiotiques codépendants comme les macrolides et les

tétracyclines pour lesquels la durée et le niveau d’exposition influencent I'activité.

Les courbes de bactéricidie, obtenues en exposant les bactéries a des concentrations en
antibiotique constantes, sont faciles a réaliser et permettent de connaitre rapidement la
modalité d’action d’'un antibiotique sur une souche bactérienne. Cependant, cette méthode
ne prend pas en compte la dynamique temporelle des concentrations en antibiotiques telle

gu’elle est observée in vivo.

1.1.3 Courbes de bactéricidie avec des concentrations en antibiotique
variables
Des systemes appelés in vitro dynamiques ont été développés pour permettre d’exposer les
bactéries a des concentrations en antibiotique variables au cours du temps. L'intérét de ces

systemes est de mimer la disposition des antibiotiques par I'organisme in vivo.
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1.1.3.1 Structures de systémes in vitro dynamiques

La structure générale des systémes dynamigques consiste en plusieurs compartiments

matérialisés par des béchers immergés dans un bain-marie a 37°C ou placés dans une

Prélévements
®—

chambre thermostatée a 37 °C (figure 4).

Thermostat

Déchets

Bouillon Bouillon + bactéries +

Agitateur magnétique Bain-marie

Figure 4 : Systéme in vitro dynamique
Les bactéries sont mises en contact avec 'antipietdans le compartiment central immergé dansain-marie thermostaté a 37°C. La
pompe d’entrée assure la dilution des antibiotigeteselle de sortie maintient le volume constamt aditateur magnétique homogénéise la
suspension bactérienne en permanence.

Le compartiment central contenant du bouillon de culture représente le systeme vasculaire et
I'objectif est d'y retrouver I'équivalent des concentrations plasmatiques d’antibiotique
observées in vivo. Pour mimer une administration intravasculaire, les antibiotiques sont
injectés directement dans le compartiment central. Pour simuler une administration
extravasculaire, une pompe préléve les antibiotiques dans un compartiment périphérique et
les améne progressivement au compartiment central. Pour les deux types d’administration,
suite a l'arrivée des antibiotiques dans ce compartiment, leur élimination débute. Une pompe
apporte du bouillon de culture sans antibiotique au compartiment central afin de diluer les
antibiotiques selon le débit choisi (voir paragraphe 1.1.3.2). Une autre pompe permet de
maintenir le volume du compartiment central constant par une élimination de bouillon vers un
compartiment déchet. Dans la plupart des systéemes, I’homogénéisation des bactéries est
assurée par une agitation magnétique. Cependant, dans certains systémes avec des
structures en dérivation, des pompes assurent ’hnomogénéisation a l'intérieur des structures

contenant les bactéries [7].

La culture bactérienne est réalisée dans différents compartiments selon le degré de
complexité du systeme. Dans les systémes les plus simples, les bactéries sont en
suspension dans le compartiment central et sont donc éliminées vers le compartiment
déchet en méme temps que les antibiotiques (figure 4) [8-10]. Dans les systémes plus

sophistiqués, les bactéries sont isolées du compartiment central pour prévenir leur
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élimination au cours de I'expérience. La séparation entre la suspension bactérienne et le
compartiment central peut étre matérialisée par un filtre dont les pores, qui ont un diameétre
de 0.4 um, permettent le passage des antibiotiques mais pas celui des bactéries qui ont des
tailles de 1 a 10 um [11, 12].

Enfin, dans les systemes les plus complexes [7, 13], les bactéries sont placées dans des
structures isolées en dérivation. Le contenu du compartiment central contenant les
antibiotiques circule a travers ces structures grace a une pompe, les bactéries étant

maintenues par des filtres de pores de 0.4 um.

1.1.3.2 Débit d’élimination des antibiotiques

Dans les systémes in vitro dynamiques, les antibiotiques sont éliminés progressivement du
compartiment central selon un débit d’élimination choisi. Afin de garder un volume constant,
le débit d’'apport en bouillon sans antibiotique est identique au débit d’élimination des

antibiotiques (figure 5).

Débit d’apport en bouillon Débit d’élimination des
sans antibiotique Compartiment central antibiotiques (Clairance)

— Avec une quantité x d’antibiotique
répartie dans un volume V

Figure 5 : Schéma des entrées et des sorties dpartiment central.
Le débit d’élimination choisi pour faire décroities concentrations en antibiotique a la méme vétegsin vivo est aussi appliqué a I'entrée
du systeme.

On peut affecter aux systemes in vitro dynamiques la notion de clairance (Cl) qui est le
coefficient de proportionnalité entre la vitesse d’élimination de [I'antibiotigue et la

concentration d’antibiotique au temps t dans le systeme (équation 2).

_ vitessed'élimination ,, (1g/h)
concentrabn,, (Lg/ mL)

Equation 2

Cl

La clairance du systeme s’exprime en mL/h et correspond au volume du systeme
complétement épuré de l'antibiotique par unité de temps. Par définition, le rapport entre la
clairance et le volume total du systéme correspond a la fraction du volume completement

épurée par unité de temps (ky0) (équation 3).
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Klo =— Equation 3

\Y

ou Cl est la clairance et V le volume du systéme.

Pour reproduire une élimination similaire a celle observée in vivo, il faut connaitre le temps de
demi-vie (Ty,) de I'antibiotique. Il est alors possible de calculer, avec I'équation 4, la fraction a

épurer par unité de temps (k10) pour obtenir ce temps de demi-vie.

_In2

T2

KlO Equation 4

Connaissant la fraction a épurer par unité de temps et le volume du systéme in vitro, il est alors
possible de calculer la clairance qui est le débit a appliquer aux pompes situées en amont et en
aval du compartiment central afin d’obtenir une décroissance des concentrations en antibiotique

similaire a celle observée in vivo et de maintenir le volume du compartiment central constant.

Cependant, méme les systemes d'études in vitro les plus perfectionnés capables de mimer
I'élimination progressive des antibiotiques au contact des bactéries ne permettent pas de
prendre en compte toutes les parameétres qui peuvent influer sur I'efficacité d’'un traitement

antibiotique in vivo tels que I'accessibilité au site infectieux.

1.1.4 Modeles d’études des antibiotiques sur animaux

Les études de l'activité des antibiotiques sur modéles animaux sont trés utilisées dans le
développement d'antibiotiques en paralléle des études in vitro pour évaluer rapidement la
capacité des antibiotiques a atteindre et a tuer les bactéries in vivo. Le modéle de septicémie
chez la souris est, par exemple, un modéle de choix dans le criblage des substances
antibiotiques qui a été utilisé pour étudier les effets du premier sulfamide en 1935 [14].

Dans les premiéres étapes du développement d'un antibiotique, les études sont souvent limitées
a des évaluations de la survie des animaux alors que dans les étapes ultérieures, le nombre de

bactéries aprés traitement est directement évalué dans le tissu infecté.

Les modéles animaux sont actuellement le meilleur moyen de tester I'activité et la sécurité
de nouveaux antibiotiques avant I'administration a des patients et sont aussi un excellent

moyen de trouver de nouvelles approches thérapeutiques (dose, intervalle d’administration,...).
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Il a par exemple été montré que les données de valeurs seuils d’indice PK/PD pour prédire une
guérison microbiologigue ou cliniqgue obtenues dans des modéles animaux depuis plus de 20

ans avaient une bonne concordance avec les valeurs retrouvées dans des études cliniques [15].

L'intérét de ces modeéles est également de prendre en compte I'action du systeme immunitaire,
qui joue un rble prépondérant au cdté de l'antibiotique lors d'une infection. Un de leurs
désavantages est l'utilisation d'un grand nombre d'animaux et la douleur potentiellement
engendrée lors du développement d'une infection. C’est pourquoi certaines études se sont
attachées a développer des systémes in vitro comprenant aussi des éléments du systéeme

immunitaire.

1.1.5 Modeles d’études des antibiotiques in vitro avec une composante
immunitaire
Les modéles d'étude in vitro intégrant une composante immunitaire sont de plus en plus
développés et utilisés. Ces modeles sont trés variés et ne seront pas tous décrits ici. Certains
modeles n'utilisent pas d'antibiotiques et étudient spécifiquement I'action des cellules
immunitaires sur les bactéries et réciproquement afin de déterminer les interactions existantes
au niveau moléculaire [16, 17]. Quelques études se sont intéressées a I'effet immunomodulateur
des antibiotiques sur les cellules du systéme immunitaire [18].

Les modéles tripartites incluant bactéries, antibiotiques et effecteurs du systéme immunitaire
sont eux de plus en plus développés afin, par exemple, d'étudier les phénoménes de
résistances observés in vivo lors d'infection complexes comme la tuberculose ou d'échec de
traitement contre S. aureus [19, 20]. Ces modéles sont pertinents car ils permettent de se
rapprocher des conditions observées in vivo tout en éliminant la souffrance animale.

Une de leur limite est cependant de ne pas pouvoir étudier le systtme immunitaire dans son
ensemble étant donné sa complexité. En effet, le systéme immunitaire est un systéme
complexe, dans lequel interagissent de nombreuses cellules, macrophages, neutrophiles,
monocytes et lymphocytes, présentes sur site ou recrutées et/ou fabriquées au cours du temps,
tout en étant coordonné par I'action des cytokines et du systéeme du complément [21].

En conclusion, les modéles d’études in vitro et in vivo, qui sont complémentaires, ont permis

de mieux connaitre I'activité antibactérienne de nombreux antibiotiqu es. Ces modeéles sont
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de plus en plus utilisés pour la détermination de schémas posologiques et les résultats
expérimentaux de cette thése ont tous été obtenus a partir de modéles in vitro.
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1.2 Les céphalosporines

Les céphalosporines sont une classe d'antibiotique appartenant a la famille des bétalactamines,
caractérisées par la présence d'un noyau béta-lactame qui est attaché a un noyau
dihydrothiazine hexagonal. Cela leur confére une résistance augmentée aux bétalactamases par
rapport aux pénicillines.

Les céphalosporines ont un spectre antibactérien variable et sont communément classées selon
leur génération de découverte, chaque nouvelle génération ayant un ou plusieurs avantages par
rapport aux anciennes.

1.2.1 Mécanisme d’action

Le mécanisme d’'action des céphalosporines est celui des bétalactamines.

Les bétalactamines ont une action bactéricide par inhibition de la synthése de la paroi
bactérienne. C'est au stade final de la synthése du peptidoglycane que les bétalactamines
interviennent, en se fixant par inhibition compétitrice a la place du substrat sur les protéines de
liaison a la pénicilline (PLPs) que sont la transpeptidase et les carboxypeptidases, empéchant
donc une synthése finale correcte du peptidoglycane et entrainant une élongation, des lésions,
une perte de la perméabilité sélective de la paroi bactérienne et par conséquent une mortalité
bactérienne.

Les bétalactamines sont donc des antibiotiques bactéricides mais leur action lytique n’'est
possible que sur des bactéries en croissance, car seules ces cellules bactériennes ont une
production de paroi active [22].

Les différences d'activité au sein de la famille résultent, en partie, de la différence d'affinité des
antibiotiques pour les PLPs et des bétalactamases produites par les bactéries qui peuvent étre
de différents types.

Les bactéries Gram+ sont plus sensibles aux céphalosporines que les bactéries Gram- et cela
pour plusieurs raisons : les PLPs sont différentes, les bactéries Gram+ possédent beaucoup
plus de peptidoglycane et les antibiotiques doivent réussir a pénétrer la membrane externe des
bactéries Gram- via les aquaporines avant de pouvoir agir sur les PLPs situées entre la

membrane cytoplasmique et la membrane externe.
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1.2.2 Parametres prédictifs de I'efficacité des céphalosporines

L'efficacité d’'un antibiotique sur une bactérie dépend de la sensibilité de la souche et de son
niveau d’exposition a I'antibiotique. C'est pourquoi les indices
pharmacocinétigue/pharmacodynamique (PK/PD) ont été construits ; afin de tenir compte a
la fois de la sensibilité par la composante pharmacodynamique et de I'exposition de la souche a
I'antibiotique par la composante pharmacocinétique.
Plusieurs paramétres pharmacodynamiques mesurent la sensibilité des bactéries et les index
PK/PD les plus courants utilisent la CMI. Il faut cependant remarquer que la CMI est toujours
déterminée apreés une exposition des bactéries a des concentrations constantes en antibiotiques
ce qui differe des expositions in vivo.
Trois paramétres pharmacocinétiques sont généralement utilisés pour décrire I'exposition d’'un
organisme a un antibiotique (figure 6):

«  Tsconcentration . 1€ pourcentage de temps au-dessus d’une concentration sur l'intervalle

de dosage (24h),
- AUC : l'aire sous la courbe des concentrations plasmatiques a I'état d’équilibre,

«  Cmax : la concentration plasmatique maximale.

Concentrations
plasmatiques

A

Cmax

T concentration Temps
Figure 6 : Représentation schématique des conceoisiplasmatiques en antibiotique au cours du teaprés une administration
extravasculaire.
Les parametres pharmacocinétiques qui décriverpbaition sont notés en gras.

Les valeurs des parameétres PK utilisées dans le calcul de ces indices sont les valeurs
correspondant aux concentrations plasmatiques libres qui sont les seules a pouvoir atteindre les
bactéries. Par ailleurs, les concentrations plasmatiques sont représentatives des concentrations
dans les liquides extracellulaires des différents tissus au contact des bactéries n'ayant pas de
barrieres spécifiques, comme la prostate ou I'encéphale. En effet, les bactéries pathogénes en
médecine vétérinaire ont pour la plupart une localisation extracellulaire et I'équilibre qui s’établit
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entre les concentrations libres dans le plasma et les liquides extracellulaires des tissus conduit a

des concentrations extracellulaires libres identiques.

Les indices PK/PD sont obtenus en couplant les trois parameétres PK a la CMI de I'antibiotique :

- fT.cwm : le pourcentage de temps entre 0 et 24 heures a I'équilibre pendant lequel les
concentrations plasmatiques libres sont au-dessus de la CMI. Cet indice ne tient pas
compte de l'intensité de I'exposition (concentrations) mais seulement de la durée de
I'exposition & une concentration critique qui est la CMI.

. fCnax/CMI : la concentration plasmatique libre maximale divisée par la CMI. Cet indice
est un rapport entre 2 concentrations et n’a pas d'unité. A 'opposé du fT.cy, il tient
compte de l'intensité de I'exposition mais pas de la durée.

. fAUC/CMI : I'aire sous la courbe des concentrations plasmatiques libres entre 0 et 24
heures a I'équilibre divisée par la CMI. Cette AUC correspond a I'AUC de 0 a l'infini
aprés I'administration d’'une dose unique. Cet indice est exprimé en heures et il tient
compte de la durée et de l'intensité de I'exposition.

Les céphalosporines ont un effet bactéricide mixte concentration et temps-dépendant.

Cependant, leur action temps-dépendante est souvent estimée plus importante car I'effet
concentration-dépendant plafonne autour de 4 a 5 fois la CMI [23] et un effet post-antibiotique
est peu souvent observé [24]. C’est donc le facteur fT.cy qui est considéré comme paramétre
prédictif pour les bétalactamines. Les valeurs souhaitées sont fT.cy de 30% pour les bactéries
Gram-, 40-50% pour les Streptocoques, et 30% pour les Staphylocoques [23]. Des publications
plus récentes, utilisant des méthodes de modélisation plus poussées, indiquent des valeurs a
40-50% [24] ou de 60 a 70% [25] pour des bacilles Gram- et des streptocoques. Bien que le
paramétre fAUC,.,4/CMI ne soit pas optimal lors de I'utilisation des céphalosporines, une étude
rapporte une valeur de 137h pour une infection intra mammaire murine a S. aureus avec la

cefquinome [26], c’est-a-dire une concentration moyenne sur 24h égale a 5,7 fois la CMI.

1.2.3 Résistances aux céphalosporines

Les céphalosporines sont souvent actives sur les Streptocoques béta hémolytiques et les
Staphylocoques produisant des bétalactamases, mais pas contre les Staphylocoques
méthicilline-résistants. La plupart des entérocoques sont résistants. Seules quelques
céphalosporines de derniére génération sont efficaces contre P. aeruginosa. Les mycobactéries

sont résistantes et I'activité sur les bactéries anaérobies est variable [22].
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Plusieurs mécanismes sont impliqués dans ces phénoménes de résistance. Les PLPs peuvent
étre modifiées par recombinaison de I’ADN bactérien. Une perméabilité réduite des antibiotiques
par diminution de la production des porines ou un efflux augmenté peuvent étre en cause chez
les bactéries Gram-. Une derniére possibilité est 'inactivation enzymatique des céphalosporines
via l'action de bétalactamases. Ce mécanisme est prédominant du fait de la transmissibilité
entre bactéries des genes codant pour les bétalactamases [27]. Les 2 classes de
bétalactamases les plus fréquentes conférant une résistance aux céphalosporines sont les
bétalactamases a spectre élargi (BLSE, plus de 320 décrites dans le monde [28]) et les
céphalosporinases AmpC qui hydrolysent préférentiellement la liaison CO-NH du noyau lactame

des céphalosporines de premiére et seconde générations.

1.2.4 La céphalexine

La céphalexine est un agent antibactérien de synthése, a usage vétérinaire et humain,
appartenant a la famille des céphalosporines. Cette céphalosporine a des indications
thérapeutiques larges et a été utilisée pour la majorité des études expérimentales de ce travail

de thése.

=
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Figure 7 : Formule développée de la céphalexine.
D’aprés[29]

La céphalexine monohydrate (figure 7, numéro CAS 15686-71-2) est une céphalosporine de
premiére génération qui appartient au groupe 2 : elle peut étre administrée par voie injectable et
par voie orale. Sa formule moléculaire est C16H;17N30,4S.

La céphalexine a une bonne activité contre les bactéries Gram+ y compris contre les
Staphylocoques produisant des bétalactamases (CMI<8ug/mL), elle est modérément résistante
aux bétalactamases des entérobactéries et est modérément active contre les autres bactéries
Gram- (CMI=16pug/mL). Elle est inactive contre Enterobacter spp., P. aeruginosa and Serratia
spp. (CMI232ug/mL).

En médecine vétérinaire, elle est indiquée dans le traitement des pyodermites superficielles et

des infections urinaires basses dues a E. coli et Proteus mirabilis chez les chiens et les chats et
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contre les plaies infectées et abcés dus a Pasteurella spp. chez le chat. Plus largement, la
céphalexine est indiquée dans le traitement des infections des tissus mous et cutanés, des
infections respiratoires, gastro-intestinales et génito-urinaires dont les bactéries sont sensibles a
cet antibiotique chez le chien et le chat. Chez les bovins, elle est indiquée dans le traitement par
voie locale des mammites sub-cliniques et cliniques a S. aureus, Streptococcus dysgalactiae,
Streptococcus uberis et E. coli.

La biodisponibilité par voie orale de la céphalexine est élevée (F=80-90% chez le chien). Elle a
une bonne absorption qui n'est pas influencée par la prise de nourriture de l'individu [30]. La
biodisponibilité est moindre chez le chat avec une valeur autour de 56%. Le temps nécessaire
pour atteindre le pic de concentration plasmatique est court (inférieur a 2 heures chez le chien,
le chat et 'homme). La distribution dans I'organisme de la céphalexine est modérée et la liaison
aux protéines plasmatiques est faible (inférieure a 15%). La demi-vie d'élimination est assez
courte (t1,=1.8 a 4.7h chez le chien, 0.5 a 2h chez I'homme et de 0.6 a 2h chez les ruminants)
et I'élimination se fait majoritairement (85%) sous forme inchangée dans l'urine.

1.2.5 Le cefprozil

Dans cette theése, nous avons également étudié le cefprozil, une céphalosporine de deuxieme

génération utilisée en médecine humaine.

NH,

Figure 8 : Formule développée du cefprozil.

Le cefprozil, (figure 8, numéro CAS 92665-29-7) a pour formule moléculaire C1gH19N3OsS.

Le cefprozil est plus puissant que la céphalexine. En effet, la céphalexine a une CMly, de 8
pug/mL contre E. coli alors que celle du cefprozil est de 5 pg/mL. Pour S. aureus, les valeurs de
CMlg, sont respectivement de 64 et de 2 pug/mL [31, 32]. Cependant, les valeurs critiques en
termes de sensibilité lors des tests de dilution (sensible, intermédiaire, résistant) sont identiques
a celles de la céphalexine [31].

Le cefprozil posseéde une bonne élimination rénale chez I'homme (60-70%) mais pas chez le

chien chez lequel seulement 40% sont éliminés dans les urines [33].
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1.3 Role de 'immunité innée dans la lutte contre les bactéries

L'immunité est 'ensemble des mécanismes développés par I'organisme pour se protéger des
agressions microbiennes et des proliférations malignes. On appelle systeme immunitaire
I'ensemble des cellules et tissus assurant I'immunité de I'organisme.

Ce systéme participe au maintien de l'intégrité de nos organismes en évoluant constamment
face aux multiples micro-organismes présents dans I'environnement et aux stratégies qu'ils ont
développées pour contrecarrer les ndtres. Dans le cadre d'une infection par une bactérie
pathogéne, la réponse immunitaire débute par la reconnaissance de cet agent infectieux pour

ensuite développer une réaction destinée a I'éliminer.
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Figure 9 : Représentation schématique de la réadtiomunitaire lors d’une infection bactérienne.

Les premiéres barrieres de défense de l'organisme sont la peau et les muqueuses. Elles
permettent la protection du milieu intérieur vis-a-vis de l'extérieur. La pénétration des

microorganismes au travers de ces barrieres déclenche la premiere ligne de défense du
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systeme immunitaire : I'immunité innée (figure 9). Celle-ci, constituée principalement du systéme
du complément et de cellules phagocytaires, permet a I'organisme de se défendre de maniére
non spécifique et immédiate.

Des cellules sentinelles, les macrophages tissulaires résidents, reconnaissent les micro-
organismes et vont les phagocyter. Cette phagocytose va permettre de digérer une partie des
bactéries, de présenter les antigenes bactériens a d'autres cellules, et par la sécrétion de
différents éléments comme les cytokines et les chémokines de créer une réaction inflammatoire
et d'attirer d’autres cellules sur le site [34]. Cela se déroule dans les 4 premiéres heures qui
suivent l'infection et permet d’éliminer 99% des micro-organismes [21].

Les polynucléaires neutrophiles, qui proviennent du sang, sont attirés sur le site grace aux
chémokines, en particulier IL-8, et leur migration est favorisée par l'inflammation. lls vont
phagocyter et tuer les pathogénes localement, et contribuer a la réaction inflammatoire. lls
interviennent entre 0 et 12h aprés le début de l'infection et permettent de tuer 99.9% des micro-
organismes [21].

Ensuite, une seconde vague de macrophages va agir, suite au recrutement de monocytes
circulants par l'intermédiaire de CCL2 entre 12h et 48h aprés le début de I'infection.

En paralléle, des cellules dendritiques sur site, activées par les macrophages, vont également
phagocyter des bactéries pathogénes, et vont ensuite signaler la présence de non-soi a distance
du site. C’est le début de I'immunité adaptative.

Ces cellules, activées, circulent via la lymphe et se rendent dans les nceuds lymphatiques. Elles
vont sur place activer les lymphocytes T (Lt) correspondants aux antigénes présentés. Ces
lymphocytes peuvent ensuite se transformer en Ly cytotoxiques, utiles dans la lutte contre les
bactéries intracellulaires, en Ly mémoire ou bien en L; auxiliaires. Les lymphocytes B, activés
par différents signaux et aidés par les L auxiliaires, vont se différencier en Lg mémoire et en
plasmocytes, qui produiront des immunoglobulines spécifiques du pathogéene [34, 35]. C'est le
systéme immunitaire adaptatif, qui est spécifique et qui a une mémoire mais qui est plus tardif a
se mettre en place car pour une premiére exposition, il est opérationnel environ 96h apres le
début de l'infection [21].

Lt auxiliaires, Lt cytotoxiques et immunoglobulines peuvent alors retourner sur le site infectieux
et collaborer avec les cellules du systéeme immunitaire inné afin de recruter, faciliter la
phagocytose via la reconnaissance des pathogénes et la superactivation des cellules
phagocytaires, révélant ainsi un dialogue permanent en systeme immunitaire inné et adaptatif
[34, 35].
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L'immunité innée est ainsi qualifiée de naturelle mais aussi de non spécifique car ses modes
d’'action sont invariants et ne s’adaptent généralement pas aux micro-organismes rencontrés.
Elle se mobilise rapidement en tout point de I'organisme, et assure la premiere défense de I'héte
en combattant directement le pathogéne ou en informant I'organisme de sa présence [36]. Nous
allons donc la présenter plus en détails.

1.3.1 Organisation de la réponse immunitaire innée

Les surfaces épithéliales exposées a l'extérieur de l'organisme, telles que la peau et les
mugqueuses, sont les premiéres a étre en contact avec le pathogene. Elles représentent ainsi la
premiére ligne de défense physique, chimigue et microbiologique de I'organisme [37]. Une
breche de ces barriéres facilite I'entrée du germe dans I'organisme et les micro-organismes ont
aussi développés de nombreux mécanismes pour contourner ou détruire les défenses
épithéliales [38]. Ces epithelia communiquent étroitement avec les cellules de I'immunité. La
production de médiateurs inflammatoires est une fonction essentielle de ces barrieres qui

permet le recrutement précoce de cellules immunitaires effectrices sur le site infectieux.

Le systeme du complément est I'un des premiers mécanismes a se mettre en place suite a
I'entrée d'un pathogéne dans I'organisme. Il représente un ensemble de plus de trente protéines
plasmatiques et membranaires jouant un réle essentiel dans I'élimination des microorganismes.
En effet, la cascade du complément génére des molécules qui enrobent les micro-organismes,
les marquent et recrutent des cellules phagocytaires.

La majorité des protéines du complément sont plasmatiques et s'activent selon différents modes
de reconnaissance des pathogénes. Parmi ces protéines, le complexe enzymatique C3b a un
réle d’opsonine : il se fixe a la bactérie afin de permettre sa reconnaissance par les phagocytes.
Le C5b induit le recrutement des composants du complexe d'attaque des membranes (CAM)
formant un pore dans la membrane plasmique de la bactérie et conduisant a sa mort par choc
osmotique. Cependant, le CAM n’est pas efficace sur les bactéries Gram positives comme S.
aureus en raison de leur paroi épaisse, riche en peptidoglycanes, et de la sécrétion de protéines
bactériennes inhibitrices de I'activité du complément comme SCIN (Staphylococcus complement
inhibitor), Efb (extracellular fibrinogen-binding protein), I'auréolysine et la staphylokinase [39]. Le
systeme du complément participe a I'opsonisation, a la réponse inflammatoire, a I'élimination
des complexes antigénes-anticorps et a la destruction des pathogenes [40, 41].
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Les premiéres cellules de 'immunité a rencontrer le pathogene sont les macrophages tissulaires
résidents. lls sont un composant essentiel de I'immunité innée et jouent un réle central de
sentinelles dans l'inflammation et les défenses de I'héte. Les macrophages dérivent des
monocytes qui représentent 4 a 10% des leucocytes sanguins. Les monocytes et macrophages
appartiennent au systéeme des phagocytes mononucléés originaires de la lignée myéloide dont
la genése a lieu dans la moelle osseuse a partir d'un progéniteur myéloide commun avec les
granulocytes [42]. Les étapes de différenciation du monocyte sont essentiellement dépendantes
du facteur de croissance M-CSF (Macrophage-colony stimulating factor ou CSF-1). Lorsque la
maturation cellulaire est atteinte, les monocytes quittent la moelle osseuse pour aller dans la
circulation sanguine. Les monocytes circulant transitent plusieurs jours dans le sang avant de
sortir des capillaires par diapédése active pour se localiser dans différents tissus de I'organisme
ou ils se transforment en macrophages résidents ; les monocytes inflammatoires ne restent eux
gue quelques heures dans le sang avant d’'étre transformés en macrophages pour répondre aux
stimuli microbiens.

Les phagocytes mononucléés sont des éléments essentiels de l'orchestration des réponses
immunitaires innées et adaptatives lors d'une infection et ils interviennent a la fois au départ puis
au cours la réponse immunitaire innée. Lors d’une infection bactérienne, l'initiation de la réponse
débute toujours par la reconnaissance du pathogéne, sa phagocytose par les macrophages
résidents afin de limiter la prolifération bactérienne et d’émettre des signaux de danger. La
reconnaissance de la bactérie par le macrophage est permise par un ensemble de récepteurs,
les PRR (pattern recognition receptors), qui sont membranaires ou cytoplasmiques. Ces
récepteurs reconnaissent des motifs moléculaires conservés exprimés par les micro-
organismes, appelés les PAMPs. (pathogen associated molecular pattern) [36, 43]. Les PAMPs
sont produits uniquement par les micro-organismes, sont exprimés constitutivement et sont
invariants entre microorganismes du méme groupe. Ces caractéristiques permettent une
reconnaissance efficace par un petit nombre de PRR. Par exemple, de nombreux PAMP font
partie de la paroi bactérienne, tels que le lipide A du lipopolysaccharide (LPS) des bactéries
Gram - ou l'acide lipotéichoique (LTA) des bactéries Gram +, permettant la reconnaissance de
'ensemble des bactéries Gram - et + et leur phagocytose par les granulocytes et les
macrophages. Un message d'alerte est ensuite transmis par les macrophages au systéeme
immunitaire via la sécrétion de cytokines inflammatoires (IL-1, IL-6, TNF-a) et de chimiokines qui

vont aider au recrutement des granulocytes neutrophiles (IL-8) ou des monocytes (CCL2).
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Un recrutement leucocytaire a ensuite lieu : les leucocytes adhérent a I'endothélium grace aux
molécules d'adhésion exprimées par les cellules endothéliales, s’extravasent [44] puis migrent
dans les tissus vers le site infectieux en suivant les gradients de concentration de chimiokines
fixées. Ce sont les granulocytes neutrophiles qui sont recrutés en premier, puis les monocytes.
Une fois au site infectieux, les neutrophiles activés phagocytent et éliminent les bactéries par la
libération de facteurs antimicrobiens contenus dans les 3 types de granules ou générés par
activation métabolique, comme la NADPH oxydase [45]. L'activité bactéricide des granules,
comme pour les macrophages, permet la destruction des pathogénes phagocytés (figure 10).
Les neutrophiles sont ainsi des cellules clés de la lutte antibactérienne a travers leur forte
capacité de phagocytose et d’élimination intracellulaire des pathogénes.

Plasma membrane
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Les monocytes inflammatoires sont recrutés dans un second temps. lls se différencient en
macrophages qui complétent I'activité phagocytaire des neutrophiles, c'est la 3°*™ phase
d’action des phagocytes mononucléés dans I'immunité innée. Ces macrophages sont également
capables de phagocyter les neutrophiles sénescents et ont la capacité de présenter les
antigénes aux Ly [47]. Les monocytes peuvent aussi se différencier en cellules dendritiques qui
captent les antigénes et migrent dans les organes lymphoides secondaires pour les présenter
aux Lt et mettre en route la réponse immunitaire adaptative. Les macrophages ont donc des
réles multiples au cours de la réponse immunitaire : ils sont capables reconnaitre des bactéries,
de les phagocyter, ils organisent la réaction inflammatoire précoce en sécrétant des cytokines
comme IL-1, IL-6 et TNFa, ils recrutent d'autres cellules phagocytaires via la sécrétion de

chimiokines IL-8 et CCL2 et présentent les antigénes aux Lt auxiliaires. lls participent ainsi aux 4
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phases de la réponse immunitaire qui sont la reconnaissance des pathogénes, I'activation du

systéme immunitaire, la phase effectrice et le retour au silence.

1.3.2 Mécanisme de phagocytose des macrophages

La phagocytose est une fonction clé des macrophages. En plus de son réle dans 'homéostasie
par I'élimination des cellules sénescentes et des débris cellulaires, elle est cruciale pour les
défenses anti-infectieuses. Elle permet la dégradation des micro-organismes mais aussi le
recrutement et I'activation d’autres cellules de I'immunité [48, 49].

La phagocytose correspond a l'internalisation de grosses particules dans des vacuoles appelées
phagosomes. Pour aboutir a cette internalisation, la bactérie est reconnue par voie directe ou
indirecte, le signal de reconnaissance est transmis et la bactérie se retrouve entourée de
pseudopodes du macrophage. La phagocytose conduit a l'internalisation d’'une partie de la
membrane du phagocyte pour former une vacuole intracellulaire, le phagosome, qui contient le
micro-organisme reconnu (figure 11). Le phagosome subit ensuite plusieurs étapes de
maturation qui vont permettre la production de nombreux facteurs antimicrobiens. Le
phagosome va d'abord fusionner avec des endosomes, ce qui va permettre une modification de
la composition de sa paroi et de son contenu. On observe ainsi I'activation d’'une pompe a
proton (ATPase) qui permet I'acidification de son contenu [50]. Le phagosome acquiert
également de nombreuses enzymes responsables de la digestion du micro-organisme comme
des protéases acides (cathepsines), des lipases et des glycosidases [51, 52]. Lors de cette
maturation on observe aussi une forte augmentation de la concentration en peptides
antimicrobiens, dont les défensines, dans le phagosome [46].

Un orage oxydatif se produit ensuite lors de la fusion du phagosome avec le lysosome. On
observe l'activation de 2 complexes enzymatique, la NADPH oxydase et la NO-synthase
inductible (INOS). Ces 2 complexes produisent de nombreux composés dont le peroxyde
d’hydrogéne (H202) [53], le peroxynitrite et les nitrites [54] qui possédent de puissantes activités
antimicrobiennes et qui participent activement a la dégradation des micro-organismes

phagocytés.
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Figure 11 : Phagocytose du macrophage : maturatiopphagosome et présentation antigénique.
D’apres [55].

Suite a la reconnaissance des PAMP par le PRRgfabkest transmis et la formation des pseudopedesmence. Cela aboutit a la formation
d’'un phagosome entourant la bactérie et dont le@am va progressivement étre modifié, pour deuemiphagolysosome et aboutir a la lyse
bactérienne. Les peptides générés par la dégradatéola bactérie sont ensuite chargés sur les mt#éale CMH et les complexes
peptide/MHCI-II sont alors exportés a la surfacéidaire. En paralléle, la phagocytose entrainedeoduction de cytokines pro-inflammatoires
par le macrophage.

Par ailleurs, la dégradation du pathogéne permet I'apprétement des peptides antimicrobiens
pour la présentation antigénique a la surface des phagocytes par le CMH-II, étape indispensable

a l'activation des lymphocytes T spécifiques du micro-organisme [48, 49].

1.3.3 Sécrétion de cytokines et organisation de la réponse inflammatoire

La reconnaissance de ligands bactériens méne a la production d’'une cascade de cytokines et
de chimiokines par les macrophages permettant I'activation, la mobilisation et le recrutement
d’autres cellules du systéme immunitaire. C’est l'initiation de I'inflammation. Des cytokines pro-
inflammatoires telles qu'lL-13, TNF-a et IL-6 sont sécrétées, ainsi que des chimiokines telles
gue CXCL8 (IL-8) qui va promouvaoir le recrutement et I'activation des granulocytes neutrophiles
et CCL2 qui attire les monocytes sanguins afin qu'ils se différencient en macrophages dans les
tissus [21].

L’inflammation a 3 réles majeurs dans la lutte contre une infection bactérienne. Elle augmente le
nombre de molécules et de cellules effectrices provenant du sang sur le site infectieux afin de

détruire plus de pathogénes, elle induit une coagulation locale, afin de confiner l'infection et
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éviter une dissémination hématogéne, et enfin elle favorise la réparation des tissus. C’est un
phénoméne utile localement, mais qui doit rester contr6lé afin d'éviter des conséquences

systémiques néfastes [56].

Les cytokines pro-inflammatoires ont des effets variables en fonction de leur concentration dans
le milieu et de leur diffusion systémique. La cytokine TNF-a a un effet bénéfique local dans la
lutte contre des bactéries pathogénes en améliorant le recrutement des cellules immunitaires via
une augmentation de l'adhérence des cellules sur I'endothélium, une augmentation de la
perméabilité tissulaire et une augmentation des protéines plasmatiques au site infecté. Par la
suite, elle entraine également une coagulation intravasculaire locale, ayant donc une action
majeure dans la prévention de la dissémination bactérienne. De maniére systémique, TNF-a
entraine une augmentation du fibrinogéne et du sérum amyloide A (SAA), caractérisant une
réaction inflammatoire systémique et provoque une hyperthermie. Une forte concentration
systémique en TNF-a est délétére pour I'organisme en participant au développement d’'un choc
septique qui se manifeste par une défaillance circulatoire aigue avec entre autres hypotension
artérielle et hypoprotéinémie ; une coagulation intravasculaire disséminée peut également étre
présente. Le développement d’'un choc septigue est associé a une mortalité importante de
I'organisme héte [21].

L'IL-1B fait partie des IL-1 mais elle est spécifiquement produite par les macrophages. La pro-
IL-1P est produite via la voie d’activation des TLR. Sa forme active, IL-1, résulte de son clivage
par les caspases, par exemple la caspase 1, qui est elle-méme activée via I'activation de
linflammasome [57]. Le clivage de la caspase 1 induit également la mort cellulaire des
macrophages par pyroptose [58]. D’autres formes de clivage de la pro-IL-1B que
'inflammasome comme la caspase 8 sont également rapportées [59]. Localement, comme TNF-
a, IL-1B a un effet bénéfique dans la lutte contre des bactéries pathogénes en améliorant le
recrutement des cellules immunitaires via une augmentation de I'adhérence des cellules sur
I'endothélium, une augmentation de la perméabilité tissulaire et I'activation des neutrophiles et
des lymphocytes. Elle génére aussi une destruction tissulaire locale. De maniére systémique,
elle entraine une hyperthermie et la production d’IL-6 et d’IL-8 [21].

L'IL6 fait partie de la grande famille des hématopoiétines et elle est produite par un grand
nombre de types cellulaires. Sa sécrétion peut étre augmentée par la présence de TNF-a ou
d’'IL-1B. IL-6 posséde notamment des effets pléiotropes sur la réponse inflammatoire avec une

activation des lymphocytes et une modulation de I'hématopoiése. Ses effets systémiques sont
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I'hyperthermie et I'augmentation de la production des protéines de la phase aigué par les

hépatocytes comme la protéine C réactive, le fibrinogene et la SAA [56].

Des quantités élevées de cytokines, y compris les 3 cytokines pro-inflammatoires que nous
venons d’évoquer (TNF-q, IL-1B et IL-6) ont été retrouvées dans le sang de patients atteints de
sepsis, et une quantité importante d’lL-6 circulante est associée a un pronostic vital négatif [60].

Ces 3 cytokines ont donc des propriétés variées, qui sont nécessaires a I'hte dans le cadre de
la lutte contre une infection bactérienne quand la réaction inflammatoire est contrélée, mais qui
peuvent également étre a l'origine de graves complications systémiques en cas de

surproduction et d’emballement de la réaction inflammatoire.

1.3.4 Spécificités d’interaction entre S. aureus et macrophages

S. aureus est une espéce bactérienne de forme sphérique, Gram positive, qui forme des
colonies opaques jaune-dorées et qui est la plus pathogéne de son genre [61]. Les
macrophages ont un rdle majeur dans la lutte contre ce pathogéne. Il a été montré que la
déplétion des neutrophiles et des macrophages augmente la sensibilité des souris a une
infection systémique par S. aureus, mettant en évidence le role fondamental de ces cellules
dans le contrdle de ces infections. L'injection de macrophages dans des souris dépourvues de
neutrophiles et macrophages restaure la survie de ces souris a un taux proche de 100% [62].

La reconnaissance de S. aureus par les macrophages est permise par plusieurs PAMPs
produits par cette bactérie (figure 12). Les lipopeptides et I'acide lipotéichoique extracellulaires
de la paroi bactérienne des Gram + sont reconnus par le TLR2 qui forme un dimére avec TLR1
ou TLR6 dans la membrane plasmatique [63]. Le muramyl dipeptide peut lui étre reconnu dans
le cytosol du macrophage par la protéine NOD2 (nucleotide-binding oligomerization domain 2)
qui fait partie des NOD-like receptors (NLR) [63]. Cette reconnaissance initie I'activation des
voies de signalisation comme NF-k B dans le noyau qui conduisent a la production de cytokines
et chémokines dont les cytokines pro-inflammatoires TNF-q, IL-6 et la pro IL-1B [35].

TNF-a et IL-6 peuvent étre sécrétées telles quelles, mais la pro IL-1 nécessite elle d’étre clivée.
La réunion de 3 composantes que sont la procaspasel, la protéine adaptatrice ASC et la
protéine réceptrice NLRP3, activée par la reconnaissance de signaux de danger cytosoliques,
conduit a la formation d'un inflammasome qui va activer la caspasel [35]. C'est la voie
canonigue de l'activation de la caspasel qui est mise en jeu face a un Gram+. Cette enzyme,

une fois active, va avoir 2 réles : d'une part cliver des cytokines de la famille des IL-1 comme IL-
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1B et IL-18 et réguler leur sécrétion extracellulaire, et d’autre part activer la pyroptose qui est
une mort cellulaire programmeée résultant en la libération de grandes quantités de substances

inflammatoires [64].

PAMPs
v (lipopeptides DAMPs (hémolysines formant pores...)

Acide lipotéichoique)

2 WWWW Membrane

5 plasmatique

‘x.:‘f‘ffffff,‘ff“‘“‘!f‘

TLR1-TLR2 TLR2-TLR6 Cytosol

@ PAMPs
‘ (muramyl dupept.d% @
. “ NLRP3

NOD2 ProCaspase1 ASC
— —
_/
" INFLAMMASOME
Voies de signalisation (NF-kB) /

Production de cytokines

Caspase 1 activée
TNF-a, IL-12, IL-6, IL-8 ProlL-1 \
By & PYROPTOSE

1B

Sécrétion Cytosol |
TNF-q, IL-6 Mort cellulaire
Libération de grandes quantités

de substances inflammatoires

Sécrétion IL-1B

Figure 12 : Reconnaissance de S. aureus par un opaage.

Selon le microenvironnement dans lequel les macrophages évoluent (facteurs génétiques de
I'héte, cytokines sécrétées et composés microbiens), ils peuvent acquérir différents phénotypes,
classiguement divisés en deux groupes M1l et M2 [65]. Ceux-ci different en termes de
récepteurs, de sécrétion de cytokines, et de fonctions effectrices. Les macrophages M1 sont
pro-inflammatoires et microbicides alors que les M2 sont immunomodulateurs et peu
microbicides.

Il existe une sensibilité différentielle de I'héte vis-a-vis de Staphylococcus aureus. Les
pathogénes, en perpétuelle coévolution avec leurs hétes, ont développé des mécanismes pour
détourner I'étape de différenciation M1/M2 des macrophages a leur avantage [16].

Etude bibliographique 46



Roéle de I'immunité innée dans la lutte contre lastbries

S. aureus est capable de détourner I'immunité innée par un arsenal de protéines et de toxines.
D’une part, cette bactérie sécréte plusieurs protéines comme Efb et SCIN qui sont capables
d’inhiber les différentes voies d’'activation du complément et donc la phagocytose. De plus, S.
aureus sécréte de nombreux facteurs permettant d’échapper aux phagocytes. Les toxines
formant des pores, la B-hémolysine et la moduline phénol soluble sont des exotoxines qui
ciblent les macrophages résidents [66-68]. L'a-hémolysine, qui joue un role majeur dans les
infections a S. aureus, a été bien décrite. Elle induit la lyse d’'une variété de cellules de I'hbte
incluant les cellules endothéliales, les monocytes/macrophages, les neutrophiles, les
kératinocytes, les érythrocytes et les lymphocytes T [69]. D’autres toxines staphylococciques
sont également capables de lyser les macrophages/monocytes. S. aureus a donc développé
des stratégies qui lui permettent d’échapper a la phagocytose voire de détruire les cellules
phagocytaires.

Lorsqu'il est phagocyté, plusieurs études ont montré que S. aureus était capable de survivre
dans la cellule héte et d'empécher la lyse cellulaire [70]. S. aureus survit non seulement a la
phagocytose des macrophages et des neutrophiles, mais est aussi capable de persister a
I'intérieur de ces cellules [71-73] en s’échappant du phagosome et en se répliquant dans le
cytoplasme [73, 74]. Cette bactérie a ainsi la capacité d'envahir les cellules normalement
responsables de sa destruction. S. aureus préserve l'intégrité du macrophage en [l'utilisant
comme une niche intracellulaire : il manipule les processus de signalisation et de transcription
cellulaire du macrophage pour favoriser la survie des phagocytes infectés sans destruction de la
bactérie [75, 76]. Ces études ont ainsi montré que la phagocytose de S. aureus par les
macrophages exerce un effet cytoprotecteur, qui se manifeste par la régulation positive de
facteurs anti-apoptotiques, tels que Bcl-2 et Mcl-1. La lyse du macrophage survient alors
seulement 5 jours aprés infection, suite a la réplication de la bactérie dans le cytoplasme [73].
Ces études suggeérent que le détournement de I'apoptose par S. aureus empéche I'élimination
des cellules infectées, permettant ainsi une persistance intracellulaire du pathogene, sa
dissémination par les cellules infectées et la progression de I'infection.

S. aureus a donc la capacité d'induire la mort des cellules hétes précocement [70, 77], mais
aussi, a l'inverse, de favoriser I'expression de facteurs anti-apoptotiques permettant la survie
des cellules afin de les utiliser comme niche intracellulaire.
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1.4 Influence de la taille de I'inoculum bactérien

Lors de I'apparition des symptomes cliniques d'une infection, la taille de I'inoculum bactérien est
élevée avec une concentration moyenne de 2 x 10° UFC/mL au site infectieux [78]. Cette taille
d’inocula bactériens n’est pas stationnaire au cours du temps mais elle augmente spontanément
ou diminue avec un traitement antibactérien efficace. Cette variation de taille d'inoculum au
cours du temps peut avoir une influence sur l'activité des antibiotiques et du systéme

immunitaire.

1.4.1 Influence de la taille de l'inoculum sur l'activité bactéricide des
antibiotiques
Certaines études ont montré que, pour obtenir un méme effet (bactéricidie ou bactériostase par
exemple) sur un inoculum bactérien de grande taille, les con centrations en antibiotique
devaient étre augmentées par rapport a un inoculum de petite taille.
Un rapport a été calculé entre les CMI mesurées avec 10° UFC/mL et les CMI déterminées de
maniére standard avec 10° UFC/mL [78] sur une souche d’E. coli et de S. aureus. Il est apparu
que ce rapport était toujours supérieur ou égal a 2 et atteignait une valeur de 128 pour la
pipéracilline. Lorsque ce rapport de CMI est supérieur ou égal a 4, on parle d'effet inoculum .
Les CMB ont aussi été comparées pour les deux tailles d’'inoculum. Les CMB pour le grand
inoculum étaient au minimum quatre fois plus élevées que pour le petit inoculum. Mizunaga et al
[79] ont fait des observations similaires puisqu'ils ont montré qu’avec un inoculum standard (10°
UFC/mL), des carbapénemes et des quinolones avaient tous une activité bactéricide sur une
souche de S. aureus alors que face & un gros inoculum (>10® UFC/mL) I'activité bactéricide de
tous les antibiotiques testés était réduite, mais de fagcon plus marquée pour les carbapénemes
(de méme pour I'effet post-antibiotique).
Les études précédentes réalisées pour une durée d'exposition fixée (CMI) ont été complétées
par des études de cinétiques de bactéricidie comparant I'activité de 6 classes d'antibiotiques
(daptomycine, linézolide, gentamicine, oxacilline, ciprofloxacine et vancomycine) sur un
inoculum de 5.10° et de 5.10° UFC/mL de S. aureus [80]. Les vitesses de bactéricidie ont été
réduites pour tous les antibiotiques avec le grand inoculum excepté pour le linézolide, mais en
proportion variable. Une étude de cinétique de bactéricidie de la marbofloxacine sur E. coli a par
ailleurs démontré que la probabilité de sélectionner des bactéries mutantes est plus importante
lors de traitement d’'un gros inoculum, car la fréquence de mutation est fixe et donc la probabilité

de présence de bactéries mutantes au départ du traitement est augmentée avec un gros
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inoculum [81]. Rio-Marques et al ont également montré que le développement de S. aureus
résistants augmentait avec la taille de I'inoculum [82].

In vivo, I'effet inoculum est également observé et peut avoir une implication clinique importante.
Par exemple, lors du traitement d'infections a MSSA (Staphylococcus aureus sensible a la
meéthicilline) avec de la céfazoline, un fort taux d'échec est rapporté et a été relié avec des
souches de S. aureus présentant un fort effet inoculum in vitro [83]. Par ailleurs, Soriano et al.
[84] ont réalisé des études in vivo qui ont montré I'intérét de déterminer la CMI sur un inoculum
bactérien plus important (10° UFC/mL) que celui proposé par le CLSI. Dans un modéle
d’infection intrapéritonéale avec Escherichia coli ATCC 25922, les auteurs ont montré que les
indices PK/PD de bétalactamines étaient plus prédictifs de l'efficacité du traitement lorsque le

calcul de ces indices était fait avec la CMI déterminée a partir d’'un grand inoculum.

On peut se demander ce qui est responsable de cette diminution d’action des antibiotiques en
présence de grandes quantités de bactéries. In vitro, cette observation peut étre en partie
causée par le systéme, car le fait d'étre dans un volume confiné peut augmenter la
concentration des hydrolases produites par les bactéries. Cela est particulierement vrai pour
certaines bétalactamines en présence de bactéries produisant des bétalactamases [85]. Lors
d’'une étude de cinétique de bactéricidie [80], une évaluation de la dégradation des antibiotiques
en présence d'un grand nombre de bactéries a permis de mettre en évidence que seuls
certaines classes d'antibiotiques étaient dégradées de maniére importante aprés quelques
heures d'incubation en présence d'un gros inoculum bactérien. Pour les autres antibiotiques
testés, la réduction de la concentration en antibiotique n’était pas a I'origine de la réduction de la
vitesse de bactéricidie. Il a été suggéré que la réduction de I'activité des antibiotiques sur les
grands inocula soit due a un rapport du nombre de molécules sur nombre de bactéries réduit.
Cependant, ce rapport méme divisé par un facteur 1000 reste énorme et cette explication est
difficilement envisageable. Les autres hypothéses suggerent que le grand nombre de bactéries
induirait la production de déchets ou métabolites néfastes a 'action de I'antibiotique ou la mise
en place de mécanismes de persistance bactérienne avec des bactéries en dormance
provisoirement insensibles aux antibiotiques. Une autre explication avancée est que la
population bactérienne est telle que les sous-populations résistantes sont également plus
importantes en nombre et que leur sélection est favorisée par une exposition normale a un
antibiotique [81]. Elles sont capables de survivre et leur destruction nécessite alors une

exposition plus importante aux antibiotiques [86].
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En résumé, les publications s’accordent sur le fait que la présence ou non d’un effet inoculum
et son amplitude et ses conséquences, tant in vivo qu’in vitro, dépendent de I'antibiotique et
de la souche considérée . La plupart des céphalosporines présentent un effet inoculum dont
I'amplitude est variable [85]. Différentes études [80, 84] s’accordent a dire qu'il serait utile de
prendre en compte, non pas la CMI telle que réalisée de maniére standard, mais la relation
entre la densité bactérienne et la CMI dans le calc  ul des indices PK/PD. Ces considérations
ont par exemple permis de remettre en cause [l'utilisation clinique de ceftazidime et de
céfépidime lors du traitement d’E. coli produisant certaines bétalactamases, et ce méme si les
antibiogrammes standards indiquent une sensibilité a ces antibiotiques [87]. Afin de tenir compte
de l'effet inoculum lors de l'utilisation des bétalactamines, une autre proposition serait de
continuer ['utilisation des CMI telles qu'on les détermine actuellement mais d’augmenter les
valeurs seuils des indices PK/PD face a un gros inoculum [88].

1.4.2 Influence de la taille de I'inoculum sur I'activité antibactérienne du
systeme immunitaire
La quantité de bactéries présentes dans un milieu par rapport aux cellules phagocytaires est
couramment exprimée en Multiplicity Of Infection (MOI) qui est le rapport entre le nombre de
bactéries et le nombre de cellules phagocytaires. Quelques études ont démontré que la taille de
'inoculum bactérien, et donc la MOI, pouvait avoir une influence sur l'activité du systeme
immunitaire.
Dementhon et al. ont développé un modéle in vitro afin d’étudier les interactions cellulaires entre
des cellules phagocytaires et plusieurs espéces de levures Candida [89]. lls ont démontré que
I'utilisation d’'une quantité excessive de Candida (MOI 5 par rapport a MOI 1) augmente la
phagocytose des levures et, en paralléle, la mortalité des macrophages murins J774 . Cette
mortalité permet la libération de levures dans le milieu qui sont ensuite de nouveau capables de
se multiplier. A I'inverse, I'utilisation d’'une quantité importante de macrophages par rapport aux
levures (MOI 0,2 par rapport a MOI 1) diminue la phagocytose des levures et la mortalité des
macrophages. Des résultats similaires, a savoir une augmentation de la phagocytose et de la
mortalité phagocytaire avec une augmentation de la MOI, ont également été démontrés
entre levures et neutrophiles humains
Ces résultats ont également été observés lors d’'une interaction entre cellules phagocytaires et
bactéries. Schwartz et al. ont par exemple montré que la phagocytose de S. aureus par des
neutrophiles humains augmentait avec la MOl avec des MOI de 1 a 5. En paralléle, la

viabilité des bactéries phagocytées  augmente également en fonction de la MOl  [90]. La
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phase de croissance dans laquelle se trouvent les bactéries exposées aux neutrophiles est
également un facteur déterminant pour la viabilité des bactéries phagocytées. En effet, les
bactéries en faible croissance ou en latence sont p  lus résistantes a la cytotoxicité des
neutrophiles que les bactéries en multiplication rapide. Cette étude a également permis
d’identifier une des causes de la viabilité augmentée des bactéries dans le phagosome des
neutrophiles, a savoir une production insuffisante d’'oxydants par les neutrophiles. Par la suite,
Pang et al. ont confirmé que la résistance des S. aureus phagocytés par des neutrophiles
humains augmente en fonction de la MOI et du temps , notamment parce que les bactéries
phagocytées augmentent leur transcription d’ARNIII et par conséquent la lyse des neutrophiles
[91]. En effet, la transcription de 'ARNIII est le principal effecteur du systéme agr et coordonne
I'augmentation de la sécrétion de facteurs de virulence et la diminution des protéines cellulaires
de surface, permettant ainsi la survie bactérienne et la destruction des neutrophiles. Cependant,
en présence d'une MOI trés élevée (MOI 10), la lyse importante des neutrophiles est
probablement plus due a la quantité trés élevée de bactéries plus qu’a une lyse due aux toxines
bactériennes car il n’est pas possible de différencier la lyse des neutrophiles observée avec une
souche de S. aureus native par rapport a une souche agr KO [91].

Lors d’exposition de macrophages a différentes MOI bactériennes, une augmentation de la
phagocytose en fonction de la MOI est observée. Par exemple, Murphy et al. rapportent une
phagocytose croissante de  Brucella abortus par différent types de macrophages murins pour
des MOI variant de 25 a 1000 [92]. Jubrail et al. rapportent que les macrophages THP-1
contiennent mieux la croissance extracellulaire de S. aureus avec une MOI faible [93]. Le
nombre de bactéries extracellulaires peut étre maintenu pendant 9h a MOI 0,05 et pendant 4h a
une MOI de 0,5. A l'inverse, il n'y a pas de contréle pour une MOI 5. Une augmentation de la
phagocytose des macrophages THP-1  est observée avec l'augmentation de l'inoculum
bactérien initial (MOI de 0,05 a 5). L'activité bactéricide intracellulaire , forte dans un
premier temps , présente ensuite un seuil a partir duquel les capacités bactéricides des
macrophages sont altérées (MOI 5, 20% de bactéries intracellulaires viables a 5h) [93]. En effet,
en présence d’'un inoculum bactérien important, le phagolysosome du macrophage présente une
réduction de son acidification, un défaut de maturation et une activation réduite de la cathepsine
D, permettant la survie intracellulaire de quelques bactéries. Ces bactéries viables peuvent alors
étre libérées dans le milieu lors de la lyse des macrophages puis étre phagocytées de nouveau
par d'autres macrophages. Ces cycles de lyse et de phagocytose , observés lorsque les
macrophages sont surchargés par la quantité de bactéries, maintiennent un pool de bactéries

intracellulaires viables, qui peut expliquer la persistance de certaines infectionsa  S. aureus.
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De facon plus générale, en dehors des cellules phagocytaires, Kahl et al. ont démontré que
l'internalisation de S. aureus par des cellules épithéliales respiratoires , cellules impliquées
dans les infections au long cours de patients atteints de mucoviscidose, est dépendante de la
taille de l'inoculum bactérien et du temps pour des MOI de 5 a 50 [94]. Pour ces cellules, les
bactéries sont phagocytées mais sans fusion avec le lysosome ; ensuite une division

bactérienne intracellulaire commence et se termine par I'apoptose des cellules infectées

et la libération des S. aureus. Finkensieper et al. ont montré que des cellules phagocytaires
différenciées a partir de cellules souches embryonnaires ont également des capacités de
phagocytose bactérienne, et que lors d'une infection in vitro a E. coli, la phagocytose résultante
augmente avec le temps et permet de diminuer la quantité de bactéries présentes dans le milieu
[17]. En paralléle, une augmentation de production de cytokines inflammatoires comme TNF-a
et IL-1B a été observée en présence des bactéries. Cette production de cytokines varie en

fonction de la cytokine et de la taille de I'inoculum bactérien.

L'influence de la charge bactérienne sur la réponse du systéme immunitaire a été modélisée par
Drusano et al. avec un modéle in vivo d'infection dans le muscle de la cuisse de souris par P.
aeruginosa ou S. aureus [95]. lls ont démontré que l'activité bactéricide du systéme
immunitaire était saturable et suivait un modéle de Michaelis-Menten et qu’elle variait en
fonction du pathogéne. Jubrail et al. ont quant a eux confirmé leurs résultats in vitro par un
modele murin in vivo d'infection pulmonaire  [93]. En présence d'un faible inoculum
bactérien (10°> UFC S. aureus), et avec une présence prédominante de macrophages dans le
liquide broncho-alvéolaire (>95%), toutes les souris guérissent et aucune bactérie
intracellulaire n'est présente apreés 72h. En présence de cette charge bactérienne, les bactéries
intracellulaires survivent de 24 a 48h mais les macrophages finissent par tuer tous les
pathogénes. Avec un gros inoculum (10” UFC S. aureus), des neutrophiles sont recrutés dans
le liquide broncho-alvéolaire, 78% des souris présentent une infection persistante a 72h et des
bactéries intracellulaires sont retrouvées dans les macrophages et dans les neutrophiles. Ceci
corrobore I'hypothése selon laquelle les cellules phagocytaires peuvent devenir un réservoir
pour les pathogenes lors d'infections séveres.
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1.5 Conclusion et Projet de these

La résistance aux antibiotiques est maintenant reconnue comme un probléme majeur de santé
publique et un usage prudent et raisonné de cette classe thérapeutique est nécessaire.
Actuellement, lors d’un traitement exigeant des administrations répétées sur plusieurs jours, le
paradigme, jamais vérifié, est que la méme dose d’'antibiotique doit étre utilisée quotidiennement
sur toute la durée du traitement. Cependant, la synthése bibliographique a clairement mis en
évidence que la puissance des antibiotiques in vitro et in vivo est fonction de la taille des inocula
a éradiquer c'est-a-dire que les concentrations requises pour qu’un antibiotique soit efficace sont
d’autant plus faibles que la taille de I'inoculum a éradiquer est réduite. Elle a également souligné
que les valeurs de la CMI peuvent augmenter avec la taille de I'inoculum bactérien et il y a donc
une modification possible des valeurs des indices PK/PD utilisés lors de la détermination des
schémas posologiques en fonction de la charge bactérienne.

Nous avons vu que la CMI est actuellement déterminée par le biais de méthodes standardisées
comme celles de la microdilution sériée décrite par le CLSI. Ces méthodes utilisées en routine
sont reproductibles mais leurs résultats peuvent étre influencés par de nombreuses variables
dont la concentration en antibiotiques dans le milieu.

Dans le cadre de calculs a visée plus mécanistique et notamment lors de la détermination de
schémas posologiques via les indices PK/PD, la justesse de la détermination de la CMI est
nécessaire et nous avons donc choisi de nous intéresser dans une premiére partie a un des
facteurs de variabilité, a savoir a la stabilité des antibiotiques lors de la détermination de la CMI.
Ensuite, nous avons choisi d'étudier l'influence de [I'exposition des bactéries a des
céphalosporines, la céphalexine et le cefprozil, en relation avec des tailles d’inocula bactériens

variables, afin de pouvoir adapter les schémas posologiques.

De plus, in vivo, intervient une composante supplémentaire qui n’existe pas in vitro et qui
pourrait amplifier I'influence de la taille de I'inoculum bactérien sur I'efficacité des antibiotiques, a
savoir les mécanismes de défense immunitaire chez des individus non immunodéprimés. Ces
mécanismes, qu’ils soient spécifiques ou non spécifiques, peuvent également étre influencés
par la taille des inocula a éradiquer, notamment les cellules phagocytaires. De ce fait, il était
pertinent d'étudier I'interaction entre la taille de la population bactérienne et les premieres
cellules en contact avec les pathogénes, les macrophages, et plus largement entre ces 2
éléments et des concentrations variables en céphalexine.
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Conclusion et projet de thése

Les objectifs de cette thése ont été :

» d'évaluer la stabilité ou la dégradation éventuelle de plusieurs antibiotiques dans les
conditions exactes du test de microdilution sériée

« de déterminer si cette dégradation était a méme de modifier les résultats des tests de
sensibilité, notamment les valeurs de CMI et de CMB dans une étude préliminair e

= d’évaluer dans un systéme in vitro simple l'influence de la taille de I'inoculum bactérien
sur I'activité bactéricide de deux céphalosporines : la céphalexine et le cefprozil

« d'étudier linteraction entre S. aureus, macrophages et céphalexine par le
développement d'un systéme ftripartite , cette étude étant facilitée par les études
précédentes permettant d’éviter 'interférence avec d’'autres facteurs de confusion tel que

la dégradation des antibiotiques.

Ce travail de thése a débuté par une étude in vitro de stabilité des antibiotiques afin d'étudier
I'effet d’'une instabilité lors de la détermination des valeurs de CMB et de CMI et son incidence

clinique.

Une seconde étude in vitro a été réalisée en exposant Escherichia coli et Staphylococcus
aureus a des concentrations constantes puis variables d’antibiotiques, afin de déterminer

I'influence de la taille de I'inoculum bactérien sur I'activité bactéricide de 2 céphalosporines.

Enfin, un systéme tripartite in vitro a été développé afin d'étudier les interactions entre
Staphylococcus aureus, des macrophages murins issus de la moelle osseuse et la céphalexine.
Ce systeme a permis de vérifier les résultats obtenus précédemment entre Staphylococcus
aureus et céphalexine. Il a également permis d’'étudier avec précision l'influence de la taille de
'inoculum bactérien sur les macrophages, et de déterminer le réle, positif ou négatif, d'un
antibiotique extracellulaire dans ce systéme.
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2.1 Stabilité in vitro des antibiotiques et influence sur la détermination de la
sensibilité des bactéries

2.1.1 Problématique

Comme il a été évoqué dans la partie 1.1.1, une des méthodes de référence pour mesurer la
CMI et donc pour déterminer la sensibilité d’'une bactérie a un antibiotique est la microdilution
sériée. La concentration in vitro de I'antibiotique est supposée rester constante pendant
Iincubation de ce test mais en réalité, de nombreux facteurs physiques peuvent affecter la
stabilité des antibiotiques dont la lumiére, la composition du milieu, le pH et la température [3].
Une telle instabilité lors de la réalisation de tests de sensibilité peut entrainer une sous-
estimation de l'activité antibactérienne de la molécule [4] et par conséquent modifier la décision
clinique comme augmenter les doses administrées, ajouter un autre antibiotique ou méme
abandonner [l'utilisation d’'un antibiotique. Des études se sont intéressées a la stabilité des
antibiotiques lors du stockage de plaques préparées a I'avance [96-98] mais peu d'études se
sont intéressées a une possible dégradation pendant I'incubation elle-méme [4, 5].

2.1.2 Objectifs

Les objectifs de cette étude préliminaire ont été :
« d'évaluer la stabilité ou la dégradation éventuelle de plusieurs antibiotiques dans les
conditions exactes du test de microdilution sériée
» de déterminer si cette dégradation était a méme de modifier les résultats des tests de

sensibilité, notamment les valeurs de CMI et de CMB .

2.1.3 Matériel et méthodes
2.1.3.1 Préparation des antibiotiques pour I'analyse quantitative

Des antibiotiques ont été sélectionnés en raison de leur fréquence d’utilisation en médecine
humaine et vétérinaire et afin de représenter plusieurs classes d'antibiotiques, sans tenir compte
des données relatives a leur stabilité. Les différentes substances et les dilutions réalisées en
plagues de microdilution ont été comme suit : céphalexine monohydrate de 0,5 a 256ug/mL,
amoxicilline de 0,25 a 128ug/mL, céfotaxime sel de sodium de 0,125 a 64ug/mL, ciprofloxacine
de 0,031 a 16ug/mL, érythromycine hydrate et clarithromycine de 0,016 a 8ug/mL et doxycycline
hyclate de 0,008 a 4ug/mL.

Les molécules ont été diluées selon les consignes des fabricants (Sigma Aldrich, Saint Louis,

MO pour I'amoxicilline, le céfotaxime, la ciprofloxacine, la doxycycline, I'érythromycine hydrate et
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la clarithromycine; ACS Dobfar, Tribiano, Italie pour la céphalexine). Les plagues de
microdilution ont été préparées extemporanément en dilution sériée comme décrit pour la
détermination des CMIs [97] excepté que 100uL de milieu de Mueller-Hinton ajusté en cations
ont été ajoutés aux puits sans microorganisme afin d'éviter toute dégradation d’antibiotique qui
aurait pu étre causé par une bactérie. Les plaques ont été placées dans un incubateur a
I'obscurité et & 37°C.

A chaque temps de prélevement (i.e. 0, 3, 6, 10 et 24h), 100uL ont été prélevés des 3 puits
adjacents en moins de 2 minutes, dilués avec 900uL d’eau distillée et stockés a 4°C pendant

moins de 4h avant analyse.

2.1.3.2 Dosage quantitatif des antibiotiques

Les différentes conditions ont toutes été mesurées en triplicata grace a une méthode d’'UPLC
associée a une spectrométrie de masse (Acquity UPLC couplé avec un spectrométre de masse
Xevo triple quadrupole (Waters, Milford, MA, USA)).

Cing uL de chaque échantillon dilué ont été injectés dans une colonne Cortecs C18 (2.1*50 mm;
1.6um, Waters) et élués a l'aide d'un mélange d'eau, 0,1% d'acide formique et un gradient
d’acétonitrile. La température de la colonne et de I'autoéchantilloneur ont été fixées a 40 et 10°C
respectivement. Les échantillons ont été ionisés en ionisation positive a électrospray. Le voltage
capillaire et la température source ont été réglés a 2,5kV et 150°C. La température de
désolvatation et le flux d'azote ont été réglés a 650°C et 800L/h. L'argon a été utilisé comme
gaz de collision a un flux de 0,12mL/min. La quantification a été effectuée en utilisant le suivi
des réactions multiples (multiple reaction monitoring MRM).

Les transitions MRM, la tension du cone et les énergies de collision utilisées pour les différents
antibiotiques sont rapportées dans le tableau 1. La méthode a été validée pour chaque molécule
en termes de linéarité, de répétabilité intrajour et inter-jour, de sélectivité et de sensibilité [99,
100].
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Tableau 1 : Temps de rétention, transitions MRdagametres en spectrométrie de masse de 7 antjbiesi

Temps de , Tension Energie de

L . X lon Parent lon fille A .
Antibiotique rétention (mf2) (m/2) de cbne collision
(min) V) (eV)

i 349.1 8
Amoxicilline 0.81 366.0 113.9 14 22
. . 396.1 12
Céfotaxime 1.49 456.0 166.9 18 20
. : 288.1 18
Ciprofloxacine 1.49 332.1 245 1 32 24
, 428.2 18
Doxycycline 2.27 445.1 154.0 24 30
. 158.1 30
Erythromycine 2.94 734.4 5764 26 20
. . 158.1 30
Clarithromycine 3.50 748.5 82 9 30 46
. . 158.0 8
Céphalexine 3.43 348.0 174.0 14 14

2.1.3.3 Effet de la dégradation des antibiotiques sur la CMI et le CMB

Les effets possibles de la dégradation des antibiotiques lors de la détermination des CMI et
CMB ont été étudiés a I'aide de tests utilisant la méthode standard de microdilution sériée [1]
avec ou sans addition d’'antibiotiques a 6, 12 et 18h afin de compenser la dégradation. Quatre
antibiotiques (la céphalexine, le céfotaxime, la clarithromycine et la doxycycline) ont été utilisés
lors de ce test en raison de leur dégradation supérieure aux autres antibiotiques testés. La
quantité d’'antibiotique dégradée en 6h a été calculée pour chaque antibiotique et chaque puits.
Les quantités dégradées ont été ajoutées toutes les 6h en un volume de 5uL dans chaque puits
de 200pL.

Deux souches bactériennes, Escherichia coli ATCC 25922 et Staphylococcus aureus HG0O01 ont
été utilisées. La CMB [2, 4] de chaque organisme a été évaluée en comptant le nombre de
bactéries viables dans chaque puits sans croissance bactérienne visible a 24h. Les comptages
bactériens ont été effectués en triplicata sur des géloses trypticase soja enrichies en sulfate de
magnésium et charbon actif afin de prévenir une action résiduelle des antibiotiques. Les
colonies ont été comptées le lendemain aprés une incubation a 37°C. La CMB a été définie

comme la plus petite concentration en antibiotique qui a tué plus de 99,9% de I'inoculum initial.
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La CMI et la CMB ont été déterminées a 24h en triplicata et les valeurs obtenues selon la
méthode standard et la méthode compensée ont été comparées en utilisant un test de Wilcoxon,

avec un seuil de significativité statistique fixé a p<0.05.

2.1.4 Résultats
2.1.4.1 Dosages analytiques

Les conditions UPLC ont été optimisées afin d’éluer les 7 antibiotiques en un minimum de temps
tout en ayant des temps de rétention fiables afin d’éviter un stockage trop long avant dosage. La
transition MRM avec la plus grande intensité a été sélectionnée pour la quantification et 'autre
transition pour la confirmation de molécule. Ces 2 temps de transition, le temps de rétention
précis ainsi que l'absence d'interférence avec le milieu MH seul garantissent la grande
sélectivité de cette méthode.

Les intervalles de calibration ont été choisis afin d'inclure les valeurs de CMI les plus
fréguemment rapportées dans EUCAST pour Staphylococcus aureus et incluent ses ECOFF
(epidemiological cut-off value) excepté pour I'amoxicilline pour laquelle TECOFF choisie est celle
d’Escherichia coli étant donné I'absence de données pour Staphylococcus aureus [32]. La limite
de quantification a été établie afin de pouvoir estimer une dégradation d’au moins 90% (excepté

pour la doxycycline). Les résultats de validation sont rapportés dans le tableau 2.
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Linéarité (n=3) Sensibilité (n=6) Répétabilité (n=6 , 3 jours)
Antibiotique
Intervalle de Modele LOQ Précision oV % QcC Précision CVintra - CV inter -
calibration (ug/mL) Pondération (ng/mL) % (ng/mL) % jour % jour %
Amoxicilline 0.05-10 Linéaire 0.05 90 17 0.075 102 14 17
1/X 0.25 94 9 11
25 98 4 7
Céfotaxime 0.01-10 Linéaire 0.01 115 12 0.025 96 18 16
1/X2 0.25 92
25 104 5
Ciprofloxacine 0.01-10 Linéaire 0.01 120 18 0.025 102 17 15
1/X 0.25 95 4 10
25 100 7 8
Doxycycline 0.05-10 Linéaire 0.05 80 9 0.075 97 8 14
1/X 0.25 97 4
25 104 8
Erythromycine 0.01-10 Quadratique 0.01 111 9 0.025 111 3
1/X 0.25 97 2
25 98 8 10
Clarithromycine 0.01-10 Quadratique 0.01 116 8 0.025 106 4 18
1/X 0.25 101 4 14
25 103 10 17
Céphalexine * 0.1-50 Linéaire 0.1 109 9 0.3 98 8 8
1/Xz2 2 100 9 10
15 104 9 9

Tableau 2 : Résultats de validation de 7 antibiodig en milieu MH.
*La céphalexine a été évaluée a I'aide d’'une métippdexistante et la répétabilité a été évaluéexjaurs.
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2.1.4.2 Dégradation des antibiotiques durant la microdilution sériée

Les concentrations testées ont été de 2, 4 et 8 pg/mL pour I'amoxicilline et la céphalexine, 1, 2
et 4 ug/mL pour le céfotaxime, 0,25, 0,5 et 1 pg/mL pour la ciprofloxacine, 0,125, 0,25 et 0,5
pg/mL pour I'érythromycine et la clarithromycine et 0,063, 0,125 et 0,25 pour la doxycycline. Les
temps de demi-vie et les pourcentages de dégradation des 7 antibiotiques aprés 24h
d’incubation selon la méthode standard de microdilution sériée sont rapportés dans le tableau 3.
Toutes les molécules ont été instables (dégradation>20%) dans ces conditions et a ces
concentrations. La clarithromycine et la doxycycline hyclate ont présenté une dégradation
importante (supérieure a 60%). D’autres antibiotiques, comme I'amoxicilline, la céphalexine
monohydrate, le céfotaxime sel de sodium et I'érythromycine hydrate ont montré une
dégradation intermédiaire entre 40 et 60% ; alors que la ciprofloxacine a été la moins sujette a
dégradation (moins de 40%).

Tableau 3 : Temps de demi-vie et pourcentage dedatjon apres 24h d'incubation abiotique de difféts antibiotiques.
Expérience réalisée dans des conditions de détatinimde la CMI par microdilution sériée en I'absende bactérie.
Les moyennes de 3 valeurs sont rapportées.

Antibiotique Temps de d.emi—vie de Pourcentage de
dégradation (h)* dégradation a 24h (%)
Amoxicilline 27.4 45.5
Céfotaxime 28.1 44.7
Ciprofloxacine 42.0 32.7
Doxycy cline 16.9 62.6
Erythromycine 31.5 41.0
Clarithromycine 14.2 69.0
Céphalexine 20.2 56.1

*Le temps de demi-vie a été estimé en utilisantdguation mono-exponentielle pour décrire la dirtimuobservée.

2.1.4.3 Influence de la dégradation des antibiotiques sur la détermination
des CMI et CMB
Les valeurs des CMI et CMB des 2 souches bactériennes testées et chaque antibiotique sont
rapportées dans le tableau 4. Les valeurs de CMI et de CMB obtenues dans les puits
compensés ont été égales ou inférieures a celles obtenues dans les conditions standards (pas
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de compensation pour la dégradation en antibiotique). Pour chaque organisme, au moins une
valeur obtenue avec un antibiotigue sur les 4 testés a été significativement différente.

Cependant, ces différences n’ont jamais dépassé une dilution.

Tableau 4 : Valeurs de CMI et de CMB pour 4 antiljiges instables en présence d’Escherichia coli@$taphylococcus aureus a 24h.
Valeurs obtenues avec la méthode standard de niigtioth sériée ou avec I'ajout d’antibiotique touts 6h afin de compenser la dégradation
observée. Les groupes sont statistiquement dife(pr0.05) ou non (NS).

CMI moyenne (ug/mL) CMB moyenne (ug/mL) -
Bactérie et [Intervalle] [Intervalle] %
antibiotique . - Avec . Lo Avec E
MEGEN  compensaion MOSON  compensator :
en antibiotique en antibiotique 2
E. coli
Céphalexine 10.67 8 NS 12 8 NS
[8-16] (8] (8-16] 8] °
Céfotaxime 0.058 0.045 NS 0.071* 0.049* P<0.05
[0.031-0.063] [0.031-0.063] [0.063-0.125] [0.031-0.063] !
Clarithromycine 32 32 NS 128 128 NS
[32] [32] [128] [128] )
Doxycycline 1.125* 0.625* P<0.05 >16 >16 NS
[0.5-2] [0.5-1] [>16] [>16] ®
S. aureus
Céphalexine 5.5 4.5 NS 12* 7* P<0.05
[2-8] [2-8] [8-16] [4-8]
Céfotaxime 2% 1.5% P<0.05 3.66* 2.33* P<0.05
2] [1-2] [2-4] [2-4]
Clarithromycine 0.125 0.125 NS 0.25 0.25 NS
[0.125] [0.125] [0.25] [0.25] 2
Doxycycline 0.031 0.031 NS 0.088 0.063 NS
[0.031] [0.031] [0.063-0.125] [0.063] >
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2.1.5 Discussion

La stabilité ou l'instabilité des différents antibiotiques testés dans cette étude a déja été décrite
dans de nombreux milieux solides ou liquides [3, 4, 96, 101]. Erah et al. ont par exemple
démontré que I'amoxicilline et la clarithromycine sont stables en solution aqueuse a pH7 a 37°C
avec respectivement des temps de demi-vie de dégradation de 153,1h et une dégradation non
détectable [101]. Cependant, dans notre étude, les temps de demi-vie de dégradation de
I'amoxicilline et de la clarithromycine en milieu Mueller-Hinton a 37°C étaient de 27,4h et 14,2h
respectivement. Cette grande disparité confirme que la stabilité d'une molécule dans une
condition ne peut pas étre extrapolée a d'autres conditions. La stabilité du céfotaxime en
solution a 24h est de 92% et 72% a 25 et 45°C respectivement [102]. La dégradation en milieu
MH est plus importante car dans notre étude, 44,7% de la molécule est dégradée a 24h a 37°C.
A ce sujet, Wick déclara en 1964 qu'une étude compléte de la stabilité de chaque antibiotique

dans les conditions des tests microbiologiques devrait étre réalisée [5].

Des études ont montré que la dégradation des antibiotiques pendant le stockage des plaques de
microdilution préparées en avance n'est pas négligeable et qu'un stockage a -70°C est
généralement le mieux adapté afin de réduire au maximum cette dégradation [96, 103].
L'instabilité des antibiotiques peut entrainer une baisse erronée de la sensibilité des bactéries
aux antibiotiques étant donné que les valeurs de CMI augmentent avec la dégradation et le
temps de stockage [98]. Nos résultats ont confirmé que la dégradation des antibiotiques,
pendant le stockage ou lors de l'incubation, peut entrainer une augmentation des valeurs de
CMI et de CMB observées et constitue donc un biais lors de la détermination de la sensibilité,

avec une résistance augmentée en apparence.

Les indices PK/PD sont déterminants afin de prédire si un antibiotique sera potentiellement
efficace contre un pathogene donné [23]. Etant donné que notre étude a permis de démontrer
gue certains antibiotiques couramment utilisés sont instables lors de l'incubation des tests de
microdilution sériée, nous avons exploré les conséquences possibles de cette instabilité sur la
détermination des paramétres de sensibilité aux antibiotiques. La CMI permet de classer un
pathogéne donné dans une de ces trois catégories : sensible (S), intermédiaire (I) et résistante
(R) sur la base de 2 valeurs de CMI critiques inférieure et supérieure. |l est courant que la
distinction entre chaque classe ne varie que d'une dilution [104], les valeurs de CMI critiques qui

délimitent les catégories S et R étant souvent séparées de une a deux dilution [105]. Etant
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donné cet écart réduit, on peut aisément comprendre qu’une variation dans la détermination de
la CMI, méme faible, puisse nuire a la catégorisation du niveau de sensibilité d’'un pathogéne
[106]. De plus, des indices combinés PK/PD comme fAUC/CMI sont calculés a partir de la CMI
et sont utilisés afin d’établir des schémas thérapeutiques optimaux [23]. On comprend alors
I'implication d’'une CMI erronée lors de la détermination d’un traitement antibiotique.

Les différences de CMI ou de CMB observées lors de notre étude n’ont jamais dépassé, en
moyenne, une dilution au demi. Les temps de doublement des 2 souches bactériennes utilisées
lors de cette étude étaient de 25 et 29 minutes en milieu MH pour Escherichia coli et
Staphylococcus aureus respectivement (données personnelles). Les temps de demi-vie de
dégradation des antibiotiques sont plus lents comparés a ces temps de doublement. De plus,
une CMI n’est pas une concentration unique et simple comme une concentration mesurée par
HPLC mais elle mesure en fait I'effet obtenu pendant toute la période d'incubation. Un écart
d'une dilution peut étre considérée comme acceptable si I'on considere que des mesures
répétées d’'une méme combinaison pathogene/antibiotigue montrent souvent un intervalle de 3
dilutions [104, 107]. Cela a d’ailleurs été confirmé par les intervalles de mesures constatés dans

notre étude.

Dans certaines situations critiques nécessitant une détermination précise des valeurs de CMI ou
de CMB ou quand le temps de doublement bactérien est plus lent que le temps de demi-vie de
dégradation d'un antibiotique, comme pour Mycobacterium tuberculosis [108], des valeurs plus
précises peuvent étre obtenues en contrdlant la concentration en antibiotique afin de tenir
compte de linstabilité de la molécule. Srivastava et al. ont récemment décrit une méthode
destinée a déterminer la CMI de I'ertapénéme contre Mycobacterium tuberculosis [108]. Les
bactéries ont été placées dans des tubes avec différentes concentrations d’antibiotiques avec un
ajout quotidien d’antibiotique afin de compenser la dégradation de I'ertapénéme. La valeur de
CMI corrigée a été bien inférieure a la valeur obtenue dans des tubes sans ajout d’antibiotiques
(respectivement 0,6 et 64 mg/L) et confirme la nécessité d’'une correction dans ce cas. Une
autre possibilité est de réaliser des courbes de bactéricidie statique en utilisant un inoculum
initial de 510°> UFC/mL et différentes concentrations en antibiotiques. L'interaction entre la
bactérie et I'antibiotique peut ensuite étre modélisée et la dégradation de la molécule peut étre
incluse dans cette modélisation [109]. La CMI obtenue avec cette méthode serait la
concentration d’antibiotique pour laquelle un inoculum de 5 10° UFC/mL, donc identique &

BN

inoculum initial (effet bactériostatique) serait obtenu aprés 20 a 24h d'incubation. Ces
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méthodes sont utiles pour des cas spécifiques mais sont aussi chronophages et elles ne
peuvent pas étre appliquées lors d’'une détermination de CMI standard. De plus, ces résultats
seraient a manier avec précaution et ne devraient pas étre utilisés lors de la détermination des
indices combinés PK/PD sans évaluer pleinement les conséquences éventuelles.

Dans cette étude, seule I'action du milieu MH abiotique dans les conditions strictes du test de
microdilution sériée a été évaluée a l'aide des dosages UPLC. Une dégradation des
antibiotiques peut étre observée dans d'autres cas, notamment a cause d'un métabolisme
spécifigue comme pour le céfotaxime et la présence de sérum estérases [4] ou bien lorsque les
bactéries sont capables de dégrader I'antibiotique du systéme [5]. Une autre source de variation
lors de la détermination des CMI peut étre la teneur en cations du milieu de culture [2], cette
source ayant été évitée dans notre étude en utilisant le méme milieu Mueller-Hinton enrichi en
cations.

2.1.6 Article

In vitro degradation of antimicrobials during use o f broth microdilution method can

increase the measured Minimal Inhibitory and Minima | Bactericidal Concentrations. (2016)
Lallemand EA, Lacroix MZ, Toutain P-L, Boullier S, Ferran AA & Bousquet-Mélou A

Front. Microbiol. 7 :2051.
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The antibacterial activity of some antimicrobials may be under-estimated during
in vitro microbiological susceptibility tests, due to their instability under such
conditions. The in vitro degradation of seven widely used antimicrobials (amoxicillin,
cephalexin monohydrate, cefotaxime sodium salt, ciprofloxacin, erythromycin hydrate,
clarithromycin, and doxycycline hyclate) and its effect on MIC and MBC determinations
was studied using the broth microdilution method, considered as the gold standard for
MIC determinations. In vitro concentrations of antimicrobials, over a 24 h incubation
period in the medium tested without bacteria, decreased from 33% for ciprofloxacin
to 69% for clarithromycin. For cephalexin, cefotaxime, clarithromycin, and doxycycline
which were the most degraded drugs, MIC and MBC values for one strain of E. coli
and one strain of S. aureus were compared using the standard method or after ad-hoc
drug complementation aiming at maintaining constant drug concentration. Abiotic
degradation during the standard method was associated with a significant increase of
the MIC (2 antibiotics) and MBC (3 antibiotics). However, the observed discrepancy (less
than one twofold dilution), even for the most degraded drug for which the concentration
at 24 h was reduced by two thirds, suggests that this would only be clinically significant
in special cases such as slow-growing bacteria.

Keywords: antimicrobial, stability, degradation, MIC, MBC

INTRODUCTION

The minimal inhibitory concentration (MIC) is the lowest concentration of an antimicrobial that
inhibits visible growth of a bacterial culture under a defined set of experimental conditions (Clinical
and Laboratory Standards Institute, 2012). One reference method for measuring MIC is broth
microdilution under standardized in vitro conditions, using a microdilution tray with twofold
drug-dilution steps, and subsequent visual evaluation of bacterial growth or non-growth after
16-20h of culture at 35 &= 2°C (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2012). It is assumed
that the in vitro concentration of the tested antimicrobial remains unchanged throughout the
incubation period. However, the in vitro stability of antimicrobials is known to be affected by
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physical factors such as light, composition of the medium, pH,
and temperature (Paesen et al., 1994). Such instability may lead
to underestimation of the antibacterial activity of the compound
in Antimicrobial Susceptibility Tests (AST) (Marchbanks et al.,
1987) and thus alter the clinical decision to increase the dose, add
another antimicrobial agent, or even abandon therapy with the
compound. It has already been shown that the storage conditions
of prepared MIC trays can reduce the biological activity of
antimicrobials, depending on the drug, storage duration and
temperature (Barry et al., 1976; Nickolai et al., 1985; Hwang
et al., 1986; White et al., 1991). Few studies have focused on
the degradation of antimicrobials during the actual incubation
period (Wick, 1964; Marchbanks et al, 1987) and we are
not aware of any study of the subsequent effect on minimal
bactericidal concentration (MBC) determinations.

The aim of this study was to see if the incubation conditions
used during the microdilution test could lead to the substantial
degradation of some antimicrobials and if such degradation
could affect the AST results.

MATERIALS AND METHODS

Antimicrobial Degradation Experiment

The tested drugs were selected among antimicrobials frequently
used in human and veterinary medicine, without regard to
their reported stability status. The drugs and dilutions in the
microplates were as follows: Cephalexin monohydrate 0.5-
256 pg/mL, amoxicillin 0.25-128 pg/mL, cefotaxime sodium salt
0.125-64 pg/mL, ciprofloxacin 0.031-16 pg/mL, erythromycin
hydrate and clarithromycin 0.016-8 ug/mL and doxycycline
hyclate 0.008-4 pg/mL. All drugs were tested at twofold serial
dilutions. The antimicrobial agents were dissolved according to
the specifications of the manufacturers (Sigma Aldrich, Saint
Louis, MO for amoxicillin, cefotaxime sodium salt, ciprofloxacin,
doxycyline hyclate, erythromycin hydrate and clarithromycin;
ACS Dobfar, Tribiano, Italy for cephalexin monohydrate).
Microdilution trays were prepared extemporaneously as
previously described for MIC determination (Nickolai et al,
1985), except that 100 nL of cation-adjusted, organism-free
Mueller-Hinton broth (MHB) was added to prevent any drug
degradation that might be caused by bacteria. The trays were
placed in a dark incubator at 37°C. At each sampling time (i.e.,
0, 3, 6,10, and 24 h), 100 wL were collected from 3 adjacent wells
within less than 2 min, diluted with 900 WL of H,O and stored at
4°C for less than 4 h before analysis.

Antimicrobials Quantitative Analysis

All antimicrobials were assayed in triplicate by LC/MS with
an Acquity UPLC coupled to a Xevo triple quadrupole mass
spectrometer (Waters, Milford, MA, USA). Five microliters
of diluted sample were injected into a Cortecs C18 column
(2.1*50 mm; 1.6 wm, Waters) and eluted with an H,O, 0.1%
formic acid and acetonitrile gradient (except for cephalexin
which was assayed with an H,0, 0.1% formic acid/acétonitrile
isocratic elution). The column and autosampler temperatures
were set at 40 and 10°C respectively. Samples were ionized
in positive electrospray ionization mode (ESI+). The capillary

voltage and source temperature were set at 2.5 kV and 150°C
respectively. The desolvation temperature and nitrogen flow
rate were set at 650°C and 800L/h respectively. Argon was
used as the collision gas at a flow rate of 0.12mL/min.
Quantification was by multiple reactions monitoring (MRM).
The MRM transitions, cone voltage and collision energies used
for the different antimicrobials are reported in Table 1. The
method was validated in terms of linearity, inter-day and intra-
day repeatability, selectivity and sensitivity, for each molecule
(ICH, 1994). The calibration curve was obtained by injecting
3 replicates of seven calibration standards prepared in MHB
and ranging from 0.01 to 50 pg/mL. Three different approaches
were used to determine the linearity of the calibration curve: (1)
calculation of the relative concentration residuals between the
nominal concentration and the concentration obtained with the
model (RCR%), (2) visual inspection of the residual distribution,
and (3) application of a lack of fit test to check the goodness-of-fit
of the model (Almeida et al., 2002). The selectivity of the method
was characterized by injecting 6 replicates of MHB blank samples
and comparing the obtained signal with those obtained at the
limit of quantification (LOQ). The LOQ of each antimicrobial
was the lowest concentration on the calibration curve that could
be quantified with a precision lower than 20% and within an
accuracy range of 80-120%. Calculations of intra-day and inter-
day precisions and accuracies for each antimicrobial were based
on three different days (except for cephalexin: 2 days) and
with six replicates of QC samples at three concentration levels
(low, middle, and high) covering the range of standard curve
concentrations.

Effect of Antimicrobial Degradation on AST
The effects of antimicrobial degradation on AST were further
investigated by using the standard microdilution technique
(Clinical and Laboratory Standards Institute, 2012) with or
without an ad-hoc compensatory addition of antimicrobials

TABLE 1 | Retention times, MRM transitions, and MS parameters of seven
different antimicrobials.

Antimicrobials  Retention lon lon Cone Collision
time parent daughter  voltage energy
(min) (m/2) (m/2) v) (eV)
Amoxicillin 0.81 366.0 349.1 14 8
113.9 22
Cefotaxime 1.49 456.0 396.1 18 12
166.9 20
Ciprofloxacin 1.49 332.1 288.1 32 18
2451 24
Doxycycline 2.27 4451 428.2 24 18
154.0 30
Erythromycin 2.94 734.4 158.1 26 30
576.4 20
Clarithromycin 3.5 748.5 1568.1 30 30
82.9 46
Cephalexin 3.43 348.0 168.0 14 8
174.0 14
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at 6, 12, and 18 h. Cephalexin, cefotaxime, clarithromycin,
and doxycycline were selected for this purpose as they were
more extensively degraded than the other drugs tested. The
amount of antimicrobial degraded during each 6h step was
calculated for each antimicrobial and each well. The computed
lost amounts were added in 5 L to each 200 L well, designated
“fortified well,” at each corresponding time in an attempt to
compensate for this degradation. Escherichia coli ATCC 25922
and Staphylococcus aureus HGO01 strains were used as test
organisms. The MBC (Marchbanks et al.,, 1987; Clinical and
Laboratory Standards Institute, 1999) for each organism was
assessed by counting the viable bacteria in the broth from all
wells that inhibited visible growth at 24 h. Bacteria were counted
in triplicate on tryptic soy agar supplemented with magnesium
sulfate and activated charcoal to prevent antibiotic carry-over
effects. Colonies were counted after overnight incubation at
37°C. The lowest concentration of the antimicrobial that killed
>99.9% of the initial inoculum was defined as the MBC end
point. MBC and MIC were determined in triplicate at 24 h and
the values for the control and fortified wells were compared by
Wilcoxon test, with statistical significance set at p < 0.05.

RESULTS
Analytical Results

The UPLC conditions were optimized to ensure the rapid elution
of all 7 antimicrobials with reliable retention times and MS
ionizations to avoid storage in the autosampler. The elution
was performed on a C18 column within 5 min and detection
was by MRM in positive electrospray ionization (ESI+). All
7 antimicrobials gave the protonated parent [M+H]t with
two MRM transitions. The MRM transition with the highest
intensity was selected for quantification and the second MRM
transition was used for antimicrobial confirmation. These two
MRM transitions, the precise time of retention, in addition to the
absence of interference in the MHB blank samples corroborated
the high selectivity of the method.

Calibration ranges were chosen to include the MIC most
frequently reported by EUCAST for Staphylococcus aureus
strains. They also included the reported ECOFF values for
S. aureus strains, except for amoxicillin for which the E. coli
ECOFF value was chosen as no data for S. aureus were available
(EUCAST, 2016). The LOQ was established in order to be able
to quantify at least 90% of antimicrobial degradation (except for
doxycycline). The validation results are reported in Table 2. The
accuracy for all 7 antimicrobials ranged from 92 to 111% with a
precision of less than 18%. LOQ were validated at 0.01 pg/mL for
cefotaxime, ciprofloxacin and the two macrolides clarithromycin
and erythromycin, at 0.05 pg/mL for amoxicillin and doxycycline
and at 0.1 pg/mL for cephalexin. The accuracy at the LOQ ranged
from 80 to 120% with a precision lower than 18%.

Degradation of Different Antibiotics during
the Broth Microdilution Test

The concentrations tested were 2, 4, and 8 pug/mL for amoxicillin
(Figure S1) and cephalexin, 1, 2, and 4 pg/mL for cefotaxime,
0.25, 0.5, and 1pg/mL for ciprofloxacin, 0.125, 0.25, and

0.5 pg/mL for erythromycin and clarithromycin and 0.0625,
0.125, and 0.25 for doxycycline. The degradation half-lives and
percentages of degradation of the seven antimicrobials, measured
after incubation for 24 h using the standard broth microdilution
test conditions, are given in Table3. All these drugs were
unstable (degradation > 20%) at the above concentrations and
conditions. Some drugs, such as clarithromycin and doxycycline
hyclate, were highly degraded (more than 60%). Others, such
as amoxicillin, cephalexin monohydrate, cefotaxime sodium salt
and erythromycin hydrate were moderately degraded (from 40
to 60%) while ciprofloxacin showed the least degradation (less
than 40%).

Consequences of Antibiotic Degradation

on MIC and MBC Determinations

The MBC and MIC values for each test organism and each drug
are given in Table 4. The MIC and MBC values obtained in the
fortified wells were either equal to or lower than those obtained
under standard conditions (no compensation for drug lost). The
AST values were significantly different for one drug out of 4 for
each investigated organism. However, the differences, unrelated
to the presence of microorganisms, never exceeded more than
one dilution.

DISCUSSION

The stability or instability of the different antimicrobials used
in our study has already been reported in various liquid and
solid media (Hwang et al, 1986; Marchbanks et al., 1987;
Paesen et al., 1994; Erah et al., 1997). Erah et al. showed that
amoxicillin and clarithromycin are stable at pH 7 in aqueous
solution with a degradation half-life of respectively 153.1h
and undetectable degradation (Erah et al, 1997). However,
the stability of a given drug in one set of conditions cannot
be univocally extrapolated to other conditions. Indeed, in
our experiment, the degradation half-lives of amoxicillin and
clarithromycin in MHB at 37°C were 27.4 and 14.2 h respectively.
Cefotaxime stability in solution at 24 h is reported to be 92%
at 25°C and 72% at 45°C (Behin et al., 2012). The extent of
degradation in MHB is greater as 44.7% of the drug was degraded
at 24h and 37°C. While it is clear that light, temperature,
and pH are important factors to consider, the test medium
can also influence stability of a compound (Paesen et al,
1994). Cielecka-Piontek et al. did study the effect of different
injection media on stability of meropenem and clavulanate
potassium in order to allow clinical administration of both
compound together while maximizing stability and compatibility
(Cielecka-Piontek et al.,, 2015). There were clear differences
between media, indicating the use of one media more than
others in a clinical setting even if all of them where aqueous.
Differences between media can be explained by their nature
(aqueous or lipophilic) or differences in the catalytic effects
of degradation products(Cielecka-Piontek et al., 2015). Wick
stated in 1964 that every new antibiotic should be subjected
to a complete study of stability under test conditions (Wick,
1964).
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TABLE 2 | Validation results for seven different antimicrobials in MHB.

Antimicrobials Linearity (n = 3)

Sensitivity (n = 6)

Repeatability (n = 6, 3 days)

Calibration Model LoQ Accuracy % CV % QC (ng/mL) Accuracy % CVintra-day % CV inter-day %
range (png/mL) weighting (ng/mL)
Amoxicillin 0.05-10 Linear 1/X 0.05 90 17 0.075 102 14 17
0.25 94 9 1
25 98 4 7
Cefotaxime 0.01-10 Linear 1/X2 0.01 115 12 0.025 96 18 16
0.25 92
2.5 104 5 9
Ciprofloxacin 0.01-10 Linear 1/X 0.01 120 18 0.025 102 17 15
0.25 95 4 10
2.5 100 7 8
Doxycycline 0.05-10 Linear 1/X 0.05 80 9 0.075 97 8 14
0.25 97
2.5 104
Erythromycin 0.01-10 Quadratic /X 0.01 111 9 0.025 111 3 7
0.25 97
2.5 98 8 10
Clarithromycin 0.01-10 Quadratic /X 0.01 116 8 0.025 106 4 18
0.25 101 4 14
2.5 108 10 17
Cephalexin* 0.1-50 Linear 1/X2 0.1 109 9 0.3 98 8 8
100 9 10
15 104 9 9
*Cephalexin was assayed with a previous existing method and repeatability was evaluated on 2 days.
TABLE 3 | Half-lives and percentages of degradation after 24 h for Problems with imipenem stability have been reported

different antimicrobials under the same conditions as in the MIC
determination, apart from the absence of bacteria.

Antimicrobial Degradation Percentage of degradation

half-life (h)* after 24 h (%)
Amoxicillin 27.4 45.5
Cefotaxime 28.1 44.7
Ciprofloxacin 42.0 32.7
Doxycycline 16.9 62.6
Erythromycin 31.5 41.0
Clarithromycin 14.2 69.0
Cephalexin 20.2 56.1

*Half-life was estimated using a monoexponential model to describe the observed decay.
The means of 3 experiments are reported.

Previous studies have shown that antimicrobials can
be degraded during the storage of MIC trays depending
on the selected drug and storage time and that a low
temperature (—70°C) is usually best for storage (Barry
et al, 1976; Hwang et al, 1986; Marshall et al, 2000).

during storage of MIC trays (Nickolai et al., 1985), but it
did not occured with meropenem in the same conditions
(Dowzicky et al, 1994) despite also being a carbapenem,
attesting the need to study each compound in a given
condition. It also highlighted that every precaution should
be taken to minimize the loss of moisture from the frozen
trays (Barry et al, 1976). White et al. demonstrated that
antimicrobial degradation during storage can also result
in a decline of susceptibility as the MIC values increase
with degradation and storage time (White et al., 1991). Our
results confirmed that antimicrobial degradation during
incubation can lead to a significant increase in the observed
MIC or MBC values and hence to a bias when reporting AST
results.

AST plays a major role in predicting the efficacy of an
antibiotic against clinical pathogens and thus in its subsequent
selection (Craig, 1998). As our study with the standard
microdilution method showed that some widely-used antibiotics
were degraded during incubation, we explored the possible
consequences of a biased MIC estimate on AST interpretation.
AST results are assigned to one of three categories (susceptible,
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TABLE 4 | MIC and MBC data for 4 unstable antimicrobials against Escherichia coli and Staphylococcus aureus at 24 h with the standard microdilution
method or with ad-hoc addition of antimicrobial every 6 h to compensate for degradation.

Organism tested and drug Mean MIC (rg/mL) [Interval]

Mean MBC (ng/mL) [Interval] No. of replicates

Standard With addition of Standard With addition of

microdilution drug microdilution drug
E. coli
Cephalexin 10.67 [8-16] 81[8] NS 12 [8-16] 81[8] NS
Cefotaxime 0.058 0.045 NS 0.071 0.049 P <0.05

[0.031-0.063] [0.031-0.063] [0.063-0.125] [0.031-0.063]
Clarithromycin 32 [32] 32 [32] NS 128 [128] 128 [128] NS 4
Doxycycline 1.125[0.5-2] 0.625 [0.5-1] P <0.05 >16 [>16] >16 [>16] NS 8
S. aureus
Cephalexin 5.5 [2-8] 4.5 [2-8] NS 12 [8-16] 7 [4-8] P <0.05 4
Cefotaxime 21[2] 1.5[1-2] P <0.05 3.66 [2-4] 2.33 [2-4] P <0.05 6
Clarithromycin 0.125[0.125] 0.125[0.125] NS 0.25[0.25] 0.25 [0.25] NS 2
Doxycycline 0.031 [0.031] 0.031 [0.031] NS 0.088 0.063 [0.063] NS 5

[0.063-0.125]

Groups significantly different (p < 0.05) or not (NS).

intermediate, or resistant) based on two critical lower and
upper MIC breakpoints. The susceptible and resistant classes
are commonly separated by an intermediate class corresponding
to just one twofold dilution (Annis and Craig, 2005). Given
the narrowness of this intermediate range, such a factor of
variability can seriously impact the correct classification of a
pathogen if its MIC is near the breakpoints (Craig, 2000).
PK/PD indices such as AUC/MIC are used to establish optimal
dosing regimens and are calculated from the MIC reported
for the pathogen (Craig, 1998). The impact of an incorrect
MIC on the dosage regimen calculation can thus be very
real.

Nevertheless, it has to be kept in mind that, in our study,
the differences in MIC or MBC values due to antimicrobial
degradation was never higher than one twofold dilution even if
69% degradation of clarithromycin could have suggested a higher
impact on MIC and MBC values. This small effect on AST values
could be related to the short bacterial generation times, which
are 25 and 29 min, respectively, for our strains of E. coli and
S. aureus in MHB (personal data), compared to antimicrobial
degradation half-lives that are quite long in comparison to
those doubling times in our study. Furthermore, a MIC value
is not a simple concentration, unlike the value measured
by HPLC, and actually represents the overall effect obtained
over the entire incubation time. Repeated measurements of
MIC using the same pathogen/drug combination commonly
show a 3-fold dilution range, meaning that the standard
microdilution method has an accuracy of not less than one
dilution interval and that a one dilution difference can be
considered as acceptable (Wexler et al., 1990; Annis and Craig,
2005).

In some specific situations requiring accurate MIC and
MBC values, or when the bacterial doubling time is higher
than the drug half-life, as with Mycobacterium tuberculosis

(Srivastava et al., 2016), accurate data may be obtained by
controlling the antimicrobial concentration to balance antibiotic
degradation. Srivastava et al. recently described a method
for measuring the MIC of ertapenem against M. tuberculosis
(Srivastava et al., 2016). They used tubes with bacteria and
different concentrations of antimicrobial and added a daily
supplement to compensate for ertapenem degradation. The
resulting MIC was far lower than the MIC obtained with non-
compensated tubes (0.6 and mg/L respectively). Another option
is to plot bactericidal time-kill curves by using an initial bacterial
inoculum of 5 10° UFC/mL and varying the concentrations of
antimicrobial