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INTRODUCTION



,

Décrits par Gilchrist en 1900, les Propionibacterium commensaux sont
de découverte trés ancienne ; d'abord classés dans le genre Corynebacterium,

ils appartiennent actuellement au genre Propionibacterium.

Parmi les Propionibacterium appartenant aux flores commensales
cutanéo-muqueuses de I'homme, Propionibacterium acnes est responsable, en
association avec Staphylococcus epidermidis, de la surinfection des lésions
acnéiques mais aussi d'infections plus graves. Cet aspect de sa pathogénicité
est moins connu car P. acnes a souvent été considéré comme une bactérie
contaminante. Le rdle pathogéne de P. acnes dans les infections neuro-
méningées (INM) n'a été que récemment reconnu par la Société Francgaise
d’Anesthésie-Réanimation a la faveur de deux études **'"7. Ceci explique le

faible nombre de publications ayant porté a la fois sur P. acnes et sur les INM.

Les travaux concernant l'étude de la sensibilité de P. acnes aux
antibiotiques reposent essentiellement sur la détermination de concentrations
minimales inhibitrices (CMI) et seulement quelques essais cinétiques de
l'activité bactéricide ont été publiés "%,

Or, dans les INM, [l'antibiotherapie doit réepondre a des criteres
impératifs, surtout en présence d'infections nosocomiales provoquées par des
bactéries multirésistantes : spectre adapté pour une antibiothérapie
probabiliste, activité bactéricide et synergique ainsi que prévention de
'émergence de mutants résistants par l'association de deux voire trois

antibiotiques, enfin pénétration optimale au sein du tissu infecté ',

'objet de ce travail a été de réaliser I'étude des activités
bactériostatique puis bactéricide de certaines molécules antibiotiques vis-a-vis
de cette espece bactérienne. Les résultats obtenus pourraient contribuer a la
réévaluation de I'antibiothérapie probabiliste actuellement définie pour les INM.
Dans un premier temps, nous avons évalué in vitro l'activité des molécules

habituellement recommandées dans le traitement de ce type d’infection ; dans

10
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un second temps, nous avons testé de nouvelles molécules actives sur les
bactéries a Gram positif multirésistantes impliquées dans les infections

postopératoires (linézolide, quinupristine-dalfopristine).
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PROPIONIBACTERIUM

ACNES
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I. HISTORIQUE ET TAXONOMIE

Propionibacterium acnes appartient au groupe des bacilles a Gram
positif anaérobies non sporulés. Cette bactérie, isolée de Iésions d'acné
vulgaris par Unna en 1896, a été cultivée pour la premiére fois par Sabouraud
en 1897. Elle a été successivement dénommée Bacillus acnes par Gilchrist en
1900, Corynebacterium acnes par Eberson en 1918 puis Propionibacterium
acnes par Douglas et Gunter en 1946". Un synonyme a été parfois employé :

Corynebacterium parvum **.

Tableau n°1 : Classification taxonomique de Propionibacterium

acnes *®
Domaine Bacteria
Phylum BXIV. Actinobacteria phy. nov
Classe Actinobacteria

Sous-classe |Actinobacteridae

Ordre Actinomycetales

Sous-ordre |Propionibacterineae

Famille Propionibacteriaceae
Genre Propionibacterium
Espéce Propionibacterium acnes

13



Il. HABITAT®" 118

Le genre Propionibacterium comprend, d'une part, des especes
présentes dans I'environnement (P. freudenreichii, P. thoenii, P. jensenii et P.
acidipropionici) et, dautre part, des especes appartenant aux flores
commensales cutanéo-muqueuses de I'homme (P. acnes, P. avidum, P.

granulosum, P. lymphophilum).

Au niveau de la peau et du cuir chevelu, P. acnes réside dans les

glandes sébacées et les follicules pileux.

lll. POUVOIR PATHOGENE

P. acnes, qui intervient dans la physiopathologie de I'acné, se comporte
également comme un pathogéne opportuniste et peut, de ce fait, étre

responsable d'infections plus séveres '®%.

II.1. L’acné 46133

L'acné est une maladie du follicule pilo-sébacé qui résulte d'une
anomalie de la kératinisation, d’'une hyperproduction de sébum et de Ila
prolifération de certaines especes bactériennes appartenant a la flore cutanée,
notamment P. acnes et S. epidermidis.

P. acnes ne provoque pas seulement une infection du follicule pilosébacé, mais
induit également une réaction inflammatoire, par le biais de différents
mécanismes : production de lipases (hydrolyse du sébum entrainant la
formation d'acides gras a activité pro-inflammatoire et chimiotactique pour les

polynucléaires), activation directe de la voie classique du complément et

14



stimulation de l'interleukine 1. De plus, les acides gras produit par P. acnes, de

par leur action irritante, peuvent aggraver les Iésions.

Ainsi, P. acnes joue un réle primordial dans l'induction et le maintien de

la phase inflammatoire de I'acné.

lll.2. Infections suppuratives

Comme toutes les bactéries pathogenes opportunistes appartenant aux
flores commensales, P. acnes peut étre responsable d’'autres infections,

favorisées par une effraction cutanéo-muqueuse post-traumatique, post-

73

chirurgicale, ou par la pose d'un matériel étranger " : endocardites apres

17,71,102108,134 v entriculites ou méningites

8,10,19,24,146,172,183

implantation d'une valve artificielle
aprés dérivation du liquide céphalo-rachidien (LCR)

spondylodiscites survenant a la suite d’'une anesthésie péridurale 3727582145

endophtalmies aprés chirurgie intraoculaire ou pose d'implants 45:55125:167,184,188
infections pulmonaires aprés pose de drain pleural 7 péritonites aprés dialyse

7 Il a également été montré que la production de biofim a la

péritonéale
surface de biomatériaux orthopédiques par certaines souches de P. acnes peut

favoriser la survenue d'ostéomyélites aprés ostéosynthése .

La fréquence de ces infections est certainement sous-estimée comme
cela a été démontré pour les méningites chez les sujets porteurs d'une
dérivation externe 98 Cette sous-estimation peut étre due a une mise en
culture anaérobie non systématique, une durée d'incubation insuffisante des
milieux anaérobies ou I'absence de prise en compte du pouvoir pathogéene de
P. acnes. |l est possible de minimiser ce dernier point si 'on tient compte
d’arguments démontrant l'implication de P. acnes: examen direct positif
indiquant la présence de bacilles a Gram positif corynéformes, isolement de P.

acnes en culture pure a partir de prélévements multiples et/ou itératifs.

15



IV. CARACTERES BACTERIOLOGIQUES *°%"1®

IV.1. Caracteres morphologiques et culturaux

P. acnes se présente sous la forme de petits bacilles diphtérimorphes a
Gram positif, mesurant de 0,5 a 0,8 i de diamétre et de 1 a 5 p de long,

immobiles, non sporulés (photographie n°1) ; des formes coccoides, bifides ou

ramifiées peuvent étre observées.

Photographie n°1: Aspect microscopique de P. acnes

(coloration de Gram)

En gélose profonde, les colonies sont lenticulaires, blanches, d'une taille
supérieure ou égale a 4 mm ; une pigmentation rose ou orange peut apparaitre
chez certaines souches aprés trois semaines d'incubation.

Aprées 2 a 3 jours dincubation sur gélose au sang, les colonies sont

punctiformes, circulaires, translucides a opaques, blanches a grises, brillantes ;

16



I'obtention de subcultures nécessite 48 heures d'incubation. (photographies n°2
et n°3)

Sa croissance est préférentielle en atmosphere anaérobie mais P. acnes peut
se développer en atmosphere aérobie enrichie en dioxyde de carbone. Sa

température optimale de croissance se situe entre 30 et 37°C.

Photographie n°2: Aspect macroscopique d'une culture de P.
acnes sur gélose Brucella a 72 heures

17



Photographie n°3: Aspect macroscopique d'une culture de P.

acnes sur gélose Brucella a 96 heures

IV.2. Caracteéres biochimiques (photographie n°4)

IV.2.1. Métabolisme des hydrates de carbone

P. acnes fermente le glucose et inconstamment le glycérol et le sorbitol. Il ne
fermente pas le lactose, le maltose et le saccharose. Il n’hydrolyse pas

I'esculine.
Les produits majeurs terminaux de la fermentation du glucose, analysés par

chromatographie en phase gazeuse, sont les acides propionique et acétique.

1V.2.2. Métabolisme azoté

C'est la seule espece de Propionibacterium capable de produire de

I'indole ; néanmoins, ce caractere discriminant peut manquer.

18



La plupart des souches réduisent les nitrates en nitrites ; la gélatine est
hydrolysée. Le lait cystéiné est le plus souvent coagulé puis digéré.

Photographie n°4 : Principaux caractéres biochimiques
d’identification de P. acnhes

‘Sucre Sucre

fermenté non ferment

IV.2.3. Enzymes synthétisées

P. acnes produit généralement une catalase. Il synthétise d’autres
enzymes (neuraminidase, hyaluronidase, chondroitine-sulfatase, lipase,
lécithinase, ribonucléase, phosphatase acide...) qui contribuent a son pouvoir
pathogéene.
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IV.3. Sensibilité aux antibiotiques 211818

Comme toutes les bactéries anaérobies, P. acnes est naturellement
résistant aux aminoglycosides, a I'aztréonam et au triméthoprime. Par ailleurs,
il est également résistant aux 5-nitroimidazolés, a la fosfomycine et a la
colistine.

Ces bactéries sont sensibles aux -lactamines, la céphalosporine la plus active
étant le céfotaxime “°, aux phénicolés '®?, aux cyclines '°°, aux macrolides ', 3
la clindamycine 1% qux streptogramines, aux glycopeptides (vancomycine,

teicoplanine), aux fluoroquinolones, a I'acide fusidique et a la rifampicine

La résistance acquise concerne certains antibiotiques utilisés pour le

traitement de I'acné, a savoir les macrolides, les lincosamides et les cyclines
13,100,101,133
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LES INFECTIONS

NEURO-MENINGEES
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P. acnes est responsable d'infections du systéme nerveux central
(méningite, abcés cérébral, empyéme sous-dural (ESD), empyéme extra-dural,
abcés épidural, ventriculite sur dérivation) et d’autres infections de proximite,

comme en particulier des ostéites de volet osseux.

Le systéme nerveux central correspond a une région anatomique ou la
réponse immunitaire est faible (absence de phagocytose, peu d’opsonisation,
immunoglobulines a concentrations insuffisantes) et il est, de ce fait, trés
sensible aux infections bactériennes. Ceci explique notamment que des inocula
bactériens relativement faibles (environ 100 bactéries) et des espéces peu
virulentes, telles que P. acnes, puissent induire une infection neuro-

méningée'%'7,

Les infections du systéme nerveux central (SNC) dues a P. acnes sont
le plus souvent post-opératoires. Ces derniéres surviennent avant le quinzieme
jour suivant l'intervention (infections précoces) ou plus tardivement (infections
tardives) ",

P. acnes est fré<quemment impliqué dans des infections post-opératoires
précoces. Celles-ci résultent plutét d'une contamination per-opératoire d'origine
cutanée ; en effet, la localisation préférentielle de P. acnes dans les follicules
pileux lui permet d'échapper en partie a la désinfection cutanée précédant
lintervention 786143,

Les infections tardives, quant a elles, découlent d'une bréche méningée
persistante qui favorise la contamination du site chirurgical par les bactéries de
la flore cutanée ou de la présence d'un drain facilitant I'infestation rétrograde .
Le séjour hospitalier prolongé, en particulier en réanimation, modifie la
composition de cette flore, au profit d'autres d'espéces bactériennes
(Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, entérocoques...) qui

peuvent éventuellement supplanter P. acnes '*°.
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I. ABCES CEREBRAL ET L’'EMPYEME SOUS-DURAL

1. Physiopathologie 12,70,96,97,119,148,174

Parmi les INM, I'abcés cérébral et 'ESD sont les plus fréquemment
rencontrés.
L'ESD, qui correspond a une collection purulente développée dans un espace
anatomique naturel (en l'occurrence sous la dure-meére), se distingue de I'abcés
cérébral qui se développe au sein d'une cavité circonscrite néoformée aux

dépens du parenchyme cérébral.

Ces deux processus peuvent étre la conséquence soit d’une diffusion a
partir d'un foyer de proximité par contiguité ou, pour I'abcés, d'un foyer plus
distant par voie hématogene, soit d'un traumatisme ou d'une intervention

neurochirurgicale. Dans 20% des cas, aucune étiologie n'est retrouvée.

e Diffusion depuis un foyer infectieux de proximité (30 a 60% des

cas)

Pour ce qui concerne lI'abcés cérébral, le foyer initial de suppuration se
situe au niveau ORL (sinusite maxillaire/frontale/ethmoidale, otite moyenne
aigué, otite chronique avec mastoidite) ou dentaire (molaires) et l'atteinte
cérébrale se fait par contiguité mais le plus souvent par des thrombophlébites

septiques rétrogrades des veines diploiques.

L'ESD, quant a lui, peut étre secondaire a une thrombophlébite septique
rétrograde trés souvent a point de départ sinusien '®*?, a une ostéite du volet

osseux ou a l'infection d’'un hématome sous-dural (HSD) préexistant >%'1%.
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e Dissémination hématogéne a partir d’un foyer infectieux distant

Les abces cérébraux peuvent étre la conséquence de métastases
septiques, volontiers multiples, dont les foyers principaux sont pulmonaires
(abcés pulmonaires, bronchectasies, mucoviscidose), cutanés, osseux
(osteomyélite), abdomino-pelviens ; une cardiopathie cyanogéne avec shunt
droit-gauche (tétralogie de Fallot, transposition des gros vaisseaux) est une

étiologie possible.

e Situation post-traumatique ou post-chirurgicale

L'empyéme peut étre la conséquence d'une fracture ouverte du crane,
eventuellement associée a une embarrure avec bréche durale. En situation
post-neurochirurgicale, un geste profond (exérese tumorale...), en plein tissu
cérébral, entrainera plutét un abcés tandis qu’'un geste plus superficiel
(aspiration d’'un HSD...) aboutira a un empyéme.

1.2. Aspects cliniques

.2.1. Abcés cérébral 119148174

La plupart des manifestations cliniques ne sont pas dues aux signes
systémiques d'infection mais sont plutét liées a la localisation et a la taille de la
lésion cérebrale. Le tableau complet typique est rare: il associe fievre,
céphalées, signes neurologiques focaux, crises convulsives généralisées et
manifestations d’hypertension intracranienne (nausées, vomissements, cedéme
papillaire). Le plus souvent, la présentation clinique est incompléte et peu
bruyante ; si les céphalées sont les manifestations les plus fréquentes, la fiévre

peut manquer, les signes neurologiques étant variables ou absents (tableau
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n°2). L'absence de signes infectieux ne doit donc en aucun cas faire rejeter le

diagnostic d’abceés cérébral.

Tableau n°2 : Fréquence d’apparition des différents signes

cliniques #9174
Signes ou symptémes Fréquence (%)

Céphalées 70

Troubles de conscience <70
Déficit neurologique focal > 60
Fievre 45-50
Triade céphalée/fievre/déficit focal <50
Convulsions 25-35
Nausées/vomissements 25-50
Raideur de nuque ~ 25
CEdéme papillaire = 25

A linverse, apres une intervention neurochirurgicale, la valeur de ces
signes cliniques n'est pas univoque : en effet, méme en l'absence d’infection
cérébrale, la raideur de nuque est relativement fréquente et la fievre peut étre
provoquée par un autre processus infectieux "',

Dans ce cas, la mise en évidence d’'une collection sous-cutanée lors de
'examen de la cicatrice est importante et évocatrice d’'un processus infectieux

sous-jacent.

1.2.2. Empyéme sous-dural (ESD) '

Les signes cliniques de 'ESD sont beaucoup plus parlants que ceux
observés au cours des abcés cérébraux. Les ESD sont des urgences

thérapeutiques. La fievre est présente et élevée avec des signes d'irritation
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meéningée. Des manifestations d’hypertension intracréanienne sont toujours
retrouvées, et les troubles de conscience se développent rapidement. Chez 80

a 90% des patients, des signes neurologiques focaux sont présents.

I.3. Aspects paracliniques

1.3.1 Imagerie 12,96,116,119,120,174

1.3.1.1. Tomodensitométrie cérébrale (TDM) sans et

avec injection de produit de contraste iodé (PCI)

La TDM a révolutionné le diagnostic d'abcés cérébral et a rendu
obsolétes électroencéphalogramme, scintigraphie et échographie. Elle montre
une image arrondie, hypodense, avec effet de masse ; lors de linjection de
produit de contraste, apparait l'image typique en cocarde: hypodensité
centrale (pus), entourée d'une zone annulaire de prise de contraste intense
(coque vascularisée) avec hypodensité périphérique (cedeme cérébral péri

lésionnel) (photographie n°5).

Dans le cas d'un ESD, 'examen tomodensitométrique permet d'observer
une image hypodense corticale ou le long de la faux du cerveau, prenant plus
ou moins le contraste en périphérie (photographie n°6); cependant, cet

examen est parfois normal.

Un préléevement a visée bactériologique peut étre réalisé lors d'une

tomodensitométrie cérébrale (biopsie ou aspiration stéréotaxique).
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Photographie n°5 : Abcés cérébral (TDM sans et avec injection)

Photographie n°6 : Empyéme sous-dural (TDM avec injection
de PCI)
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1.3.1.2. Imagerie par résonance magnétique nucléaire

(IRM)

L'IRM est I'examen de choix lors d'une suspicion d'abcés cérébral car
elle en permet une détection plus précoce (au stade d’encéphalite débutante)
en raison d'un meilleur contraste tissu sain/tissu malade. Elle permet
également d'obtenir un bilan d’extension plus précis (extension ventriculaire ou
au niveau des espaces sous-arachnoidiens) et une détection précoce des
Iésions satellites. (photographie n°7)

L'IRM avec injection de gadolinium est un examen complémentaire de
choix qui permet généralement la détection d'un ESD, susceptible de ne pas

avoir été détecté par la TDM avec injection de PCI.

Photographie n°7 : Abces cérébral d’origine mastoidienne (IRM

séquence T1)
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1.3.1.3. Examens isotopiques

Le recours a ces examens est indiqué dans les cas ou la TDM et I''RM
sont non informatifs (image tumorale mais nature infectieuse incertaine par

exemple). La détection des lésions est réalisée par une scintigraphie aux

" ou, mieux, au

leucocytes marqués, le marquage pouvant se faire a I'lndium
HMPAO-Technetiumm #4:135149

Une nouvelle technologie, la tomographie par émission de positions,
pourrait apporter une aide supplémentaire quant au diagnostic par imagerie

des INM.

1.3.2. Biologie

.3.2.1. Examens non spécifiques '»'74178

En cas d'abcés cérébral ou d’ESD, on observe une hyperleucocytose a
polynucléaires neutrophiles, une augmentation de la vitesse de sédimentation

et de la concentration sérique de la protéine C-réactive.

L’'analyse du LCR n’est pas effectuée de maniere systématique ; en
effet, la ponction lombaire ne doit étre réalisée qu'aprés un examen
tomodensitométrique qui aura éliminé une hypertension intracranienne.
L'analyse cytochimique du LCR montre une protéinorachie modérément
augmentée et une cellularité variant entre 10 et 500 cellules/mm® (formule
mixte). L'interprétation est d'autant plus délicate qu'en période post-
neurochirurgicale le LCR peut présenter les mémes caractéristiques méme en
'absence d'infection neuro-méningée. La présence de polynucléaires
neutrophiles en grand nombre, une hypoglycorachie < 0,4 g/l mais surtout un
examen direct positif sont alors fortement évocateurs. La détection de I'isomére
D(-) de l'acide lactique dans le LCR peut aider au diagnostic puisque sa

synthése n'est possible que par le métabolisme bactérien "%,

29



.3.2.2. Examens bactériologiques 2%

La culture du LCR est souvent non informative a la différence de la
culture du pus des abcés ou des empyemes qui permet lisolement des
bactéries responsables dans plus de 90% des cas ¥/,

La réalisation des prélevements, leur acheminement et leur analyse au
laboratoire doivent cependant étre conformes aux procédures recommandées
12090 . pralavement du pus (au moyen d'une aiguille montée sur seringue)
effectué dans des conditions stériles en évitant 'admission d'air au cours de
I'aspiration et avec inoculation éventuelle de flacons d’hémoculture,
acheminement rapide au laboratoire o0 seront pratiqués un examen
microscopique direct ainsi qu'une mise en culture en milieux solide et liquide

adéquats.

Les especes bactériennes isolées a partir d'abces cérébraux dépendent
étroitement de I'étiologie de linfection (tableau n°3).
A notre connaissance, P. acnes est exceptionnellement impliqué dans des
abcés cérébraux primitifs '*°. En revanche, P. acnes est le plus souvent isolé
de lésions infectieuses post-traumatiques ou post-neurochirurgicales. En terme
de fréquence d'isolement, il se situe alors en deuxieme (étude multicentrique
francaise *® regroupant 2944 craniotomies dans 10 services de neurochirurgie)
voire troisiéme position. (série ancienne '’” portant sur 234 craniotomies).
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Tableau n°3 : Flore bactérienne isolée et localisation d’un

abcés cérébral en fonction de I'étiologie présumée

12,93,157,165,174

Etiologie Localisation Bactéries habituellement isolés
Site infectieux contigu
Streptococcus du groupe milleri,
Otite moyenne ou temporal, Peptostreptococcus spp., Prevotella spp.,
mastoidite cérébelleux Bacteroides spp., Enterobacteriaceae, P.
acnes "%
Sinusite fronto-ethmoidale |Frontal Streptococcus du groupe milleri,

Sinusite sphénoidale

frontal, temporal,

selle turcique

Peptostreptococcus spp., Bacteroides spp.,
S. aureus, Haemophilus spp.,
Enterobacteriaceae, P. acnes "%

Fusobacterium spp., Prevotella spp.,

Infection dentaire frontal Bacteroides spp., Streptococcus du groupe
milleri, Peptostreptococcus spp., P. aches®
Site infectieux distant
Fusobacterium spp., Bacteroides spp.,
Foyer pulmonaire Prevotella spp., P. acnes ", Actinomyces
. spp., Nocardia spp., Streptococcus spp.
: multiples -
Endocardite S. aureus, Streptococcus spp., P. aches
) ! Streptococcus spp., Haemophilus spp., P.
Cardiopathie cyanogene ”
acnes
) S. aureus, Streptococcus spp.,
Post-traumatique ou selon la zone )
) ) ) Enterobacteriaceae, Pseudomonadaceae
post-neurochirurgical concernée

Clostridium spp., P. aches *?

La flore bactérienne isolée des ESD est globalement similaire a celle des

abcés cérébraux ; néanmoins dans ce cas, les especes bactériennes les plus

fréiquemment rencontrées sont P. acnes, Staphylococcus spp., Enterococcus

Sppﬁﬁ
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l.4. Traitement

L'approche thérapeutique des abcés cérébraux et des ESD repose
classiquement sur l'association d'une antibiothérapie administrée par voie
parentérale et d'un drainage chirurgical 120+ cependant, aucun consensus n'a
établi la conduite a tenir optimale et le traitement est donc laissé a la libre
appréciation des cliniciens.

Un anti-convulsivant est systématiquement ajouté et parfois, a la phase
aigué, des corticoides mais l'intéerét de ces derniers reste controversé % iis
amélioreraient la survie des patients dans les tableaux sévéres en diminuant
'cedéme cérébral et freineraient la formation de la coque de l'abcés mais
pourraient par ailleurs entraver la pénétration de certains antibiotiques dans le
OR **

1.4.1. Traitement neurochirurgical

Celui-ci n'est pas systématique car dans certains cas, la chirurgie est
contre-indiquée (terrain contre-indiquant la chirurgie, abcés multiples distants
les uns des autres, abceés de taille inférieure a trois centimétres, localisation

profonde ou en zone fonctionnelle vitale) '210%120.160.174
Les deux possibilités du traitement chirurgical d'un abcés sont :

® ponction-aspiration dans des conditions stéréotaxiques du pus a

travers un trou de trépan

Cette approche est envisagée en premiére intention dans le cas d'un
abcés ou d'un ESD. Elle réduit 'hypertension intracranienne provoquée par
I'effet de masse, permet la réalisation d’une analyse bactériologique (examen

microscopique direct et mise en culture) 278,
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® excision compléte aprés craniotomie avec volet osseux

C’est une chirurgie plus délabrante qui, dans la majorité des situations,
n'est indiquée que pour des récidives ; I'abord chirurgical dans tous les cas
plus aisé pour un ESD que pour un abcés cérébral.

Le parage de la plaie opératoire associé a la réalisation de prélevements
bactériologiques profonds et si besoin est [ablation du volet osseux

dévascularisé et infecté doivent étre discutés a chaque fois '"®.

Aucune étude prospective comparant ces deux méthodes n’a jamais été
réalisée "' mais des études rétrospectives montrent que les deux approches

sont équivalentes en terme de résultats *'%°,

1.4.2. Antibiothérapie
1.4.2.1. Aspects théoriques

1.4.2.1.1. Objectifs

L'objectif principal de [l'antibiothérapie est d'obtenir une activité
bactéricide des antibiotiques in situ ; cet objectif est motivé a la fois par la
gravité clinique d'une INM et par I'absence de réaction immunitaire au niveau
du parenchyme cérébral et du LCR qui se révelent donc incapables
d'empécher la prolifération bactérienne.

Cependant, les difficultés d’obtention d'une activité bactéricide sont
multiples. En premier lieu, la présence des barrieres hémato-encéphalique et
hémato-méningée s’opposent a la pénétration des antibiotiques ; un pH acide
et une faible oxygénation locale sont des conditions peu propices a une action
optimale des antibiotiques "2*'%%'8° Enfin, I'état physiologique des bactéries au
sein d'un tissu abcédé correspondant a des bactéries en phase stationnaire de
croissance diminue l'action de certains antibiotiques 3948153,

Les concentrations bactéricides des antibiotiques a atteindre in vivo sont, de ce

fait, largement supérieures a celles retrouvées in vitro 395122
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1.4.2.1.2. Données pharmacocinétiques

La pénétration des antibiotiques dans le tissu cérébral est bien moins
connue que celle dans le LCR '?°. De plus, une bonne diffusion méningée d’un
antibiotique n'est pas synonyme d'une bonne diffusion dans le parenchyme
cérébral sain ou le tissu abcédé '*2'°"'7¢  Enfin, l'altération de la barriére
hémato-encéphalique a proximité de la zone d’'encéphalite ou de I'abcés
permet une perméabilité accrue a des antibiotiques qui normalement ne

diffusent pas dans le parenchyme cérébral ''%'7,

Comme la plupart des B-lactamines, le céfotaxime pénétre mal a travers
les méninges saines mais sa pénétration augmente lorsquil y a une
inflammation #**® et sa concentration (environ 6 mg/l) atteint des valeurs
supérieures aux CMI des principaux agents pathogénes responsables de
méningites *%%'2 || a été de plus rapporté des concentrations quasi similaires
dans le LCR au cours de méningites pour le céfotaxime et son métabolite actif
(le désacétylcéfotaxime) 123140173 gelon une étude réalisée par Sjolin et coll.
158 |a pénétration du céfotaxime ainsi que celle de son métabolite au sein d’un
tissu abcédeé se révele intéressante. En effet, chez huit patients atteints d'abces
cérébral et ayant recu 3g/8h en IV de céfotaxime; des concentrations de 1.9 +
1.7 mg/l et 4 + 2.2 mg/l respectivement pour le céfotaxime et son métabolite ont

été obtenues dans le tissu abcédé.

12 ot sa

La vancomycine ne passe pas la barriere méningée intacte
diffusion est variable si les méninges sont enflammées ' L'utilisation de
fortes posologies en perfusion continue' permet d'atteindre, par saturation du
transporteur méningé '”*, des concentrations équivalentes a 15 a 30% des taux
sériques soit 1 a 5 mg/l dans le LCR "**. L'injection par voie intraventriculaire (3
a 5 mg par injection) permet d’atteindre une concentration d’environ 25 mg/l
dans le LCR mais celle-ci n"augmente plus a partir d'une posologie-seuil '°.

Seule une étude portant sur un cas unique mentionne la concentration de
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vancomycine dans un abceés cérébral correspondant a 79% de la concentration

sérique "%,

Les concentrations tissulaires et sériques de la fosfomycine sont
élevées ® (pic sérique de 130 mg/l et taux résiduel de 25 mg/l pour une
posologie habituelle de 8 a 12g/j en trois perfusions) ®®. La diffusion méningée
s'échelonne entre 7 a 30 mg/l soit 13 et 40% des taux sériques selon le degré
d’inflammation méningée '"1%'7° et, lors d’'une méningite, les concentrations
sont identiques aussi bien a J+2 (31 mg/l) qu'a J+5 (37 mg/l) '°°.

L'association au traitement parentéral habituel d'injections intra-ventriculaires
de 10 mg/j permet d’améliorer la concentration méningée (352 mg/l 2 heures
apres la fin de la perfusion) et son maintien a des taux élevés (52 et 33 mg/l

respectivement 4 et 6 heures apres) ''.

L'excellente diffusion du métronidazole au sein du parenchyme cérébral
sain et du tissu abcédé a été démontrée par plusieurs auteurs *"**83142 cec;
quelle que soit la voie d’administration (orale ou IV). Ainsi, des concentrations
proches 40 mg/l ont été obtenues a la fois dans le tissu cérébral sain et dans
'abcés cérébral aprés administration de 500 mg/8h de cet antibiotique (rapport
concentrations abcés/sérum > 80%).

Au niveau du LCR, les concentrations observées lors d'une méningite sont

proches des concentrations sériques (15 a 40 mg/l) '"'%,

Pour ce qui concerne les fluoroquinolones (FQ), le pic sérique et la
concentration méningée observés sont respectivement de 5 a 10 mg/l et 1 mg/l
avec une posologie de 400 mg/8h IV %7,

La diffusion de ces antibiotiques est meilleure au cours des méningites &''3'.
Par ailleurs, au sein du parenchyme cérébral, les concentrations des FQ 8 mg/I
(5 heures aprés une perfusion de 400 mg) et sont environ 2 a 3 fois plus

élevées dans le tissu abcédé 2.
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Pour ce qui concerne les lincosamides et en particulier la clindamycine,
les concentrations observées dans le LCR sain ou inflammatoire sont
quasiment nulles 5452'7%,

Au niveau du parenchyme cérébal sain, nous ne disposons d'aucune donnée

138

chez 'homme ; toutefois, une étude menée sur des singes ne montre

aucune diffusion de cet antibiotique dans ce tissu. En revanche, il semble que
la diffusion au sein d'un abcés cérébral de la clindamycine soit meilleure :
concentrations de 4 mg/l pour un taux sérique concomitant de 8 mg/l apres une

prise orale de 600 mg %%,

Les concentrations sériques de quinupristine-dalfopristine (QD), pour
une posologie habituelle de 7,5 mg/kg/8h, sont de 3,2 mg/l de quinupristine et 8
mg/l de dalfopristine >'"°.
Les résultats d'une étude expérimentale réalisée chez le lapin suggérent que la
QD administrée par voie IV pénétre mal dans le LCR, bien qu'une légére
amélioration soit observée en présence d'une inflammation méningée '7°.
Malheureusement, nous ne disposons pas a ce jour de telles données chez
I'homme ™. L'utilisation a titre compassionnel de QD par voie IV pour le
traitement d'infection sur valves de dérivation impliquant des E. faecium
résistants a la vancomycine (VREF) mais sensibles a QD a parfois conduit a
des échecs thérapeutiques. En revanche, la guérison a pu étre été obtenue
aprés injections intra-ventriculaires d'1 a 2 mg/j de QD *"'"®, Ceci suggére une
diffusion méningée insuffisante de cet antibiotique pour l'obtention de taux

thérapeutiques efficaces.

Lors de I'administration IV de linézolide a raison de 600 mg toutes les
12 heures, le pic sérique observé est de 15,1 mg/l avec un taux résiduel a 3,7
mg/l '’°. Les concentrations au niveau des méninges saines correspondent a
70% des concentrations sériques ">”"'"?. Aucune donnée concernant la diffusion

du linézolide au sein d'un tissu abcédé n'est disponible a ce jour.
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Le tableau n°4 synthétise les données précédemment énumérées

concernant 8 antibiotiques

147,189

Tableau n°4 : Diffusion intraméningée et intracérébrale de

différents antibiotiques

LCR LCR Parenchyme Tissu Voie intra-
Antibiotiques . s . ) o ) g

sain | (méningite) | cérébral sain | abcédé | ventriculaire
Céfotaxime 2° 3° 1-2 1-2 non
Vancomycine 1 o8 ND 3 oui
Clindamycine 1 1 i i 3 non
Ciprofloxacine 2 3 3 3 oui '’
Linézolide 3 3 ND ND Non
QD 1 1 ND ND Oui
Métronidazole 3 3 3 3 oui®®
Fosfomycine 2 3 ND ND Oui

1 = rapport tissu/sérum < 10%

2 = rapport tissu/sérum 10-30%

3 = rapport tissu/sérum > 30%

ND = non documenté

a = si perfusion continue

b = si posologie élevée

¢ = 1 cas d'instillation a l'intérieur de

la cavité d’un abceés du 3° ventricule

d : la voie intra-ventriculaire entrainent une distribution homogéne et stable

pendant 24 heures de 'antibiotique au sein du LCR ce qui n’est pas le cas des

injections lombaire et sous-occipitale

e : données provenant d'un modele animal (singe)
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1.4.2.1.3. Choix du traitement

Le choix du traitement probabiliste dans lattente des résultats de
I'analyse bactériologique repose sur la connaissance de l'écologie locale et
éventuellement la notion d’'une colonisation particuliére du patient. Le lien entre
colonisation des patients et risque de survenue d'une infection systémique par

la méme bactérie a été parfaitement établi "',

1.4.2.2. Modalités pratiques

La prescription d’'une association d'antibiotiques administrés par voie
parentérale est la régle méme si son intérét n'est pas formellement documenté.
La durée de traitement appropriée reste a standardiser. Le traitement classique
consiste en un traitement IV de six a huit semaines par des antibiotiques
utilisés a fortes posologies relayé par un traitement oral d'une durée de deux a
six mois '%. L'efficacité de ce dernier n'a pas été prouvée. Une durée de
traitement plus courte (3 a 4 semaines) a été préconisée par certains chez des
patients ayant bénéficié d’une excision chirurgicale '*°. Un traitement par voie

orale uniquement n'a pas encore été documenté '°°,
La durée de traitement doit donc prendre en compte la sensibilité aux

antibiotiques des bactéries isolées ainsi que la taille de I'abceés et la qualité du

drainage chirurgical.

1.4.2.3. Recommandations actuelles

1.4.2.3.1. Antibiothérapie probabiliste

L'antibiothérapie probabiliste doit prendre en compte l'origine suspectée

de I'infection et le profil de sensibilité de la flore bactérienne présente.
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Les différents protocoles sont exposés dans les tableaux n°5 et n°6.

Tableau n°5 : Antibiothérapie probabiliste des abcés cérébraux

et empyemes sous-duraux recommandée en France

(i) D'aprés POPI 2003 %

Origine suspectée 1°" intention Alternative
Oto-mastoidienne, sinusienne, | C3G + métronidazole Imipénéme ou
dentaire, bronchopulmonaire phénicolé
Post-traumatique ou post- Céfotaxime ou ceftriaxone |Imipénéme +
opératoire + fosfomycine vancomycine

(i) D’aprés ANTIBIOGUIDE *

1°" intention Alternative

Céfotaxime + fosfomycine + |e imipénéme + vancomycine

métronidazole e vancomycine + pipéracilline + métronidazole

Tableau n°6 : Antibiothérapie probabiliste des abcés cérébraux

et empyémes sous-duraux recommandée aux Etats-Unis "'
Origine suspectée Antibiothérapie
Oto-mastoidienne et sinusienne C3G* + métronidazole**
Dentaire Pénicilline + métronidazole
Pulmonaire Pénicilline + métronidazole + TSU***
Endocardite « vancomycine + gentamicine

« nafcilline + ampicilline + gentamicine

Cardiopathie cyanogéne C3G*

Post-traumatique ou post-opératoire | C3G** + Vancomycine

Inconnue C3G*® + vancomycine + metronidazole
* céfotaxime, ceftriaxone, céfépime *** TSU : triméthoprime-sulfaméthoxazole

** + vancomycine si S. aureus méticillino-résistant suspecté
$ ceftazidime si suspicion de Pseudomonas aeruginosa
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1.4.2.3.2. Antibioprophylaxie

L'antibioprophylaxie en neurochirurgie n'est egalement pas standardisée
et encore débattue actuellement, en dépit d’études rapportant un bénéfice

620 " |'utilisation de céphalosporines de premiére

quant a son utilisation
génération est recommandée pour les craniotomies "’

Une étude multicentrique menée en France en 1997 % montre que
I'antibioprophylaxie n’a pas d'influence directe sur le taux d'infections profondes
mais sur I'ensemble des infections post-opératoires par diminution du taux

d'infections de cicatrice.

Il. INFECTIONS SUR VALVE

Il.1. Physiopathologie

L'infection du site se fait par des bactéries résidant normalement sur la
peau et qui ont une ascension rétrograde par l'intermédiaire de la valve '
L'infection d’'une dérivation externe (DE) ventriculaire est inéluctable 10 a 15

jours aprées sa pose.

II.2. Aspects cliniques

Le tableau clinique se traduit par une méningite et, dans les cas les plus
sérieux, par une ventriculite a haut taux de mortalité. Les signes cliniques sont
insidieux : fievre isolée, troubles digestifs, dysfonctionnement de la valve

entrainant céphalées et troubles du comportement ''°.

40



I.3. Aspects paracliniques

Un examen tomodensitométrique peut éventuellement étre effectué.

Au niveau sanguin, on retrouve une hyperleucocytose a polynucléaires

neutrophiles.

En pratique, on définit 'INM sur dérivation par la présence de bactérie(s)
a l'examen direct et/ou en culture et/ou des anomalies biochimiques et/ou
cytologiques du LCR. L'hypercellularité et I'hyperprotéinorachie constatées sont
non spécifiques car elles sont habituellement observées en phase
postopératoire ; ces modifications peuvent également étre dues a la présence
de la dérivation '?'. L'hypoglycorachie franche est plus spécifique % ; 'examen
microscopique direct est frequemment positif.
La culture du LCR ou de la valve met en évidence des staphylocoques a
coagulase négative (dont S. epidermidis) dans plus de 40% des cas et S.
aureus '*""®. D'autres bactéries comme les entérobactéries (Escherichia. coli,
Klebsiella pneumoniae...) et les entérocoques prédominent surtout dans les
dérivations ventriculo-péritonéales ou lombo-péritonéales, situations dans
lesquelles peut survenir une perforation du colon *'?’. P. acnes est considéré
comme pathogéne dans 1,4% des infections sur dérivations mais cette
frequence est certainement sous-estimée pour les raisons citées
précédemment **'*. De ce fait, I'isolement de P. acnes chez un patient porteur
d'un dispositif de dérivation du LCR qui présente des signes d’infection doit étre

pris trés au sérieux.
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I.4. Traitement

Toute valve qui dysfonctionne doit étre considérée comme une valve

infectée et doit étre retirée jusqu'a preuve du contraire.
Les trois attitudes préconisées sont par ordre décroissant d’efficacité *°

@ ablation du matériel avec mise en place d’'une dérivation ventriculaire
externe ; un traitement antibiotique est instauré pendant 15 jours (21 jours si
une ventriculite est associée) puis un nouvelle valve est reposée du coété

opposé en poursuivant I'antibiothérapie pendant 15 jours supplémentaires.

® ablation du matériel et remplacement immédiat par une nouvelle

valve, avec un traitement antibiotique adapté
® antibiothérapie seule, matériel laissé en place

Afin de minimiser le risque infectieux, il semblerait raisonnable de
pratiquer une antibioprophylaxie avant I'acte chirurgical puis de prolonger le
traitement pendant 24 a 48 heures. L’antibioprophylaxie par pénicilline M est
recommandée lors de la mise en place d'une dérivation '"’. Cependant, il
n'‘existe pas d'étude démontrant clairement une réduction de la survenue
d'abcés ou d’'ESD consécutive a 'emploi d’'une antibioprophylaxie mais tout au

plus une réduction des infections superficielles (ostéite du volet...) %14,
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Ill. PROBLEMES ENGENDRES PAR LES BACTERIES

MULTIRESISTANTES

D'autres especes bactériennes (staphylocoques, entérocoques, bacilles
a Gram négatif aérobies [BGN]) peuvent étre impliquées dans les INM post-
opératoires, post-traumatiques ou compliquant la pose d’'une dérivation externe
(DE).

A la faveur d’'un séjour hospitalier peut apparaitre une résistance a des
antibiotiques habituellement actifs sur ces bactéries. La résistance a la
meticilline observée chez S. aureus et les staphylocoques a coagulase
négative s'accompagne le plus souvent d’'une résistance a d’autres familles
d'antibiotiques (aminosides, macrolides, fluoroquinolones...) restreignant les
possibilites thérapeutiques ; le recours aux glycopeptides est alors
frequemment envisagé. Toutefois, des souches de S. aureus de sensibilité
diminuée aux glycopeptides (GISA = glycopeptide - intermédiaire S. aureus,
GISS = glycopeptide - intermédiaire Staphylococcus species) ont été décrites

T %2 et en France '*°. Mais aucune étude

au Japon ”7 puis aux Etats-Unis
parfaitement documentée n'a permis d’expliquer un échec thérapeutique par le
seul fait de la diminution de sensibilité des staphylocoques a la vancomycine
67103111 . offet, d’autres paramétres peuvent étre responsable de cet échec
(taux seriques de vancomycine insuffisants et/ou non monitorés, associations
d'antibiotiques antagonistes, absence de drainage chirurgical d’'un abceés ou de

retrait de matériel infecté, terrain précaire).

Enfin, le mécanisme responsable de la diminution de sensibilité a cet
antibiotique est imparfaitement élucidé et les méthodes de détection

phénotypique sont mal standardisées '%'"': de plus, il n'existe pas de

technique génotypique de référence %,

De nouvelles molécules appartenant a differentes familles (linézolide,

quinupristine-dalfopristine) récemment commercialisées ont montré une activité
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sur les souches GISA ainsi que sur les entérocoques VanA, c'est a dire
possedant une résistance plasmidique de haut niveau a la vancomycine et a la
teicoplanine ; cependant, les INM ne figurent pas parmi les indications validées
par l'autorisation de mise sur le marché et ces antibiotiques devraient étre

délivrés a titre compassionne| 41/6369.92.127,128,156,169,175,190
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L'objet de notre travail a eté [l'étude in vitro des activités
bactériostatiques et bactéricide d'un certain nombre d'agents antibactériens

vis-a-vis de souches de P. acnes isolées d'INM.

L'activité bactériostatique a été évaluée par la détermination des
concentrations minimales inhibitrices (CMI). Concernant 'activité bactéricide,
nous avons realisé des études de cinétique de bactéricidie des antibiotiques

utilisés seuls ou en double association.

Le choix des molécules testées s'est porté sur les antibiotiques
préconisés pour le traitement des INM et sur deux molécules nouvellement
introduites (QD et linézolide), actives sur les cocci a Gram positif

multirésistants.
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MATERIELS ET

METHODES

48



I. SOUCHES BACTERIENNES, MILIEUX ET CONDITIONS

DE CULTURE

I.1. Souches

L'étude a porté sur 24 souches de P. acnes (PAN 1 a PAN 24), isolées
au laboratoire de Bactériologie du CHU de Nancy entre 1996 et 2002, et
provenant de patients ayant présenté des INM a P. acnes (empyéme, n= 13;
abces, n= 11). L'identification de ces souches a été réalisée par les méthodes

conventionnelles.

Eggerthella lenta ATCC 43055 (American Type Culture and Collection,
Rockville, Maryland, USA) — anciennement dénommée Eubacterium lentum® —,
Bacteroides fragilis ATCC 25285, Staphylococcus aureus ATCC 29213,
Enterococcus faecalis ATCC 29212 ont été incluses comme souches controles.

Toutes les souches étaient conservées a -80°C dans du bouillon Brucella
(BBL®, Becton-Dickinson, Le Pont de Claix, France) additionné de 15% de

glycérol.

I.2. Conditions et milieux de culture (annexes n°1 et n°2)"*°

Dans notre étude, toutes les cultures et subcultures en milieu solide ont
eté realisées sur gélose Brucella additionnée de 5% de sang de mouton
(Oxoid, Dardilly, France), de 1 pg/ml de vitamine K1 (Sigma-Aldrich, Saint-

Quentin-Fallavier, France) et de 5 pg/ml d’hémine (Sigma).
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Apres décongélation des souches a température ambiante, trois
subcultures sur gélose Brucella (BBL®, Becton-Dickinson) ont été effectuées

avant de réaliser les essais.

Du bouillon Brucella contenant 1pg/ml de vitamine K1 et 5ug/ml
d’hémine a été utilisé pour la préparation des inocula. Ce milieu, additionné de
5% de sang de mouton défibriné et ayant subi au préalable une pré-réduction,

a été employé pour les études de cinétiques de bactéricidie.

Tous les milieux solides ont été incubés, aprés ensemencement, 48
heures a 35°C en atmosphére anaérobie (85% N, — 10% CO, — 5% H>),
obtenue a l'aide d'une chambre anaérobie (Don Whitley Scientific Ltd.,
Shippley, United Kingdom). (photographie n°8)

Le recours a un milieu liquide pré-réduit, éventuellement additionné d'Oxyrase”
(Oxyrase Inc, Mansfield, OH, USA), nous a permis de réaliser certaines étapes

a l'extérieur de la chambre anaérobie.

Photographie n°8 : Chambre anaérobie
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1.3. Préparation d’un milieu pré-réduit '**

Un milieu est dit pré-réduit s'il est préparé de telle fagon qu'il est
totalement dépourvu d'oxygéne tant dans sa masse que dans I'atmosphére
sus-jacente, et ce au cours de sa préparation (balayage par un mélange
gazeux dépourvu d'oxygéne et addition de substances réductrices), de sa
stérilisation et de son stockage avant utilisation. Cette étape permet d’abaisser
le potentiel d'oxydoréduction du milieu, condition essentielle a la croissance
des bactéries anaérobies strictes.

En outre, pour étudier l'activité bactéricide du metronidazole, il est
nécessaire d'ajouter au milieu pré-réduit de I'Oxyrase” (enzyme stérile dérivée
de la membrane cellulaire d'Escherichia coli); ce produit contribue a la

réduction de I'antibiotique en dérivés réduits actifs.

Au laboratoire, la pré-réduction a été réalisée de la maniére suivante ; la
veille de son utilisation, tout le matériel a été introduit dans la chambre
anaérobie pour I'imprégner de I'atmosphére y régnant.

Le bouillon Brucella additionné de 2 mg/l de résazurine (Sigma), indicateur
d'oxydoréduction dont le virage du rose a l'incolore signifie la réduction totale
du milieu, a été introduit dans la chambre ou il a été homogénéisé par agitation
magnétique (30 minutes). Un agent réducteur (L-chlorhydrate de cystéine
monohydratée (Merck, Darmstadt, Allemagne)) a alors été ajouté a la
concentration de 0,5 g/l. L'agitation a été prolongée jusqu'a décoloration
compléte de la résazurine (environ 2 a 4 heures).

Ce milieu pré-réduit a été ensuite réparti dans des flacons (photographie n°9)
en verre borosilicaté de 20 ml (L23 x H75 mm), de type pénicilline « head-
space vial », (Supelco référence 27199). Ceux-ci ont été fermés a l'aide de
bouchons en Butyl® (Supelco référence 27232). Les flacons ont ensuite été
sertis avec une capsule en aluminium (Supelco référence 27230-U) a l'aide
d'une pince (Supelco référence 22316-U).

Apres stérilisation, ces flacons peuvent étre conservés pendant plusieurs mois.
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Photographie n°9 : Flacon utilisé lors des essais de cinétiques

(3}
© : bouillon Brucella pré-réduit \b

® : atmospheére anaérobie

® : bouchon et capsule percee

Il. MOLECULES ANTIBIOTIQUES

La détermination des CMI a été réalisée pour les antibiotiques suivants :
pénicilline G (Sigma), amoxicilline (Sigma), pipéracilline (Wyeth Lederlé, Paris,
France), imipénéme (Merck Sharp, Paris, France), céfotaxime (Sigma),
chloramphénicol (Aventis, Vitry-sur-Seine, France), clindamycine (Sigma),
linezolide (Pharmacia-Upjohn, Guyancourt, France), quinupristine-dalfopristine
(QD) (Aventis), teicoplanine (Aventis), vancomycine (Sigma), ciprofloxacine
(Bayer Pharma, Wuppertal, Allemagne), ofloxacine (Aventis), fosfomycine
(Sanofi Winthrop, Gentilly, France), métronidazole (Aventis), rifampicine

(Aventis).

L’étude de I'activité bactéricide a porté sur un nombre de molécules plus
restreint:  céfotaxime, clindamycine, linézolide, QD, vancomycine,

ciprofloxacine, fosfomycine, métronidazole.
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lll. DETERMINATION DES CMI

lll.1. Objectifs

Eu égard aux connaissances parcellaires de la pharmacocinétique des
antibiotiques au niveau du SNC, il était difficile de se fonder sur des
concentrations tissulaires pour évaluer in vitro l'activité bactéricide des
antibiotiques ou de leurs associations ; celle-ci a donc été appréciée selon la
méthode standard, utilisant des fractions et des multiples de CMI.

Les CMI ont été déterminées par la méthode de dilution en milieu gélosé
(méthode de référence préconisée par le National Committee for Clinical
Laboratory Standards [NCCLS] "*° et utilisée par de nombreux auteurs) ce qui
nous a permis de comparer nos résultats a ceux déja rapportés.

Par ailleurs, afin de se placer dans des conditions expérimentales
proches de celles des essais de cinétiques (milieu liquide), nous avons
également déterminé, pour les antibiotiques et la souche de P. acnes retenus
dans ces essais, les CMI par une méthode de microdilution en milieu liquide.
Les valeurs obtenues avec ces deux méthodes étaient comparables a + une

dilution pres.

lll.2. Souches bactériennes et molécules antibiotiques

La détermination des CMI de 16 antibiotiques (cf. § Il.) a porté sur 24
souches de P. acnes. Des souches contréles ont été incluses dans chaque

essai.
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I11.3. Protocole

La détermination des CMI a été effectuée selon la procédure de
référence M11-A5 du NCCLS ',

e préparation des solutions d’antibiotiques :

A partir d'une solution mére, effectuer des dilutions de raison
géometrique 2 de maniére a obtenir des concentrations finales s'échelonnant
de 0,06 a 128 mg/l.

De I'Oxyrase® (5%) et du glucose-6-phosphate (25 mg/l), nécessaires
respectivement a [l'activité antibactérienne du métronidazole et de la

fosfomycine, sont ajoutés.

e préparation des boites de Pétri (extemporanée) :
Incorporer 2 ml de chaque dilution d’antibiotique a 18 ml de gélose
Brucella maintenue en surfusion ; aprées solidification, laisser sécher le milieu

30 minutes a I'étuve a 35°C.

e préparation de I'inoculum :
A partir d’'une culture sur milieu gélosé agée de 48 heures, réaliser une
suspension en bouillon Brucella préalablement régénéré. Ajuster I'opacité au

point 0.5 de I'échelle de MacFarland.

e ensemencement : (photographie n°10)

L’effectuer grace a un ensemenceur a tiges multiples (inoculateur de
Steers, Denley, Billingshurst, United Kingdom) qui délivre 1 a 2 pl soit environ
10° UFC/spot (UFC = unités formant colonies) ; la taille de I'inoculum initial est
contrélée par dénombrement. Ensemencer deux boites ne contenant pas
d'antibiotique respectivement au début et a la fin de la manipulation qui

serviront de témoin de croissance.
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Aprés absorption de linoculum dans la gélose pendant 30 minutes,

incuber les géloses 48 heures a 35°C.

e lecture :
Au terme de l'incubation, effectuer la lecture ; la CMI est définie comme
étant la plus faible concentration d’'antibiotique qui inhibe toute croissance

visible ou qui entraine un changement marqué de croissance.

Photographie n°10 : Inoculateur de Steers

IV. ETUDE CINETIQUE DE L’ACTIVITE BACTERICIDE

IV.1. Molécules antibiotiques testées

Les antibiotiques utilisés dans le traitement des INM ont été étudiés
seuls (céfotaxime, clindamycine, vancomycine, ciprofloxacine, fosfomycine,
métronidazole) ou en double association (céfotaxime + vancomycine,
céfotaxime + métronidazole, céfotaxime + fosfomycine, ciprofloxacine +

clindamycine).
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D’autres molécules plus recemment commercialisées ont été testées
seules (linézolide, quinupristine-dalfopristine) ou en double association
(linézolide + céfotaxime, QD + ceéfotaxime, QD + vancomycine, QD +

meétronidazole).

IV.2. Souche bactérienne

La souche PAN 14 a été sélectionnée ; il s’agit d'une souche isolée a
plusieurs reprises chez un patient ayant presenté, en 2001, un ESD consécutif

a la surinfection d’'un HSD.

IV.3. Protocole

IV.3.1. Préparation des solutions d’antibiotiques

Des dilutions sont réalisées a partir d'une solution mére d’antibiotique de
maniére a obtenir des concentrations finales correspondant a des fractions (7
et ¥2) et des multiples (x 2) de la CMI de l'antibiotique (x 4 et x 8 pour QD
seulement). Les antibiotiques ont été associés a fractions ou multiples égaux
excepté pour I'association céfotaxime + fosfomycine (fraction de la CMI de la

fosfomycine égale a la moitié de la fraction de CMI du céfotaxime).

De I'Oxyrase” (5%) et du glucose-6-phosphate (25 mg/l), respectivement
nécessaires a |'activité antibactérienne du métronidazole et de la fosfomycine,
sont ajoutés. Cependant, I'Oxyrase® est une enzyme produite a partir de
fragments membranaires d’Escherichia coli qui contiennent des protéines liant
la pénicilline (PLP) ?°; ces PLP peuvent se lier aux B-lactamines testées et en
réduire ainsi partiellement l'activité ***. Ainsi, nous avons testé I'association
céfotaxime-métronidazole avec et sans Oxyrase® afin d’apprécier l'influence de

cette enzyme sur la céphalosporine.
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IV.3.2. Préparation de I'inoculum

Dans un premier temps, nous avons effectué une suspension dans du
bouillon Brucella a partir d’'une culture sur milieu gélosé agée de 48 heures ;
aprés ajustement de I'opacité aux différents points de I'échelle de MacFarland
(0.5, 1, 1.5 et 2), nous avons réalisé des dilutions de raison géométrique 10
(10" a 10°®) dans le milieu pré-cité ; 0.1 ml de chaque dilution, homogénéisée
par une légére agitation au moyen d'un Vortex®, ont été ensemencés par

étalement sur une gélose Brucella a I'aide d’'un rateau.

La numération des colonies est effectuée sur des boites de Pétri
contenant entre 30 et 300 colonies, aprés s'étre assuré de la pureté de la
souche (aspect morphologique des colonies voire coloration de Gram si

nécessaire).

Les résultats obtenus aprés plusieurs essais de dénombrement nous ont
conduit a utiliser une suspension ajustée au point 1.5 de I'échelle de
MacFarland, correspondant a ~ 1.5 x 10® UFC/ml. La densité de I'inoculum

bactérien final présent dans les flacons est comprise entre 1 et 5 x 10° UFC/ml.

IV.3.3. Réalisation pratique

Dans chaque flacon contenant 10 ml de bouillon Brucella pré-réduit
supplémente, ont été introduits, au moyen d'une aiguille stérile montée sur
seringue, 500 pl de sang de mouton stérile défibriné, 4 ml de solution
d’antibiotique et 500 pl de suspension bactérienne dont |'opacité a été ajustée
au point 1.5 de I'échelle de MacFarland ce qui représente un volume final de 15
ml. Pour le flacon témoin (dépourvu d'antibiotique), la solution d'antibiotique a

été remplacée par un volume identique d’eau distillée stérile.
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Pour les essais concernant le métronidazole, le volume de la solution
d'antibiotique est ramené a 3.2 ml car il est nécessaire d'ajouter de I'Oxyrase®,

introduite sous un volume de 800 pl.

Les flacons ont été incubés au bain-marie agité, pendant 48 heures a

35°C, a I'extérieur de la chambre anaérobie.

IV.3.4. Numération bactérienne

Nous avons procédé a un dénombrement des bactéries survivantes a
difféerents temps: avant incubation (qui correspond a la numération de
I'inoculum initial : HO) et apres 6 (H6), 12 (H12), 24 (H24) et 48 heures (H48)
d'incubation. La technique choisie est la méme que celle utilisée pour la
numération de [linoculum (décrite au chapitre IV. C. 2.). Les dilutions

successives ont permis d’éliminer un éventuel carry-over.

La lecture a été effectuée aprés 72 heures d'incubation (croissance
insuffisante aprés 48 heures). Dans certains cas, la présence de microcolonies
au sein d’'une population hétérogéne a nécessité une réincubation de 24 a 48

heures supplémentaires.

IV.3.5. Expression des résultats °"'%

Les résultats, exprimés en logip UFC/ml, ont été interprétés en tenant
compte des définitions suivantes :

- bactéricidie : diminution du nombre de bactéries de 3 logio UFC/ml par
rapport a I'inoculum initial (HO) aprés 48 heures de contact

- bactériostase : diminution du nombre de bactéries de 0 a 2.99 logyo

UFC/ml par rapport a l'inoculum initial (HO) aprés 48 heures de contact
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- synergie : nombre de survivants 100 fois inférieur (< 2 logie UFC/ml)
avec l'association par rapport a celui obtenu avec l'antibiotique le plus actif

- antagonisme : nombre de survivants 100 fois supérieur (= 2 logio
UFC/ml) avec I'association par rapport a celui obtenu avec I'antibiotique le plus
actif

- addition/indifférence : nombre de survivants inférieur de 0 a 1.9 log1o
UFC/ml avec l'association par rapport a celui obtenu avec I'antibiotique le plus

actif

Tous les essais ont été dupliqués afin de s’assurer de la reproductibilité des

résultats.
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RESULTATS
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I. ACTIVITE BACTERIOSTATIQUE DES ANTIBIOTIQUES

VIS-A-VIS DE P. ACNES

Les résultats des CMI figurent dans le tableau n°7. Les taux de
résistance ont été calculés selon les concentrations critiques supérieures
établies par le NCCLS "™ (annexe n°4), identiques a celles du CA-SFM 28
(annexe n°4) pour la plupart des antibiotiques, a I'exclusion de la clindamycine.
lls sont présentés dans le tableau n°8.

Pour certains antibiotiques, en l'absence de données du NCCLS, les

concentrations critiques frangaises ont été retenues.

Toutes les souches sont sensibles aux B-lactamines testées, au
chloramphénicol, a la clindamycine, aux glycopeptides et a la rifampicine ; le
linézolide, la QD et la ciprofloxacine apparaissent actifs. La plupart des
souches (62.5%) sont sensibles a l'ofloxacine ; en revanche, la majorité les
souches sont résistantes au métronidazole et toutes le sont a la fosfomycine.
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Tableau 7 : Distribution des CMI (mg/l)®

Antibiotiques <0.06 | 0.125 | 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 >128
Pénicilline G 19 5
Amoxicilline 13 9 2
Pipéracilline 8 11 4 1
Imipénéme 24
Céfotaxime 3 1" 8 2
Chloramphénicol 1 12 11
Clindamycine 20 1 2 1
Linézolide 1 20 3
Quinupristine-Dalfopristine 18 2 3 1
Teicoplanine 6 12 6
Vancomycine 6 16 3
Ciprofloxacine 1 21 2
Ofloxacine 1 1 13 9
Fosfomycine 24°
Métronidazole 6 17 1
Rifampicine 24

a : les résultats concernant la souche PAN 14 figurent en gras dans le tableau
b : pour la souche PAN14, |a valeur exacte de la CMI obtenue pour la fosfomycine est 256 mg/l



Tableau 8 : Activité bactériostatique de 16 antibiotiques vis-a-vis des 24 souches de P. acnes

CMI (mgl/l)
Antibiotiques Souches I+R (%)
CMI - valeurs extrémes CMils, CMlgo
Pénicilline G <0.06 -0.125 <0.06 0.125 0
Amoxicilline <0.06 -0.25 <0.06 0.125 0
Pipéracilline 025-2 0.5 1 0
Imipénéme <0.06 <0.06 <0.06 0
Céfotaxime <0.06-0.5 0.125 0.25 0
Chloramphénicol 05-2 1 2 0
Clindamycine <0.06 -1 <0.06 0.5 0
Linézolide ** 0.25-1 0.5 1 0
Quinupristine-Dalfopristine ** <0.06 - 0.5 <0.06 0.25 0
Teicoplanine 0.25 -1 0.5 1 0
Vancomycine 05-2 1 2 0
Ciprofloxacine * 0.25-1 0.5 0.5 0
Ofloxacine 0.125-2 1 2 375
Fosfomycine * > 128 > 128 > 128 100
Métronidazole 16 - 64 32 32 100
Rifampicine <0.06 <0.06 <0.06 0

* concentrations critiques du CA-SFM définies pour les bactéries aérobies

** concentrations critiques du CA-SFM définies pour les cocci a Gram positif (staphylocoques, entérocoques)
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Il. ACTIVITE BACTERICIDE DES ANTIBIOTIQUES VIS-A-

VIS DE P. ACNES (PAN14)

Il.1. Céfotaxime et vancomycine

I1.1.1. Antibiotiques seuls

I1.1.1.1. Céfotaxime

Aucun effet bactéricide n'a été constaté avec des concentrations
inhibitrice et sub-inhibitrices. En revanche, un effet bactéricide a été observé
avec une concentration égale a deux fois la CMI aprés 48 heures de contact.
(figure n°1)

Ainsi, I'activité bactéricide du céfotaxime (CTX) vis-a-vis de P. acnes est

dépendante a la fois de la concentration utilisée et du temps de contact.

Figure n°1 : Cinétique de I'activité du céfotaxime a différentes

concentrations

Logw CFU/ml

0 6 12 24 48
Heures
== Témoin ~m-1/4 CMI -&-1/2 CMI - CNI -2 CM
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I.1.1.2. Vancomycine

Aucune activité bactéricide n'a été observée aux concentrations sub-
inhibitrices de vancomycine (Van) utilisées. Apres 24 heures de contact a des
concentrations égales a la CMI et a deux fois cette valeur, un effet bactéricide
temps-dépendant a été observé. (figure n°2)

L’effet bactéricide obtenu a deux fois la CMI n’était pas significativement
différent de celui observé a une fois la CMI. Ceci suggere I'existence d'un
« effet-seuil » rapporté par d'autres auteurs qui étudiaient I'activité de la

vancomycine sur d’autres espéces a Gram positif '*°.

Figure n°2 : Cinétique de I'activité de la vancomycine a

difféerentes concentrations

1 f f f f f f |
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11.1.2. Association

Aucun effet bactéricide n’a été observé lorsque les deux antibiotiques
ont été associés a des concentrations égales au quart de leur CMI.

Par contre, lorsque ces mémes antibiotiques ont été utilisés a des
concentrations égales a la moitié de leurs CMI, un effet bactéricide a été
constaté apres 24 heures de contact. (figure n°3)

Figure n°3 : Cinétique de ’activité de I’association céfotaxime +

vancomycine (concentration : %2 x CMI)

Loge CFU/ml
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Heures
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Une réduction du délai d'apparition de |'effet bactéricide (18 heures
contre 24 heures) a par ailleurs été observé lorsque les deux antibiotiques ont

eté utilisés a la valeur de leurs CMI respectives. (figure n°4)

Figure n°4 : Cinétique de I'activité de I'association céfotaxime +
vancomycine (concentrations : 1 x CMI et 2 x CMI)
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7
E
g 6
4
3
2
1
0 6 12 18
—#—CTX + Van (CMI)  —=—CTX (CMI) ~#— Van (CMI) | Heures
- M- CTX +Van (2CMI) - ®- CTX (2CMI) - m- Van (2CMI)
—&—Témoin =
I.2. Céfotaxime et fosfomycine
1.2.1. Antibiotiques seuls
I1.2.1.1. Céfotaxime
Cf. § 11.1.1.1.

1.2.1.2. Fosfomycine

Aucune activité bactéricide de la fosfomycine (Fosfo) sur P. acnes n'a
été observée (P. acnes est naturellement résistant a la fosfomycine).
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11.2.2. Association

Aucune activité bactéricide n'a été obtenue avec cette association pour
des concentrations sub-inhibitrices (céfotaxime : 1/4 CMI, fosfomycine : 1/8
CMI). Une diminution de 2 logio CFU/mI de la population bactérienne a été
observée lorsque ces antibiotiques étaient associés respectivement au demi et
au quart de la CMI, ceci aprés 48 heures de contact.

Un effet bactéricide n’a été obtenu qu’'avec les concentrations suivantes
(1 x CMI pour le céfotaxime, 1/2 x CMI pour la fosfomycine) et aprés 24 heures
de contact. (figure n°5) En revanche, l'effet bactéricide était plus marqué aprés
ce méme temps de contact lorsque le céfotaxime et la fosfomycine étaient
utilisés aux concentrations respectives de deux fois et une fois la CMI. (figure
n°s)

Figure n°5 : Cinétique de I'activité de I’association céfotaxime +

fosfomycine
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11.3. Céfotaxime et métronidazole
11.3.1. Antibiotiques seuls
11.3.1.1. Céfotaxime

11.3.1.1.1. Avec Oxyrase®

Aucun effet bactéricide n’a été observé apres 48 heures de contact

quelle que soit la concentration testée. (figure n°6)

Figure n°6 : Cinétique de I'activité du céfotaxime

(concentrations : 1x CMI et 2 x CMI) avec et sans Oxyrase®
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2
I
0 6 12 24 48
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—— Té moin
1.3.1.1.2, Sans Oxyrase®
Cf. § 11.1.1.1.

69



11.3.1.2. Métronidazole

Aucune activité bactéricide n'a été observée vis a vis de PAN 14 et ce,
quelle que soit la concentration de métronidazole (MNZ) utilisée. Ce résultat

n'est pas surprenant puisque I'on sait que P. acnes est naturellement résistant

a cette molécule.

11.3.2. Association

1.3.2.1. Avec Oxyrase”

A aucune des concentrations testées I'association n'a eté bactéricide. (figure

n°7)

11.3.2.2. Sans Oxyrase”

Aucun effet bactéricide n'a été observé avec I'association céfotaxime —
métronidazole lorsque la concentration des deux antibiotiques était égale a une
fois la CMI et ce méme apres 48 heures de contact.

En revanche, a une concentration égale a deux fois la CMI, un effet

bactéricide est apparu aprés 48 heures de contact avec I'association. (figure

n°7)
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Figure n°7 : Cinétique de I’activité de I’association céfotaxime +
métronidazole (concentrations : 1 x CMI et 2 x CMI) avec et

sans Oxyrase®
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Il.4. Céfotaxime et quinupristine-dalfopristine

11.4.1. Antibiotiques seuls

11.4.1.1, Céfotaxime

Cf. § 11.1.1.1.

11.4.1.2. Quinupristine-dalfopristine

Aucun effet bactéricide n'a été observé avec QD utilisée a des

concentrations inférieures ou égales a quatre fois la CMI. Un effet bactéricide a
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été obtenu apres 12 heures de contact avec une concentration égale a huit fois

la CMI ; cet effet était plus marqué aprés 24 heures de contact (- 4 logio
CFU/ml). (figure n°8)

10

Log,y CFU/ml

Figure n°8 : Cinétique de I'activité de QD a différentes

concentrations
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11.4.2. Association

Aux concentrations sub-inhibitrices, I'activité de [I'association était
similaire a celle observée avec le céfotaxime utilisé aux mémes concentrations.
Lorsque les deux antibiotiques étaient utilisés a la concentration inhibitrice, une

diminution d’environ 1 logio CFU/ml a été observée apres 48 heures. (figure

n°9)

Figure n°9 : Cinétique de I'activité de I'association QD +

céfotaxime (concentration : 1 x CMI

1 | | | {
0 6 12 24 48
Heures
| ~#-Témoin -8-QD + CTX -#- QD - CTX
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L'utilisation de I'association de ces deux antibiotiques a deux fois la
valeur de leurs CMI a permis d'obtenir, par rapport au céfotaxime seul, une
augmentation de la vitesse de bactéricidie (12 heures versus 48 heures) et de
I'intensité de celle-ci (- 5 log1o CFU/ml versus - 3 logio CFU/mI). (figure n°10)

Figure n°10 : Cinétique de I’activité de I’association QD +
céfotaxime (concentration : 2 x CMI)
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= Témoin -#-QD + CTX -m- QD - CTX ‘

I.5. Quinupristine-dalfopristine et vancomycine

11.5.1. Antibiotiques seuls

Cf. § 11.1.1.2 (Van) et § 1.4.1.2. (QD)
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11.5.2. Association

L’association n’'était pas bactéricide lorsque des concentrations sub-
inhibitrices ont été utilisées. Un effet bactéricide a été observé en 24 heures
lorsque les deux antibiotiques étaient utilisés a la concentration inhibitrice.

(figure n°11)

Figure n°11 : Cinétique de I’activité de I'association QD +
vancomycine (concentration : 1 x CMI)
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En revanche, l'association de ces antibiotiques a une concentration
égale a 2 fois la CMI a permis d'obtenir une bactéricidie plus précoce (16

heures versus 24 heures) par rapport a l'utilisation de la vancomycine seule.
(figure n°12)

Figure n°12 : Cinétique de I'activité de I'association QD +

vancomycine (concentration : 2 x CMI)
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I1.6. Quinupristine-dalfopristine et métronidazole

1.6.1. Antibiotiques seuls

Cf. § 11.4.1.2. (QD) et § 11.3.1.1.2. (MNZ)

11.6.2. Association

Aucun effet bactéricide de 'association QD — métronidazole n'a été observé.
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I.7. Ciprofloxacine et clindamycine

11.7.1. Antibiotiques seuls

I.7.1.1. Ciprofloxacine

La ciprofloxacine (Cip) n’était bactéricide qu'aprés 48 heures de contact
avec une concentration d’antibiotique égale a deux fois la CMI. (figure n°13)

Figure n°13 : Cinétique de I’activité de la ciprofloxacine a

différentes concentrations
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I.7.1.2. Clindamycine

Aucun effet bactéricide n'a été observé avec la clindamycine (Clin).
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11.7.2. Association

Aucun effet bactéricide n’a été obtenu avec I'association, contrairement
a ce qui a été observé avec la ciprofloxacine seule. A des concentrations

egales a deux fois la CMI, un antagonisme a été observé. (figure n°14)

Figure n°14 : Cinétique de I'activité de I’association
ciprofloxacine + clindamycine (concentrations : 1 x CMl et 2 x

CMI)
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I1.8. Linezolide et céfotaxime

I1.8.1. Antibiotiques seuls

11.8.1.1. Céfotaxime

Cf. § 11.1.1.1.
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11.8.1.2. Linézolide

Utilisé a une fois et deux fois la concentration inhibitrice, aucune activité

bactéricide du linézolide (LNZ) n'a été détectée. (figure n°15)

11.8.2. Association

L'association linézolide - céfotaxime était additive/indifférente a la

concentration inhibitrice et antagoniste a une concentration égale a deux fois la
CMIL. (figure n°15)

Figure n°15 : Cinétique de I’activité de I’association linézolide +
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DISCUSSION
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Toutes les souches étudiées dans notre travail étaient sensibles a tous
les antibiotiques naturellement actifs sur P. acnes que nous avons testés. Les
valeurs de CMI trouvées dans notre étude (n = 24) étaient similaires a celles
rapportées par d'autres auteurs (n = 5 a 45) tant pour les molécules
« classiques » (céfotaxime “°®%'8'  vancomycine %% métronidazole
950667879184 ququel P. acnes est naturellement résistant) que pour les
molécules plus récemment commercialisées (quinupristine-dalfopristine %%,

linézolide ®*°). En revanche, a l'inverse d'autres équipes, nous n'avons pas

35,65,180,185

retrouvé de souches pour lesquelles les CMI de la ciprofloxacine ou

de la clindamycine ? étaient élevées.

Pour chaque antibiotique étudié, la répartition des CMI était relativement
homogéne. Ceci nous a conduit a effectuer les essais de cinétiques de
bactéricidie sur une souche (PAN14) et a permis d'étudier, de ce fait, un plus
grand nombre d'associations d’antibiotiques a des concentrations sub-

inhibitrices, inhibitrice et supra-inhibitrice.

Bien que P. acnes soit naturellement résistant au métronidazole,
Spangler et coll. '® ont montré que cet antibiotique pouvait exercer un effet
bactéricide sur P. acnes aprés 48 heures de contact a une concentration égale
a la CMI. Bien qu'ayant utilisé une méthodologie similaire, nous n'avons pas
observe cet effet dans notre étude.

De la méme fagon, Spangler et coll. ' ont constaté un effet bactéricide sur P.
acnes apres 48 heures de contact avec la ciprofloxacine ou la clindamycine a
des concentrations au moins égales a la concentration inhibitrice (0.125 mg/I
pour la ciprofloxacine et 0.5 mg/l pour la clindamycine).

Nous avons également observé un effet bactéricide sur P. acnes avec la
ciprofloxacine aprés 48 heures de contact mais uniquement avec des
concentrations plus élevées (2 x CMI [1 mg/l]). En revanche, nous n'avons mis
en évidence aucun effet bactéricide sur P. acnes avec la clindamycine et ce,
quelle que soit la concentration utilisée.

Credito et coll. *' ont, quant & eux, montré que I'association Iévofloxacine -

clindamycine pouvait étre additive en terme d’activité antibactérienne apres 48
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heures de contact avec des concentrations inhibitrices (Iévofloxacine : 0,5 mg/l)
et sub-inhibitrice (clindamycine : 0.016 mg/l). Nous n'avons pas observé cet
effet avec [l'association ciprofloxacine + clindamycine qui s'est révélée
antagoniste. Cette discordance peut s’expliquer par les propriétés chimiques
différentes des deux molécules, la lévofloxacine étant plus proche sur un plan
structural de l'ofloxacine que de la ciprofloxacine. Les discordances observées
entre nos résultats (pour ce qui concerne [lactivité bactéricide de Ila
clindamycine et du métronidazole) et ceux obtenus dans les études
précédemment citées *"'®* peuvent également s'expliquer par une variabilité
de l'effet bactéricide en fonction des souches malgré une apparente
homogénéité de ces derniéres quant a leffet bactériostatique de ces
antibiotiques. En effet, la méthodologie utilisée dans notre travail était identique
a celle utilisée par les autres auteurs mais, comme ces derniers, nous n'avons

inclus qu'une seule souche pour I'étude des cinétiques de bactéricidie.

Aucune autre donnée concernant l'effet bactéricide des antibiotiques
utilisés seuls ou en association sur P. acnes n'a été rapportée dans la
littérature, du moins a notre connaissance. Ceci s'explique principalement par
les difficultés techniques relatives a la croissance des bactéries anaérobies et
l'obligation de maintenir une anaérobiose continue. Dans notre travail, la
continuité de l'anaérobiose a pu étre obtenue grace a [lutilisation d'une
chambre anaérobie. Nous y avons préparé les milieux pré-réduits afin de
pouvoir réaliser ensuite, a I'extérieur de cette chambre, I'agitation des flacons
contenant les milieux de culture et hermétiques a tout échange gazeux.
L'anaérobiose a été ensuite conservée grace a des manipulations

(préléevements/injections) réalisées en I'absence d'air.

Nous avons montré, pour la premiére fois, que I'association du
céfotaxime a la vancomycine (association classiquement recommandée)
permettait d'obtenir un effet bactéricide a des concentrations sub-inhibitrices de
ces antibiotiques alors que pour obtenir le méme effet, il était nécessaire

d'utiliser une concentration inhibitrice de vancomycine et supra-inhibitrice de

82



céfotaxime. Par ailleurs, nous avons montré que le fait d'associer la
quinupristine-dalfopristine (bactéricide uniquement a 8 x CMI) au céfotaxime
(bactéricide a 2 x CMI) permettait d’obtenir une bactéricidie plus intense et plus
précoce (par rapport au céfotaxime) a des concentrations égales a deux fois la
CMI. L'association de quinupristine-dalfopristine a la vancomycine ou du
céfotaxime a la fosfomycine a permis d’'obtenir un effet bactéricide plus précoce
que celui observé avec |'antibiotique le plus actif de chaque association
(vancomycine, céfotaxime) a des concentrations d’antibiotiques au moins

inhibitrices.

L'association du céfotaxime au métronidazole a permis d'obtenir un effet
bactéricide aprés 36-40 heures de contact avec les deux antibiotiques a une
concentration égale a 2 x CMI. Cet effet est trés proche de celui obtenu avec le
céfotaxime seul a la méme concentration ; cependant, la bactéricidie n’'a été
observée que lorsque le milieu de culture était exempt d’Oxyrase”, soulignant
l'interaction se produisant entre cette enzyme et la B-lactamine au détriment de
lactivité de cette derniére. L'interprétation des résultats concernant
I'association céfotaxime - métronidazole est cependant difficile. En effet, méme
si aucun effet bactéricide n'a été observé avec le métronidazole seul (avec
Oxyrase®) on ne peut exclure que lors de I'utilisation de cet antibiotique sans

Oxyrase® et en présence du céfotaxime, l'existence d'un effet additif ou

synergique n'ait été masqué par I'absence d'Oxyrase”.

Les effets bénéfiques des associations céfotaxime — vancomycine et
céfotaxime — métronidazole ont été obtenus a des concentrations qui peuvent
étre atteintes in vivo dans le LCR et le pus en cas dINM
47,11.43,5462,83,106,123,142.158173  Ceci semble d'autant plus intéressant pour le
céfotaxime dont le métabolite actif (désacétylcéfotaxime) a le méme
comportement pharmacodynamique que son précurseur ®'.

Il est a noter que le céfotaxime seul posséde un effet bactéricide aprés 48
heures de contact avec une concentration égale a 2 fois la CMI. Bien qu’'en

terme de bactéricidie I'effet de I'association céfotaxime-vancomycine soit
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supérieur, il n'en demeure pas moins vrai que le céfotaxime, qui posséde a la
fois une activité bactériostatique %' et bactéricide vis-a-vis de P.acnes, est
un antibiotique a priori utilisable en cas d'infection due a cette bactérie. 1l est
cependant étonnant que la sensibilité de P. acnes au céfotaxime ne soit pas
référencée par 'Agence Frangaise de Sécurité Sanitaire des Produits de Santé
(AFSSAPS) '™,

L'étude des cinétiques de bactéricidie a également porté sur deux
antibiotiques récemment commercialisés (QD, linézolide) afin répondre aux
exigences thérapeutiques en présence de bactéries multirésistantes.

Le linézolide appartient a une nouvelle classe d’antibiotiques, les
oxazolidinones, qui se lient aux ribosomes et inhibent la synthése protéique ; le
mode d'action est principalement bactériostatique (comme la plupart des agents
inhibiteurs de la synthése protéique) mais le linézolide exerce un effet
bactéricide sur les streptocoques y compris le pneumocoque 24 Nos résultats
ne montrent aucun effet bactéricide vis-a-vis de P. acnes lorsque le linézolide
est associé au céfotaxime et ceci quelles que soient les concentrations testées ;
de plus, aux concentrations supra-inhibitrices (2 x CMI), I'association de ces
deux antibiotiques s’est révélée antagoniste.

La QD est une nouvelle streptogramine injectable, composée d'une
streptogramine A (dalfopristine [70%]) et d'une streptogramine B (quinupristine
[30%]) dont la cible est ribosomale : la dalfopristine inhibe la phase précoce de
la synthése protéique tandis que la quinupristine inhibe la phase tardive.
Chacune posséde une activité bactériostatique in vitro sur la plupart des
bactéries a Gram positif. Ces deux molécules agissent de maniére synergique,
ce qui explique que la QD peut exercer une activité bactéricide sur les
staphylocoques et les pneumocoques *2. Pour ces bactéries, I'effet bactéricide
de la QD a été observé, selon les souches étudiées, aprés 6 a 12 heures de
contact avec des concentrations d'antibiotique variant de 2 a 8 x CMI %7813,
Dans notre étude nous avons trouvé des résultats similaires (bactéricidie a une

concentration égale a 8 x CMI [2 mg/l] aprés 12 heures de contact).
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Bien que l'association de la QD au métronidazole n’ait entrainé aucun
effet bactériostatique ni bactéricide, nos résultats suggérent l'intérét potentiel
d’'associer la QD au céfotaxime ou a la vancomycine. Ceci reste cependant a
étre déterminé car aucun essai thérapeutique étudiant [lintérét de
I'administration systémique de la QD pour le traitement des INM n’a été réalisé,
du moins a notre connaissance. De plus, la pénétration de la QD dans le LCR
ou le parenchyme cérébral n'est pas connue. Seuls des cas de patients
(ventriculites et méningites dues a des entérocoques [E. faecium] résistants a

69,187 41,92

la vancomycine) traités isolément (avec succés ou non ) et de maniére

compassionnelle a l'aide de la QD (IV) ont été rapportés 57/6%92.113.127.169.175

Il a par ailleurs été montré que l'injection intra-ventriculaire de la QD permet
d'obtenir des concentrations importantes et une distribution homogeéne de cet
antibiotique au niveau du LCR ®°. Ceci pourrait expliquer I'évolution favorable

1127128189175 aprés  administration  intra-

observée par différents auteurs
ventriculaire de la QD associée ou non a une administration IV de cet
antibiotique. Néanmoins l'administration in situ n'est pas dénuée de risque

neurotoxique %.

L'activité antibactérienne de I'association céfotaxime-fosfomycine
apparait séduisante dans lindication du traitement des INM; de plus, la
fosfomycine est administrable sous une forme orale constituant un avantage
pour le relais per os ultérieur. P. acnes est naturellement resistant a la
fosfomycine ; nous avons néanmoins observé un effet bactéricide avec
I'association céfotaxime (1 x CMI : 0,25 mg/l) + fosfomycine (1/2 x CMI : 128
mg/l) alors que cet effet n'a pas été observé avec le céfotaxime seul. Lorsque
ces deux antibiotiques ont été associés a une concentration supérieure (2 x
CMI pour le céfotaxime [0,5 mg/l] et 1 x CMI pour la fosfomycine [256 mg/l]),
l'effet bactéricide obtenu était plus précoce qu’'avec le céfotaxime seul (20
heures au lieu de 48 heures). |l est difficile d'extrapoler ces résultats a 'homme
car la pénétration de la fosfomycine dans le pus d'abcés cérébral n'est pas
connue. Néanmoins, les concentrations sériques maximales de fosfomycine

aprés administration a la posologie recommandée sont en moyenne de 130
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mg/l et les concentrations retrouvées dans le LCR de patients présentant une
meéningite sont d’environ 30 mg/l. Il est donc probable que les concentrations
de fosfomycine nécessaires pour améliorer I'activité bactéricide du céfotaxime
ne puissent étre obtenues in vivo. L'association au traitement parentéral
habituel d'injections intra-ventriculaires de fosfomycine a raison de 10 mg/j
permet d’augmenter la concentration de cet antibiotique dans le LCR (jusqu’a
352 mg/l) ''. Dans ce cas, la fosfomycine pourrait avoir une action synergique
avec le céfotaxime. Néanmoins, si cet effet existe, il sera de courte durée car,
méme en cas d’administration intra-ventriculaire la concentration locale de
fosfomycine décroit rapidement au cours du temps (4 h: 52 mg/l; 6 h: 33

mg/l).

L'intérét des associations d’antibiotiques est également de prévenir
I'apparition, en cours de traitement, de mutants résistants et d’élargir le spectre
d’activite. Néanmoins, aucune des associations testées qui se sont avérées
bactericides n'inclut dans son spectre les Bacteroides spp. (sauf céfotaxime -
metronidazole). Par ailleurs, parmi ces associations, toutes incluent dans leur
spectre théorique Prevotella spp. et Fusobacterium spp. a l'exception de
I'association QD - vancomycine. Ceci souligne l'intérét d’une triple association
comportant du métronidazole qui permettrait d'inclure dans le spectre d'activité
de cette association a la fois Bacteroides spp., Prevotella spp. et
Fusobacterium spp..

La pB-lactamine choisie dans notre étude (céfotaxime) est inactive sur les
Pseudomonadaceae. Des travaux ultérieurs devront étre réalisés afin
d’évaluer, sur P. acnes, lactivité d'autres B-lactamines actives sur ces

bactéries (ceftazidime, imipénéme...).
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CONCLUSION
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Nous avons montré in vitro que certaines associations d'antibiotiques
permettaient d'obtenir, vis-a-vis de P. acnes, une activité bactéricide supérieure
a celle observée avec I'antibiotique le plus actif de chaque association et ce, a
des concentrations atteignables in vivo. Ceci a été en particulier observé, a des
concentrations sub-inhibitrices, avec I'association céfotaxime — vancomycine,
classiqguement recommandée dans le traitement probabiliste des INM (en
particulier post-neurochirurgicales). Nos résultats suggerent également qu'il
existe un intérét potentiel a associer la QD a d'autres antibiotiques tels que le
céfotaxime ou la vancomycine. L'avantage d'une telle association est, d'une
part, d'augmenter l'effet bactéricide et, d’autre part, d'élargir le spectre d'activité
aux cocci a Gram positif multirésistants. Dans cette perspective, il semble que

I'association QD — vancomycine soit la plus intéressante.

Aux concentrations utilisées dans notre travail, un effet synergique n'a
eté observé, avec l'association céfotaxime — fosfomycine, que lorsque ces deux
antibiotiques étaient utilisés a des concentrations respectivement égales a la
CMI et a la moitié de la CMI. Des travaux complémentaires seront nécessaires
pour étudier l'effet de cette association sur P. acnes a des concentrations de

fosfomycine plus faibles et donc atteignables in vivo aprés administration

parentérale.

Nos résultats n'incitent pas a associer la ciprofloxacine avec la
clindamycine, ni le linézolide avec le céfotaxime pour le traitement probabiliste

d'une INM a P. acnes car nous avons montré que ces associations pouvaient

étre antagonistes.

Les résultats obtenus in vitro dans ce travail restent a étre confirmés in
vivo chez I'animal avant d'évaluer chez 'homme l'intérét des associations

incluant la QD.
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Annexe n°1 : Composition et préparation du milieu gélosé

Brucella

(1) Utiliser la poudre déshydratée de Brucella agar de constitution suivante :

Digestion pancréatique de caséine 1049

Digestion peptique de tissus animal 10g

Dextrose 19

Extrait de levure 29

Chlorure de sodium 59

Bisulfite de sodium 0,1g

Gélose 15¢g

(2) Combiner dans 1000 ml d'eau distillée :

Poudre de Brucella agar 43 g
Solution-mére d’hémine 1ml
Solution-mére de vitamine K1 (= phytoménadione) 1ml

(3) Remuer pour dissoudre la poudre. Autoclaver 15 minutes a 121°C
(4) Refroidir le milieu a 48-50°C
(5) Ajouter 50 ml (5%) de sang de mouton laqué stérile

Annexe n°2 : Composition et préparation du milieu liquide

Brucella

(1) Utiliser la poudre déshydratée de bouillon Brucella de constitution suivante :

Digestion pancréatique de caséine 109
Digestion peptique de tissus animal 1049
Dextrose 1g
Extrait de levure 2g
Chlorure de sodium 5¢
Bisulfite de sodium 01g
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(2) Combiner dans 1000 ml d’eau distillée :

Poudre de bouillon Brucella 43 g
Solution-mére d’hémine 1 ml
Solution-mére de vitamine K1 1 ml

(3) Remuer pour dissoudre la poudre. Autoclaver 15 minutes a 121°C
(4) Refroidir le milieu a 4°C
(5) Ajouter 50 ml (5%) de sang de mouton laqué stérile

Annexe n°3 : Composition et préparation de la solution-mére de

vitamine K1

Solution-stock a 1 mg/ml

(1) Peser 0,1 g (liquide visqueux)

(2) Ajouter 100 ml d'éthanol absolu

(3) Les dilutions de cette solution doivent étre faites dans I'eau distillée stérile

(4) Conserver a 4°C a I'abri de la lumiere

Annexe n°4: Composition et préparation de la solution

d’hémine

Solution-stock a 5 mg/ml

(1) Dissoudre 0,1 g d’'hémine dans 2 ml de NaOH 1N
(2) Ajouter 18 ml d’eau distillee

(3) Autoclaver 15 minutes a 121°C

(4) Conserver a 4°C a |'abri de la lumiére

115



Annexe n°5 : Concentrations critiques (mg/) de 16 antibiotiques
définies par le NCCLS et le CA-SFM

Antibiotiques NCCLS CA-SFM
S R S R

Pénicilline G <05 ' 22 ND
Amoxicilline NlD <4 > 16
Pipéracilline <32 >128 <8 > 64
Imipénéme <4 > 16 4 >8
Cefotaxime <16 > 64 <4 > 32
Chloramphénicol <8 > 32 <8 > 16
Clindamycine <2 >8 <2 >2
Teicoplanine ND <4 _ > 16
Linézolide N £2° | >4°
QD <1® | 24" <05° | »2°
Vancomycine ND J‘ <4 > 16
Ciprofloxacine ND
Ofloxacine ND <1 >4
Fosfomycine ND
Métronidazole <8 > 32 <4 > 16
Rifampicine ND <4 > 16
a: S R
streptocoque-pneumocoque <2 ND
staphylocoque <4 ND
entérocoque <2 >8

b : concentrations définies pour les staphylocoques, les streptocoques (y

compris le pneumocoque) et les entérocoques

¢ : concentrations définies pour les staphylocoques et les entérocoques

ND = concentration critique non définie

116



VU

NANCY, le 22 JUILLET 2003 NANCY, le 19 SEPTEMBRE 2003
Le Président de Thése Le Doyen de la Faculté de Médecine
Par Délégation

Professeur A. LOZNIEWSKI Mme le Professeur M.C. BENE

AUTORISE A SOUTENIR ET A IMPRIMER LA THESE
NANCY, le 29 SEPTEMBRE 2003

LE PRESIDENT DE L'UNIVERSITE DE NANCY 1

Professeur C. BURLET






Propionibacterium acnes est un bacille anaérobie a Gram positif appartenant a la flore
commensale cutanéo-muqueuse de I'homme. P. acnes peut étre responsable d'infections
neuro-meningées graves, en particulier post-traumatiques ou post-opératoires. Le traitement
antibiotique de ces infections repose sur l'utilisation d'agents antibactériens diffusant au niveau
du systéme nerveux central et possédant une activité bactéricide. En effet, le systéme nerveux
central est une zone anatomique plus ou moins immuno-incompétente.

A I'heure actuelle, I'antibiothérapie (le plus souvent une bi-antibiothérapie) des infections neuro-
méningées dans lesquelles P. acnes peut étre impliqué repose essentiellement sur une
approche probabiliste car I'activité bactéricide des antibiotiques sur P. acnes est trés mal
connue.

Notre travail a donc consisté a étudier I'activité in vitro de différentes molécules antibiotiques,
seules ou en association sur P. acnes. La détermination des concentrations minimales
inhibitrices a permis de montrer que la plupart des antibiotiques utilisés possédent une activité
bactériostatique sur P. acnes.

Néanmoins, nous n'avons pas pu observer d'effet bactéricide (cinétiques de bactéricidie) avec
la clindamycine, le linézolide, le métronidazole et la fosfomycine, alors que cet effet I'a été avec
le QD, la ciprofloxacine, le céfotaxime et la vancomycine. En revanche, nous avons pu montrer
un effet bactéricide avec les associations céfotaxime - fosfomycine, céfotaxime - vancomycine,
cefotaxime - QD, céfotaxime - métronidazole et QD - vancomycine, les deux premiéres étant
utilisées en pratique courante.

Sous reserve d'études approfondies sur un modéle animal et a I'échelle humaine confirmant
ces resultats, les thérapeutes pourraient disposer de nouvelles alternatives thérapeutiques, en

particulier devant des germes multi-résistants.
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