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eme

Les antibiotiques sont une des grandes découvertes du 20™™" siécle. Les antibiotiques, qu’ils soient
naturels ou synthétiques, sont a l'origine d’'une diminution significative de la morbidité et de la
mortalité consécutives aux infections bactériennes. Cependant, I'arrivée de cette « panacée » a eu de
mauvaises conséquences : prescriptions inappropriées, doses inadaptées, intervalles ou durées
d’administration non respectées... Cet usage intensif et inadapté, conjugué a une utilisation excessive
en agroalimentaire, ont conduit a I'émergence de bactéries multirésistantes (BMR). De nombreux
auteurs ont décrit ce phénoméne comme marquant la fin de I'ére de I'antibiothérapie, et le terme
«super bugs » est entré dans le vocabulaire courant pour décrire les souches telles que les
Entérocoques Résistants aux Glycopeptides (ERG), les Staphylococcus aureus Résistants a la
Méticilline (SARM), ou les Pseudomonas aeruginosa multirésistants. Or, les laboratoires
pharmaceutiques ont pratiguement cessé la recherche de nouveaux antibactériens, jugée non
rentable et non nécessaire a une époque ou nous disposions de pléthore de molécules, et ou les
résistances développées par les bactéries étaient encore considérées comme sporadiques. La prise

de conscience de la gravité de la situation est récente. Quel(s) scénario(s) peut-on ou doit-on

envisager ?

La problématique actuelle

Historiquement, le 1°" antibiotique découvert est la pénicilline, découverte par un éléve de I'Ecole du
Service de Santé Militaire de Lyon, Ernest Duchesne, qui avait, dans son travail de thése en 1897,
décrit les propriétés anti-infectieuses d'un bouillon de culture de moisissures du genre Penicillium ;
mais ce n'est qu'apres la publication des travaux de Fleming que fut retrouvé ce travail oublié. La
pénicilline G (ou benzylpénicilline), redécouverte par Alexander Fleming en 1929, chez Penicillium
notatum fut plus tard extraite de cultures de Penicillium chrysogenum, plus productif. Mais c’'est a
I'acharnement de Howard Florey, et un peu plus tard, Ernst Boris Chain, que I'on doit la naissance du
médicament « pénicilline ». Le 12 février 1941, un homme atteint d'une septicémie a Staphylococcus
spp. est guéri en 24 h. Pour identifier plus précisément la moisissure qu'il utilise, Florey et son équipe
partent aux Etats Unis, accueillis dans ['lllinois par le mycologiste Charles Thom qui met a leur
disposition une installation de brasseur de bieres ! Puis, sur les conseils de Waksman, qui découvrira
la streptomycine en 1948, les compagnies pharmaceutiques Merck, Pfizer, Squibb, Lederle acceptent
d’engager des recherches en vue de l'exploitation industrielle. Depuis cette 1°® découverte, et

commercialisation, la recherche s’est enclenchée : découverte de nouvelles molécules naturelles,
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modification par voie d’hémisynthése, ou recherche de nouveaux composés non présents dans la

Nature, par pure synthése chimique.

Dans les années 60, les antibiotiques sont apparus comme une révolution : on guérissait en quelques
jours des infections autrefois mortelles, les blessures infectées et les intoxications alimentaires
n'étaient plus considérées comme irrémédiables, des maladies comme la syphilis ou la gonorrhée
paraissaient en voie d’éradication ; et on maitrisait désormais des fléaux anciens tels que la peste et
le choléra [Hansen & Freney, 2002]. L'Homme a cru que la bataille contre les Bactéries était
gagnée... Peut-étre avec un enthousiasme un peu précoce et présomptueux... En effet, aujourd’hui,
les résistances aux antibiotiques et aux antiseptiques ne sont plus un mythe : elles ont émergé aux
guatre coins du globe, se disséminent, et se propagent avec une facilité déconcertante ; cela touche
non seulement le monde hospitalier, ou cette émergence est facilitée par la proximité entre patients
fragilisés et I'importante pression de sélection antibiotique, mais aussi en milieu communautaire ou la

prescription irraisonnée d'antibiotiques a aussi fait des ravages.

L'age d'or des antibiotiques a duré un demi-siécle, mais la chute est rapide... Parallélement a
I'’émergence de bactéries résistantes, voire multirésistantes (BMR), le filon antibiotique s'épuise. Force
est de constater que des molécules promises au succes d'antan, ne seront que des demi-succes,
voire de véritables désillusions : céfépime, cefpirome, méropénéme, ticarcilline-acide clavulanique,
aztréonam, isépamicine... Les antibiotiques mettent beaucoup plus longtemps qu'avant pour
s'imposer (association pipéracilline-tazobactam ou daptomycine, par exemple). En paralléle a ce
manque cruel d'innovations et de commercialisation, le déclin s’est amorcé pour des molécules dont
les indications étaient identiques : ainsi, pour 12 dénominations internationales (DI) disponibles pour
les C3G injectables au début des années 90, il n’en reste plus que 5 aujourd’hui. Cela concerne aussi
les molécules dont les indications se réduisent, du fait d’'une volonté commune des autorités et des
professionnels de santé, de réduire la pression de sélection antibiotique. Certaines pathologies telles
que les rhinopharyngites ou les angines non streptococciques ne justifient pas de telles prescriptions.
Les C;G (orales et injectables), les C3G orales et les macrolides sont les principales familles touchées
par cet usage raisonné [Tréemolieres et al., 2005]. Une des illustrations les plus parlantes des échecs
de développement en antibiothérapie est certainement la famille des fluoroquinolones. En effet, une
vingtaine de molécules ont vu le jour, jusqu’a des stades plus ou moins avancés de développement,

'un des principaux objectifs étant I'extension du spectre aux cocci a Gram +, en particulier

Streptococcus pneumoniae (allait-on trouver un antibiotique actif sur la quasi-totalité des pathogenes
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en cause dans les infections respiratoires communautaires ?). Quatre produits furent retirés du
marché aprés 4 a 18 mois de commercialisation (témafloxacine, sparfloxacine, grépafloxacine,
trovafloxacine) pour des raisons d'intolérance ou de toxicité grave (cardiagque, hépatique,
tendinopathies...). Avec un recul de 12 ans, seules deux molécules restent disponibles : Iévofloxacine
et moxifloxacine [Trémolieres et al., 2005]. Mais afin de ne pas les utiliser de maniére excessive pour
prévenir le développement des résistances, leur utilisation en traitement de 1 intention, chez un
patient sans facteur de risque et en absence de gravité, n’est pas recommandée. En dehors de ces
deux nouvelles quinolones, les nouvelles mises sur le marché de ces dix derniéres années sont trés

réduites :

- Ertapénéme (INVANZ®) : actif sur les cocci & Gram +, excepté les SARM, les entérocoques,
et sur les bacilles a Gram -, sauf Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter spp. Son usage
est réservé (en 2°™ intention) aux infections intra-abdominales et gynécologiques, ainsi que le

pied du diabétique.

- Linézolide (ZYVOXID®) : actif uniquement sur les cocci & Gram +, 1% représentant d’'une
nouvelle classe thérapeutique, les oxazolidinones. Mais son usage reste limité du fait d’'une

hématotoxicité par myélosuppression.

- Télithromycine (KETEK®) : proche des macrolides, recommandé dans les exacerbations de
broncho-pneumopathie obstructive chronique (BPCO), les pneumonies de gravité légere et

les sinusites aigués maxillaires.

- Daptomycine (CUBICIN®) : exclusivement active sur les cocci & Gram +, son utilisation est
actuellement limitée aux endocardites du cceur droit chez le toxicomane et les bactériémies a

SARM sur cathéter.

- Tigécycline (TYGACIL®) : antibiotique & large spectre, mais bactériostatique (activité dans

les infections graves en réanimation non validée).

- Quinupristine-dalfopristine (SYNERCID®) : usage réservé au milieu hospitalier, et trés peu
utilisée du fait d’'une veinotoxicité, nécessitant I'administration par voie veineuse centrale.
Ces nouvelles molécules ont des indications trés restreintes, ne stimulant pas la recherche par les

industries pharmaceutiques... question de rentabilité ! Et certains auteurs continuent a penser que

« c'est parfois encore avec du vieux qu’on fait du neuf », en pensant a la colistine, la clindamycine ou
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la fosfomycine, antibiotiques des années 60 que I'on redécouvre du fait de leur activité persistante

[May, 2008].

Pouvions nous prévoir cette dramatique disparition des antibiotiques ? En 1992, Stuart B. Levy a
publié « the antibiotic paradox », livre au sous-titre provocant « how miracle drugs are destroying the
miracle ». On lit par exemple page 183 : « Cette situation ['augmentation des résistances] fait naitre
I'hypothése stupéfiante que le temps viendra ou les antibiotiques ne seront plus qu'un fait d'intérét
historique ». Dramatique ? Stupéfiant ? Oui, mais pourquoi alors cette prise de conscience est-elle si
tardive ? Plus inquiétant encore, des 1996, de grandes firmes commencent a se désengager de la
recherche sur les antibiotiques. Mais c’est en 2002, que souvent a I'occasion de restructuration, de
concentration, d'absorption ou de fusion, on assiste a I'abandon de molécules en cours de
développement : gémifloxacine (GSK), garénoxacine (BMS), un kétolide ABT 773 (Abbott), un
glycopeptide LY 333328 (Eli-Lilly), une oxazolidinone, I'éprezolide (Pfizer), I'évermicine (Schering-
Plough)... Et on pourrait encore ajouter d’autres exemples ! Plus grave encore est la mise en sommeil
guasi-complete de la recherche... Dans un article récent, judicieusement intitulé « Bad buds, no
drugs : no ESKAPE ! », 'IDSA (« Infectious Diseases Society of America ») tire une nouvelle fois la
sonnette d’alarme [Boucher et al., 2009]. Le résultats de leurs investigations chez de grands groupes
pharmaceutiques, tels que Abbott, AstraZeneca, Bayer, GSK, Lilly, Merck, Novartis,
Johnson&Johnson, Pfizer, Roche, Sanofi Aventis, Shering Plough ou Wyeth sont stupéfiants. De ces
13 leaders pharmaceutiques, seuls 3 nouveaux composés sont avancés en terme de recherche
clinigue : ceftobiprole, dalbavancine et PTK-0796 (aminométhylcycline). Le trés faible nombre
d’'antibactériens en phase Il ou Ill de recherche clinigue dans ces compagnies majeures, qui sont les
leaders internationaux en terme de découverte de molécules anti-infectieuses, et de développement,
est le reflet criant du désintérét croissant des industriels dans cette aire thérapeutique [Boucher et al.,
2009]. En 2007, les molécules enregistrées aupres du NIH et de la FDA, comprenaient 388
médicaments anti-infectieux et vaccins, et 83 molécules antibactériennes en développement. Une
lecture attentive de cette liste met en lumiére que la plupart de ces molécules sont en phase pré-
clinigue ou phase | ; et que parmi ces composés figurent un grand nombre d’antibactériens topiques
et non absorbables, et certains composés dont le développement a été arrété prématurément. Encore
plus inquiétant, parmi ces molécules, peu de nouveautés, et une quasi-absence des mécanismes
d’'action innovants ! La plupart des molécules enregistrées sont des antibiotiques déja approuvés par

la FDA, et que ne sont étudiés que pour de nouvelles indications [Boucher et al., 2009]. Ce qui est
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sdr, c’est que le nombre de nouveaux antibiotiques a décru précipitamment ces 25 derniéres années.
Une diminution de prés de 75% a été observée concernant les antibiotiques par voie systémique
approuvés par la FDA entre 1983 et 2007, et que cette diminution est particulierement importante
depuis 5 ans (2003-2007) [Spellberg et al., 2008]. Seuls 5 firmes pharmaceutiques (GSK, Novartis,
AstraZeneca, Merck et Pfizer) ont encore des programmes actifs de recherche dans le domaine des
antibactériens, et le nombre d'essais cliniques enregistrés auprés de ClinicalTrials.gov, sont en
constante diminution, depuis 2005 [Taubes, 2008 ; Karlberg, 2008]. Pourquoi ce désintérét ? Pour le
marketing d’'une firme, les antibiotiques ont le grave inconvénient de « guérir la maladie », et, sauf cas
particuliers, il s'agit de traitements courts. Le souci de I'émergence de résistances conduit a préserver
I'intérét collectif, sans nuire a l'intérét individuel : un des moyens de contribuer a la prévention des
résistances est de ne prescrire des antibiotiques qu'aux patients qui en ont besoin, et par des
traitements de durée adaptée a linfection traitée (ni trop long, ni trop court). Ceci suppose de
renforcer les procédures diagnostiques permettant de passer d'un traitement incertain (dans le doute,
¢a ne peut pas nuire, et le prescripteur ne s’abstient pas), a la prescription argumentée. Cependant,
cela conduit a un moindre usage des antibiotiques, et donc a une moindre rentabilité pour les firmes
pharmaceutiques, d’autant plus si on prend en considération le co(t du développement d’'une nouvelle

molécule.

Nouvelles molécules et nouvelles cibles

La nécessité de découvrir de nouveaux antibactériens, que leur usage soit topique (antiseptique) ou
par voie générale (antibiotique), est toujours plus pressante. La tendance actuelle dans le design de
composés antibactériens, est d’abord de mieux comprendre le processus infectieux, les réactions de
I'héte et les mécanismes de résistance des bactéries a un niveau moléculaire. L'approche plus
traditionnelle consiste a développer des molécules analogues a celles déja utilisées en clinique, en
modifiant la structure chimique de sorte a optimiser I'activité et les propriétés pharmacocinétiques et
pharmacodynamiques. Aujourd’hui, la plupart des nouveaux antibactériens ont été mis au point dans
un objectif de ciblage de facteurs spécifiques portés par les bactéries résistantes, ou dans le cadre de
la recherche de cibles encore inexplorées. La capacité des bactéries a s’adapter rapidement aux
changements environnementaux tels que la température, 'osmolarité, la présence de nutriments est
essentielle a leur survie. Les facteurs de virulence (production de toxines, facteurs d'adhésion,

capsule, sidérophores, variation antigénique...) sont autant de cibles potentielles. Il est indispensable,
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aujourd’hui, de découvrir une cible, nouvelle, moins susceptible d’induire une réponse adaptative de

type résistance.

Prenons I'exemple de la réplication de 'ADN. Des enzymes autres que les topoisomérases Il et |V
(cibles des fluoroquinolones) font I'objet de travaux. Des inhibiteurs des différentes sous-unités de la
polymérase Ill holoenzyme, des hélicases ou encore de la primase, pourraient donner dans I'avenir,
de nouvelles classes d'antibiotiques (ces inhibiteurs du systéeme SOS seront discutés plus tard)
[Desnottes, 1999]. La division cellulaire, au cours de la multiplication bactérienne, reste quant a elle
une voie encore trop peu explorée. Une autre voie (la synthése des protéines), certes la plus explorée
jusgu’a alors, donne encore l'accés a des cibles enzymatiques non encore exploitées, intervenant
aussi bien lors de la phase d'initiation (méthionine-ARNt-synthétase, formyltransférase),
d’élongation/maturation (EF-Tu, peptidyl-transférase, aminoacyl-ARNt-synthétase, peptidyl-ARNt-

hydrolase, déformylase, méthionine-aminopeptidase), que de terminaison [Desnottes, 1999].

Enfin, des composés perméabilisants (polymyxine, surfactants) ou encore des molécules chélatant ou
déplacant les cations divalents de surface (polymyxine nonapeptide, dibromopropamidine,
hexamétaphosphate...) facilitent le passage d'autres molécules. Des produits nouveaux dans ce
domaine et utilisables par voie systémigue en association, pourraient donner une 2°me jeunesse a des
antibiotiques existants théoriquement a large spectre, mais qui ne peuvent atteindre leur cible chez la

majorité des bactéries a Gram -.

En conclusion, il faut s’employer a développer des molécules antibactériennes innovantes, échappant
a la résistance croisée avec des familles de molécules disponibles. Il ne faut cependant pas oublier
gue les bactéries, méme si parfois elles mettent du temps, trouvent toujours une parade a quelque
mécanisme d’action d’antibiotique que ce soit. La recherche doit donc continuer sa marche en avant,
en essayant de toujours garder une longueur d’avance sur ces petites bétes... qui ont (heureusement)

une capacité d’adaptation trés supérieure a la notre !
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C’est dans ce contexte (pénurie d’antibiotiques et multirésistance des bactéries) et dans cette optique

(la recherche de nouvelles molécules antibactériennes) que se situe ce travail de thése...

Au sein des différentes voies de recherche actuellement en développement dans notre équipe, une
est consacrée aux calixarenes. Ce sont des composés purement synthétiques, macrocyles
aromatiques constitués de n unités phénoliques (n=4 a 16), para-substituées ou non, reliées entre
elles par des ponts méthyléniques. Les entités qui nous intéressent comportent 4 unités phénoliques,
et sont par conséquent appelées calix[4]aréne. Un candidat potentiel s’est révélé en la molécule
nommée para-guanidinoéthylcalix[4]arene, que nous nommerons Cx1 par souci de simplification,
calix[4]arene surmonté sur sa couronne supérieure de 4 fonctions guanidinium. A partir de ce
candidat, nous nous sommes posés diverses questions et avons en conséquence poursuivi différents

axes de recherche :

1) Le Cx1 possédait-il une activité antibactérienne intéressante ? (évaluation sur une collection

de souches de référence ATCC)

2) Si oui, cette activité était-elle conservée sur des isolats cliniques résistants aux antibiotiques
utilisés en routine ? (évaluation sur une collection d'isolats cliniques, isolés pour la plupart

d’infections nosocomiales)

3) Si l'activité antibactérienne est intéressante, le composé est-il toxique ? (tests de viabilité et

de cytotoxicité sur deux lignées de cellules eucaryotes humaines, HaCaT et MRC-5)

En effet, il est primordial, nous I'avons souligné dans I'introduction, qu'un nouveau composé soit non
seulement actif, mais aussi non toxique. Trop d’exemples existent d'impasses de développement pour
cause d'effets indésirables, parfois graves. La balance tolérance/efficacité doit étre un « leitmotiv »

permanent en recherche de thérapeutiqgue humaine, quel que soit le domaine concerné.

4) Partons alors du postulat que nous avons entre nos mains une molécule active, non toxique.
Quel peut-étre son mécanisme d’action ? Pour répondre a cette question, hous avons exploré
la ou les cible(s) d’action a la fois a l'aide de techniques dites classiques (courbes de
cinétiques, test de synergie). Mais aussi grace a des techniques plus innovantes

(microélectrophorése, microscopie a force atomique, cytométrie en flux...).

5) En paralléle, nous avons souhaité connaitre le pouvoir de génération de mutants résistants de
notre molécule. Quelle dose ? A quel délai ? Sur quelle bactérie ? pouvions-nous observer

I'apparition de résistances in vitro ?
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6) Enfin, afin d’ouvrir ce travail a de nouvelles perspectives, nous avons développé une réflexion
sur les relations structure-activité (RSA) (exploration de diverses familles de composés
cationiques, linéaires, monomeres, calixarénes, amidine, guanidine, longueur de chaine et

importance des substitutions...).

Le fil de ce manuscrit suivra la réponse a ces questions, la progression de nos réflexions et de notre
questionnement au cours de ce travail. Car a chaque réponse, surgissaient de nouvelles questions qui

nous ont permis d’avancer et ouvre un horizon immense pour de futurs développements.

Une 1% partie bibliographique sera consacrée aux relations structure-activité et aux différentes cibles
d’'action (antibiotiques et antiseptiques), et a une revue de ce qui se fait actuellement en terme de
composeés cationiques antibactériens. Nous exposerons ensuite les travaux effectués (protocoles et
résultats) avec comme support les articles publiés, acceptés ou soumis a ce jour. Enfin, nous
ouvrirons la discussion sur le potentiel du Cx1 en tant que nouvel antibactérien, et sur 'intérét des

études de relations structure-activité.
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1.Inhibition de la synthése de la paroi

B-lactamines
glycopeptides

fosfomycine

2.Agissant au niveau de la membrane

Polymyxines

Daptomycine

5.Inhibition de la synthése des protéines
MLSK

Phénicolés

Oxazolidinones
Aminosides

Tétracyclines (tigécycline)
Acide fusidique

Figure 1 : Principales cibles des antibiotiques.

3.Inhibition de la synthése d _es

acides nucléigues

Quinolones — Fluoroquinolones

Rifamycines

4.Agissant de facon _indirecte sur une

ou des voies métaboliques

Sulfamides et diaminopyridines
Nitro-5-imidazolés

Nitrofurantoine
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CHAPITRE [. DES MOLECULES...

ANTIBIOTIQUES, ANTISEPTIQUES, NOUVELLES MOLECULES CATIONIQUES

I. Les antibiotiques : cibles et mécanismes d’action

1.1. Principes généraux et définitions

1.1.1. Cibles d’action

La classification par famille regroupe les antibiotiques apparentés par leur structure chimique et leur
cible d’action. Les cibles d’action sont diverses et intéressent les différents éléments d’'une bactérie

(Figure 1) :
(1) Inhibition de la biosynthése du peptidoglycane
- Inhibition de la synthése de précurseurs de la paroi : fosfomycine

- Inhibition du transfert des précurseurs de la paroi sur un lipide porteur, permettant leur transport a

travers la membrane plasmique : bacitracine
- Inhibition de l'insertion des unités glycaniques, précurseurs de la paroi, et de la transpeptidation :

b les B-lactamines, qui inhibent les transpeptidases et transglycosylases responsables de

'assemblage des différents éléments constitutifs du peptidoglycane,

L les glycopeptides, qui se lient au D-Ala/D-Ala du précurseur pentapeptidique du

peptidoglycane.

(2) Action au niveau de la membrane cytoplasmique : polymyxines (détergents cationiques),

daptomycine.

(3) Inhibition de la synthése des acides nucléiques
- Inhibiteurs de I'ARN polymérase : rifamycines
- Inhibiteurs de I'ADN-gyrase et de la topoisomérase IV : quinolones et fluoroquinolones

- Inhibiteurs de la synthese de I'acide folique : sulfamides et diaminopyridines
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(4) Inhibition de la synthése protéique

Différentes familles d'antibiotiques agissent en interférant avec la synthése protéique bactérienne, et
ce, au niveau de l'une des trois étapes principales de la traduction : linitiation, I'élongation ou la
terminaison. Les ribosomes procaryotes présentent un coefficient de sédimentation de 70S (50S pour
la grande sous-unité et 30S pour la petite sous-unité). La sous-unité 50S comporte les ARN
ribosomaux (ARNr) 5S et 23S alors que la sous-unité 30S integre I'ARNr 16S (impliqué dans la

reconnaissance de I'ARN messager, aboutissant a l'initiation de la traduction).

L'activité antibactérienne est caractérisée in vitro par

- la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) : concentration minimale d’antibiotique pour

laquelle aucune croissance bactérienne n’est visible aprés 18 a 24 h d’incubation a 35°C.

- la Concentration Minimale Bactéricide (CMB): concentration minimale d’'antibiotique
laissant un nombre de survivants inférieur ou égal a 0,01% (diminution de 3 logs) d’'un

inoculum standardisé a 10°-10° bactéries/mL.

Le rapport CMB/CMI permet de caractériser le type d'activité d’un antibiotique donné

- CMBJ/CMI < 2 : antibiotique bactéricide
- CMBI/CMI 4 a 16 : antibiotique bactériostatique
- CMBI/CMI > 16 : bactérie dite tolérante a I'antibiotique

Les B-lactamines, les aminosides et les fluoroquinolones sont des antibiotiques bactéricides, tandis

gue les macrolides, lincosamines, synergistines, tétracyclines, phénicolés... sont bactériostatiques.

Trois catégories cliniques ont été retenues pour l'interprétation des tests de sensibilité in vitro :
sensible (S), intermédiaire (I), résistante (R), bien que les populations ne soient pas toujours

homogénes
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> Souches sensibles : les souches catégorisées (S) sont celles pour lesquelles la probabilité de
succes thérapeutique est forte dans le cadre d’'un traitement par voie systémique, avec la posologie

recommandée dans le Résumé des Caractéristiques du Produit (RCP).

> Souches intermédiaires : les souches catégorisées (l) sont celles pour lesquelles le succes
thérapeutique est imprévisible. Ces souches forment un ensemble hétérogéne pour lequel les
résultats obtenus in vitro ne sont pas prédictifs d’'un succes thérapeutique. En effet, ces souches

peuvent présenter :

- un mécanisme de résistance dont I'expression in vitro est faible ; cependant, in vivo, une

partie de ces souches apparait résistante au traitement ;

- un mécanisme de résistance dont I'expression n'est pas suffisante pour justifier une
classification dans la catégorie (R), mais suffisamment faible pour espérer un succes

thérapeutique dans certaines conditions (fortes concentrations ou posologies accrues).

La catégorie intermédiaire est aussi une zone tampon qui tient compte des incertitudes techniques et

biologiques.

> Souches résistantes : les souches catégorisées (R) sont celles pour lesquelles il existe une forte

probabilité d’échec thérapeutique quelque soient le type de traitement et la dose d’'antibiotique utilisée.

La détermination de ces catégories cliniques nécessite la définition de deux concentrations critiques :
la concentration critique basse «c », et la concentration critique haute «C », auxquelles
correspondent des diameétres critiques « d » et « D », respectivement. Les valeurs de « ¢ », « C»,

« d » et « D » sont établies en tenant compte de plusieurs paramétres

- la distribution des CMI pour des populations de souches définies et appartenant a chacune

des espéces bactériennes impliquées en pathologie humaine ;

- les concentrations humorales et tissulaires qui sont obtenues avec les posologies
recommandées par le résumé des caractéristiques du produit (RCP) rédigé par 'AFSSAPS

(Agence Francaise pour la Sécurité Sanitaire des Aliments et des Produits de Santé) ;

- la confrontation des résultats obtenus in vitro et in vivo (essais cliniques) ;

- la variabilité statistique des méthodes utilisées pour déterminer les CMI et les diamétres des

zones d'inhibition.
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Figure 2 : Parameétres pharmacodynamiques influencant I'action des antibiotiques.
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Figure 3 : Evolution de I'effet antibactérien, en fonction de la concentration en antibiotique et du
temps. (A) : antibiotique temps-dépendant (B-lactamines) ; (B) antibiotique concentration-dépendant

(aminosides).
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Quatre notions sont importantes a retenir afin de qualifier I'activité des antibiotiques (Figure 2)

> activité dite « temps-dépendante » : 'activité est fonction de la durée d’exposition des bactéries a
I'antibiotique. L'indice pharmacologique a surveiller est T>CMI : temps pendant lequel la concentration
est supérieure a la CMI (Figure 3A). Pour les antibiotiques temps-dépendants, il est parfois
intéressant de procéder a une administration continue, afin de s’assurer d’'une concentration suffisante
sur les 24 h. Cette notion s'applique aux pénicillines, céphalosporines, glycopeptides,

fluoroquinolones et oxazolidinones (sur les staphylocoques).

> activité dite « concentration-dépendante » : l'activité est fonction de la concentration. L'indice
pharmacologique a surveiller est le rapport Cmax/CMI (Figure 3B). Ce qualificatif est utilisé pour les
aminosides, I'imipénéme, les fluoroquinolones (sur les bactéries & Gram -) et la daptomycine. Pour
ces antibiotiques, I'activité est optimale lorsque les concentrations in vivo dépassent de 10 a 20 fois la

CMI d’une bactérie donnée.

> effet post-antibiotique : pour un couple bactérie-antibiotigue donné, correspond au délai de re-

croissance bactérienne aprés exposition a I'antibiotique.

> effet inoculum : influence de la quantité de bactéries au site de linfection, en contact avec

I'antibiotique.

Ces paramétres sont importants puisqu'ils influent sur le choix des doses, de la voie d’administration

et des intervalles entre les prises.

L'utilisation combinée de deux ou plusieurs antibiotiques peut étre indiquée :

» Pour prévenir ou retarder I'émergence de mutants résistants dans des situations bien particuliéres,
comme par exemple lors du traitement de la tuberculose due a Mycobacterium tuberculosis (tri- voire

quadrithérapie).
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Figure 4 : Les associations d'antibiotiques. (A) Synergie ; (B) Antagonisme ; (C) Indifférence. Cil:
contrdle. Rx1# : antibiotique 1. Rx #2 : antibiotique 2.
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« Lors d’antibiothérapie initiale, lorsque la gravité de la maladie (ex. : septicémie) et/ou I'état du patient

(ex. : neutropénie) le justifie, et en attendant les résultats de I'antibiogramme.

« Lors de certaines infections poly-bactériennes, en particulier d'origine abdominale, ou peuvent étre

présentes des bactéries aérobies et anaérobies.

» Pour obtenir des effets de synergie dans des situations difficiles a traiter (ex. : endocardites a
Streptococcus spp.), ce qui permet aussi de diminuer le dosage d'un antibiotique potentiellement

toxique.

L'utilisation combinée de deux antibiotiques peut se caractériser par une synergie, une indifférence

(ou effet additif) ou un antagonisme (Figure 4)

> Synergie : deux antibiotiques agissent en synergie si, lorsque utilisés en association, ils entrainent
une diminution de l'inoculum bactérien de plus de deux logarithmes par rapport au meilleur des deux
agents utilisé seul. La seule synergie prouvée in vivo actuellement, est celle de I'association (-

lactamines-aminosides.

> Indifférence (ou addition) : I'effet de la combinaison est égale a la somme des effets de chaque

composant utilisé seul.

> Antagonisme : I'antagonisme se produit lorsque l'association d’antibiotiques entraine une activité

antibactérienne moindre que le meilleur des deux antibiotiques.

Il existe différents systéemes pour déterminer in vitro l'effet d'une association d'antibiotiques.
Cependant, a part quelques exceptions, il est difficile d’extrapoler les résultats obtenus in vitro a la
situation clinique (in vivo). Par exemple, in vivo, les deux antibiotiques d’une association ne vont pas
diffuser ou étre éliminés de la méme facon ou a la méme vitesse, ce qui fait que les concentrations de
I'un par rapport a l'autre peuvent varier fortement en fonction de la voie d'administration, du site de

I'infection et du temps. Cela sera discuté plus loin.
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Les structures ne seront pas développées dans cette partie (2 moins de détails particuliers qu'il est
nécessaire de souligner). Les structures sont présentées dans le Tableau | (relations structure-

activité).

1.2.1.1. B-lactamines

Les B-lactamines restent la famille d'antibiotiques la plus utilisée, la plus diversifiée et la moins
toxique. Les B-lactamines peuvent étre classées selon plusieurs critéres, nous retiendrons ici la
structure chimique. Elle est construite autour du noyau Azétidinone (lactone amide cyclique = cycle B

lactame) et on distingue 4 sous familles chimiques en fonction du cycle associé :

> Pénames : cycle thiazolidine Pénicillines

> Céphémes : cycle dihydrothiazine Céphalosporines
> Pénémes : cycle thiazolidineA2-3 Carbapénémes
> Monobactames : aucun cycle associé Aztréonam

® Mécanisme d’action (Figure 5)
Bactéricides (sauf vis-a-vis des entérocoques pour lesquels leffet est le plus souvent

bactériostatique, on parle de phénoméne de tolérance).
Leur mécanisme d'action est présenté Figure 5
1) Pénétration jusqu'a la membrane cytoplasmique

Chez les bactéries a Gram +, la pénétration est généralement aisée car le peptidoglycane n’est pas

une barriére pour des molécules aussi petites que les B-lactamines.

Chez les bactéries & Gram -, la voie des porines est la voie privilégiée de passage des B-lactamines

hydrophiles. L'aspect purement quantitatif de la vitesse de diffusion des B-lactamines a travers les
porines est essentiel dans la compréhension de leur mode d’action chez les Entérobactéries. Dans la

mesure ou cette diffusion est passive, la concentration dans le périplasme doit pouvoir atteindre celle
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régnant a 'extérieur de la bactérie, indépendamment de la vitesse de diffusion. Il existe cependant
dans le périplasme des mécanismes tendant a faire diminuer la concentration des B-lactamines (j3-
lactamases, affinité des PLP, diffusion intracytoplasmique). La vitesse de pénétration des -
lactamines est conditionnée par leurs propriétés physico-chimiques : hydrophobicité, taille et charge.
Le facteur clé du comportement d’'une B-lactamine dans I'espace périplasmique est le rapport existant
entre sa vitesse de pénétration et sa résistance aux B-lactamases périplasmiques, qui sont toujours

présentes, ne serait-ce qu’a trés bas niveau, méme si elles ne sont pas décelables par les techniques

ere ere

traditionnelles. Parmi les B-lactamines de 17 génération (ampicilline, céphalosporines de 1
génération = C;G), il existe une relation claire entre leur activité sur les bactéries a Gram - et leur
vitesse de diffusion. En effet, leur vitesse de flux d’'entrée est telle qu’il y aura toujours assez de
molécules pour inhiber la PLP, méme si une partie d’entre elles sont hydrolysées par d’éventuelles -
lactamases. Parmi les composés les plus récents, cette relation n'est plus aussi claire. La pipéracilline

ou les C3G ont des vitesses de diffusion relativement faibles mais sont trés actives, ce qui peut

s’expliquer par une bonne stabilité face aux p-lactamases.
2) Fixation aux protéines de liaison a la pénicilline (PLP) ou « penicillin-binding proteins » (PBP)

Ce sont des protéines localisées au niveau de la membrane cytoplasmique et qui ont une activité de
carboxypeptidase, d'endopeptidase, de transpeptidase, ou de glycosyltranférase ; ces enzymes sont
impliquées dans la phase terminale de I'assemblage du peptidoglycane. L’inactivation des PLP se fait
par formation de complexes covalents avec les B-lactamines, par analogie de structure avec le

dipeptide DAla-DAla.
3) Inhibition de la transpeptidation

Les B-lactamines se fixent au niveau du site actif sérine ; I'acyl-enzyme résultante a une vitesse
d’hydrolyse extrémement faible, ce qui réduit le taux de liaisons intermoléculaires formées au sein du
peptidoglycane.

4) Conséquence de la fixation — Effet bactériostatique

Trois effets morphologiques différents ont été observés selon les fixations préférentielles d’'une (3-
lactamine sur la PLP : formation de filaments (induction du systeme SOS ?), de sphéroplastes suivie
d’'une lyse bactérienne, ou formes globulaires. Ainsi, I'inhibition de la PLP2 entraine I'apparition de

formes rondes, et I'inhibition de la PLP3 aboutit a la formation de filaments. L’inhibition en soi des PLP

entraine un arrét de croissance, ce qui correspond a un effet bactériostatique.
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5) Lyse bactérienne — Effet bactéricide

L'effet bactéricide des B-lactamines repose sur la mise en jeu des enzymes des systémes lytiques.
Ces lysines regroupent des glycosidases (rompant les chaines glycaniques), des amidases (coupant
les liaisons amides) et des peptidases. A I'heure actuelle, le mécanisme précis qui, suite a I'inhibition
des PLP, déclenche une activité accrue de ces enzymes reste inconnu. Les mécanismes de la lyse

bactérienne ont cependant été bien étudiés chez E. coli et S. pneumoniae.

Voyons plus en détail le mécanisme chez S. pneumoniae. La lyse survient rapidement sous I'action de
la pénicilline G. La N-acétyl-muramyl-L-alanine amidase, encore appelée muréine hydrolase, pourrait

intervenir de deux manieres au cours de la lyse bactérienne

- Lyse par rupture de I'équilibre entre les activités hydrolyse/synthése de la paroi. A I'état
normal, au cours de la synthése du peptidoglycane, I'hydrolyse permet une rupture du
filament de muréine autorisant I'accrochage de nouvelles unités pariétales. L'inhibition des
réactions de synthése, sans inhibition parallele des hydrolases, donnerait une rupture

pariétale et la lyse de la cellule.

- Lyse par libération d'une autolysine active uniquement au cours de la division
bactérienne. Cette autolysine serait normalement inhibée dans la cellule par Il'acide

lipoteichoique lié a la partie externe du peptidoglycane.

La pénicilline, en inhibant la syntheése du peptidoglycane, modifierait les équilibres moléculaires
normaux, ce qui aurait pour conséquence la libération de la muréine hydrolase de son inhibiteur et la
mise a jour des sites constituant les substrats pour cette enzyme. Il en résulte I'hydrolyse du

peptidoglycane pariétal.

En dehors des carbapénémes, l'activité des B-lactamines est de type temps-dépendant, avec un
effet post-antibiotique faible ou nul, et un effet inoculum marqué. Leur association avec les

aminosides est synergique aussi bien vis-a-vis des bacilles a Gram - que des cocci a Gram +.

* Les pénicillines

La pénicilline G (ou benzylpénicilline), redécouverte par Alexander Fleming en 1929, chez Penicillium
notatum fut plus tard extraite de cultures de Penicillium chrysogenum, plus productif. La pénicilline V

(ou phénoxyméthylpénicilline), résistante a l'acide gastrique, fut isolée en 1953. A partir de 1957, date
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a laquelle a été isolé I'acide 6-aminopénicillanique, de nombreuses pénicillines de synthése ont vu

eres

le jour, par substitution du noyau pénicillanique. L'activité de ces 17 pénicillines est essentiellement
centrée sur les cocci a Gram +. Les améliorations successives ont conduit a un élargissement du
spectre d’'activité et a une association progressive a des inhibiteurs de B-lactamases afin de limiter les
résistances déja apparues et identifiées. Les pénicillines M (méticilline, oxacilline), présentent comme
particularité, une activité conservée sur les souches de staphylocoques productrices de pénicillinases.
Les pénicillines A (amoxicilline) se caractérisent par une activité étendue a certaines Entérobactéries
non porteuses de pénicillinase. Le spectre s’étend ensuite a toutes les Entérobactéries, et aux bacilles

a Gram — non fermentants comme P. aeruginosa, avec la classe des carboxypénicillines (ticarcilline)

et des uréidopénicillines (pipéracilline) ; qui sont les molécules possédant le spectre le plus large.

* Les céphalosporines

Parmi les différentes classes de [B-lactamines, les céphalosporines ont eu I'évolution la plus
spectaculaire : il existe actuellement plus de 50 produits commercialisés, destinés a la voie orale ou
parentérale. Les céphalosporines ont pour structure commune l'acide 7-amino céphalosporanique.
La classification la plus fréquente est celle des différentes générations, chaque génération
correspondant a un certain pouvoir intrinséque et spectre antibactérien, ainsi qu’a une capacité de
résistance a I'hydrolyse des B-lactamases. L'activité antibactérienne in vitro sur les bactéries a Gram +

eres

va en décroissant et sur les bactéries a Gram - en augmentant des 17 aux derniéres générations.
Aucune activité n'est retrouvée sur les Enterococcus spp., Streptococcus spp. du groupe D, Listeria

spp., Legionella spp., Chlamydia spp., Mycoplasma spp.

Mais la recherche ne s'est pas arrétée la, et de nouvelles molécules sont actuellement en
développement, afin de pallier a I'émergence de bactéries multi-résistantes. Un des meilleurs
candidats est le ceftobiprole, actuellement en essai de phase lll. Cette nouvelle céphalosporine de
« 4°me génération » a prouvé son efficacité sur les Pneumocoques de Sensibilité Diminuée a la
Pénicilline (PSDP), sur les Staphylococcus aureus Résistants a la Méticiline (SARM) et a la
Vancomycine (VRSA), sur les entérocoques et sur un certain nombre de bactéries & Gram — (activité

identique au céfépime sur les Entérobacteries et Pseudomonas aeruginosa ; Haemophilus influenzae,

Moraxella catarrhalis)
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* Les carbapénémes

Cette classe est caractérisée par le noyau carbapénéme, ou I'atome de soufre du cycle thiazolidine a
été remplacé par un atome de carbone. L'imipénéme est un dérivé de la thiénamycine, antibiotique
produit par Streptomyces cattleya. Trois molécules sont commercialisées actuellement : imipéneme
en association avec la cilastatine (TIENAM®), ertapénéme (INVANZ®), méropéneme (MERONEM®).
La cilastatine est un inhibiteur de la déhydropeptidase, enzyme responsable de la dégradation de
I'imipénéme, au niveau de la bordure en brosse du tubule proximal rénal ; cette association permet

une élimination urinaire de I'imipénéme sous forme active.

© Leur activité n'est pas influencée par I'effet inoculum, contrairement aux autres B-lactamines. Il

existe un effet post-antibiotique sur les bactéries a Gram -.

De méme que pour les céphalosporines, la recherche sur les carbapénémes est actuellement en plein
essor. Des essais ont ainsi été menés, fin des années 90, sur des dérivés tétrahydrofuranyl substitués
par un groupement aminométhyl ; ces molécules présentaient un effet bactéricide rapide, et un effet
post-antibiotique prolongé . Actuellement, le candidat le plus avancé est le
doripénéme : il garde son activité sur des souches devenues résistantes a l'imipénéme ou au

méropéneme, et serait moins apte a induire des résistances

® Les monobactames : Aztréonam (AZACTAM®)

Les monobactames (pour « MONOcyclic BACterially produced beta-lacTAMS ») sont des
antibiotiques isolés d’'une bactérie, Chromobacterium violaceum, et dont une série de susbstitutions
latérales ont renforcé I'efficacité. L'aztréonam ne posséde que le cycle azétidine. C’est un antibiotique

a la fois résistant aux B-lactamases et un inactivateur de céphalosporinases.

1.2.1.2. Glycopeptides

Le premier glycopeptide isolé, la vancomycine, I'a été en 1956 a partir d'échantillons de sols prélevés
en Inde et en Indonésie, contenant Streptomyces orientalis (aujourd’hui Nocardia orientalis). Les

glycopeptides sont des molécules complexes, constituées d'un heptapeptide cyclique sur lequel
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viennent se greffer des sucres : glucose et vancosamine dans le cas de la vancomycine, mannose et

glucosamine dans le cas de la teicoplanine (extraite de Actinoplanes teicomycetus).
Deux spécialités sont commercialisées a I'heure actuelle :
» Vancomycine (VANCOCINE®)

> Teicoplanine (TARGOCID®) : cette molécule est moins utilisée du fait de son codt plus
important, et de son activité moindre sur certaines espéces de staphylocoques a coagulase

négative (SCN) (a noter gu’elle n’est pas commercialisée aux Etats Unis).

® Mécanisme d’action (Figure 6)

Bactéricides.

Les glycopeptides sont, au méme titre que les B-lactamines, des inhibiteurs de la synthése du
peptidoglycane, mais dans sa phase finale, au stade pariétal. La poche vient recouvrir le dipeptide
DAla-DAla situé a l'extrémité des précurseurs pentapeptidiques du peptidoglycane, théoriquement
préts a étre incorporés dans le peptidoglycane en cours d’élongation. Par encombrement stérique, les
glycopeptides vont ainsi empécher I'action des glycosyltransférases et des transpeptidases, bloquant
ainsi I'élongation du peptidoglycane . Les glycopeptides sont lentement
bactéricides (24-48 h) mais les mécanismes a l'origine de la bactéricidie sont inconnus a I'heure
actuelle. Les glycopeptides sont inactifs sur les bacilles a Gram - (leur taille les empéchant de
pénétrer par la voie des porines), les anaérobies a Gram -, et les bactéries a multiplication

intracellulaire.

Des avancées significatives ont été réalisées dans le domaine des antibiotiques glycopeptidiques, en
particulier ces 20 derniéres années. Cela est trés important si I'on considére le challenge posé par
I'apparition et la dissémination de la résistance aux glycopeptides. Les travaux menés sur d'éventuels
dérivés semi-synthétiques a partir de la vancomycine et de la teicoplanine ont révélé trois bons

candidats potentiels : oritavancine, dalbavancine et télavancine.

Oritavancine
L’oritavancine (LY 333328), dérivé de la vancomycine, a été le 1* candidat de cette nouvelle famille,
(structure chimique présentée Figure 7). Le spectre antibactérien est centré sur les cocci a Gram +,

avec une activité étendue aux entérocoques porteurs des genes vanA, aux VRSA, aux
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Figure 7 : Structure des glycopeptides, et des nouveaux lipoglycopeptides (d’aprés [Pace & Yang,
2006]).
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staphylocoques et a S. pneumoniae. Alors que les glycopeptides ont une activité bactériostatique sur

les entérocoques, l'oritavancine est bactéricide, avec une demi-vie prolongée (18 h)

Dalbavancine

Ce dérivé de la teicoplanine est le plus avancé en terme d’études cliniques. Le squelette de la
teicoplanine a été modifié par ajout d’un groupement amide au niveau C terminal et par modification
du groupement acylglucosamine hydrophobe (Figure 7). Son spectre d'activité est plus restreint que
celui de Il'oritavancine, avec par exemple une absence d'activité sur les ERG vanA, mais améliore

I'activité sur les SCN et S. pneumoniae, par comparaison a la teicoplanine

Telavancine

Les objectifs de la recherche sur la telavancine étaient (i) d’augmenter I'activité bactéricide de la
vancomycine, (ii) restaurer 'activité sur les souches porteuses de genes van, et (iii) améliorer les
parameétres pharmacocinétiques/pharmacodynamiques en autorisant une administration par jour. Pour
cela, un groupement decyl-aminopropyl a été ajouté au niveau du dérivé vancosamine, et un
substituant hydrophile méthylamino-phosphonate a été introduit en position résorcinol (Figure 7). La
solubilité a été améliorée et la formulation facilitée par utilisation de hydroxyl-propyl-p-D-cyclodextrine
comme excipient dans les préparations parentérales . La telavancine a une
activité bactéricide, temps- et concentration dépendante (y compris sur les ERG vanA et les VRSA),

avec un effet post-antibiotique prolongé

1.2.1.3. Fosfomycine (VO : MONURIL®, IV : FOSFOCINE®)

La fosfomycine est un antibiotique découvert en 1969, sous le nom de phosphonomycine, produit par
des Streptomyces mais aussi par Pseudomonas syringae [Hendlin et al., 1969]. La fosfomycine
appartient a la famille des acides phosphoniques. Cet antibiotique mis sur le marché en 1980
s’administre par voie orale (présentation « monodose ») et par voie parentérale, mais dans ce cas,

toujours en association avec un autre antibiotique afin d’éviter la sélection de mutants résistants.
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® Mécanisme d'action

Bactéricide.

Chez les bactéries a Gram -, la fosfomycine franchit la membrane externe par la voie des porines ; la
traversée du peptidoglycane chez les bactéries a Gram + se fait aisément en raison de la petite taille
de la molécule . Elle pénétre ensuite dans le cytoplasme par deux systémes de

transport actif :
- glp T : systeme de transport du glycérophosphate, prépondérant, d’expression constitutive ;

- uhp T: systeme de transport des hexoses monophosphates, secondaire, d'expression
inductible. Ce caractére inductible impose la présence de glucose-6-phosphate dans le milieu

utilisé pour tester la sensibilité des bactéries a la fosfomycine [El Zoeiby et al., 2003].

La fosfomycine agit au début de la synthése du peptidoglycane, dans la phase cytoplasmique. Elle se
comporte comme un analogue du phosphoénolpyruvate et inhibe Ila pyruvate-UDP-N-
acétylglucosamine-transférase (MurA), ce qui a pour conséquence de bloquer la formation d'acide N-
acétylmuraminique, l'un des constituants essentiels du peptidoglycane . Le
mécanisme d’'action de cet antibiotique a beaucoup été étudié. L'inhibition de MurA par la fosfomycine
est compétitive pour le GIcNAc et dépendante du temps. Dans un premier temps, le GIcNAc doit se
lier a MurA pour permettre par la suite la liaison de la fosfomycine et linhibition de I'enzyme.
L’antibiotique joue le r6le d’'un analogue de phosphoénolpyruvate et forme un lien covalent avec le

résidu actif cystéine en position 115 de MurA [El Zoeiby et al., 2003].

Le mécanisme d’action spécifigue de la fosfomycine se traduit par une synergie d’action quasi-

constante avec les autres antibiotiques actifs sur la paroi bactérienne.

1.2.2.1. Polymyxines, colistine gCOLIMYCINE®)

Les polymyxines A, B, C, D, E, F, K, M, P, S et T sont des antibiotiques peptidiques cycliques qui ont
été isolées de Bacillus polyxema, a partir de 1947 pour le polymyxine B, et de 1949 pour la
polymyxine E (Bacillus polymyxa subsp. colistinus) . Ces antibiotiques trés utilisés

dans les années 60, ont rapidement été remplacés dans les années 70 par d'autres antibiotiques
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moins toxiques et ont été longtemps oubliés. De nos jours, seules la polymyxine B et la polymyxine E
(ou colistine) sont utilisées en thérapeutique, essentiellement en topique, du fait de leur faible
absorption digestive. Lorsqu’il n’existait aucun autre antibiotique actif sur les bactéries a Gram-, ces
molécules ont rendu d’appréciables services ; actuellement, elles connaissent un regain d’intérét avec
I'apparition de bactéries multirésistantes, en particulier P. aeruginosa pour laquelle la colistine reste

parfois le seul antibiotique actif

Les polymyxines sont des molécules amphipathiques, possédant une partie lipidique hydrophobe, et
une partie peptidique polaire, possédant 5 groupements aminés non masqués . La
seule différence entre les polymyxines B et E réside en I'enchainement des acides aminés. Ces
molécules sont constituées d’'un enchainement de L- et D-amino acides organisés sous forme d'un
cycle heptapeptidique, avec un chaine tripeptidique liée de fagon covalente via un groupement acyl a
la chaine lipidique. La colistine contient de la D-Leucine, remplacée pour la polymyxine B par de la D-

Phénylalanine (Figure 8)

® Mécanisme d’action

Bactéricides.

Les polymyxines agissent comme des détergents cationiques : grace a leur caractére amphipathique,
elles pénétrent dans la bactérie et s'inserent parmi les phospholipides de la membrane cytoplasmique,
perturbant ainsi la perméabilitt membranaire. Cela conduit a une relargage du contenu
intracytoplasmique et a la mort de la bactérie. Ce mécanisme implique initialement des interactions de
type électrostatiques entre les polymyxines polycationiques et le LPS anionique de la membrane
externe des bactéries a Gram -, puis une perturbation de l'organisation de la membrane par

déplacement des ions Mg®* et Ca** (responsables de la stabilité du LPS)

1.2.2.2. Daptomycine (CUBICIN®)

La daptomycine est un bel exemple de molécule réévaluée, du fait du besoin urgent de nouveaux
antibiotiques, face a la dissémination des BMR. Elle a été découverte en 1986, 1°° membre d’'une
nouvelle famille de composés lipopeptidiques . Son développement a été

rapidement arrété en 1993, du fait de sa mauvaise efficacité avec un schéma de deux administrations
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Figure 9 : Proposition de mécanisme d’action de la daptomycine, d'aprés [Straus & Hancock, 2006].
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par jour, et de sa toxicité importante. La molécule a été reprise par Cubist Pharmaceuticals en 1997,
et des modifications ont été apportées afin d’'améliorer la pharmacodynamie

. La demande d’enregistrement a été effectuée en 2003 auprés de la FDA, et en 2006 en
Europe. La molécule est aujourd’hui commercialisée sous le nom de CUBICIN® avec comme

indications essentielles, les infections compliquées de la peau et des tissus mous.

Les lipopeptides sont une famille de composés peptidiques, linéaires ou cycliques, porteurs d’'une
charge globale positive ou négative, et auxquels est fixée une partie lipidique en N-terminal. La
daptomycine est un lipopeptide cyclique polyanionique. Son activité est limitée aux bactéries a Gram +
du fait d’'un défaut de pénétration a travers la membrane externe des bactéries a Gram — (molécule

volumineuse et chargée négativement).

® Mécanisme d’action (Figure 9)

Bactéricide.

De nombreuses équipes se sont penchées sur le mécanisme d’action de la daptomycine, et le
consensus général qui ressort est le suivant : la daptomycine posséde une activité bactéricide rapide,
par liaison & la membrane cytoplasmique, mécanisme Ca** dépendant: oligomérisation dans la
membrane conduisant a un efflux de potassium. Cela conduit a la mort de la bactérie par

dysfonctionnement des voies de synthése macromoléculaires

La daptomycine requiert de facon absolue la présence de Ca* pour son activité : cela est
indispensable aux changements de conformation structurale. De plus, les interactions de la
daptomycine avec les membranes lipidiques dépendent de la présence de lipides négativement
chargés ; le relargage du contenu cellulaire et la fusion des liposomes ne sont induits qu’en présence
de phosphatidylcholine et de phosphatidylglycérol . Un nouveau modéle de

mode d’action a été proposé par Straus & Hancock, et est présenté Figure 9.
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Figure 11 : Interaction ADN-gyrase-fluoroquinolones. (A) : situation du site QRDR au niveau de la
gyrase (sous-unités GyrA et GyrB) ; (B) : représentation du site de liasion des quinolones. D’aprées
[Heddle & Maxwell, 2002].
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1.2.3.1. Quinolones et Fluoroguinolones

Les quinolones sont des antibiotiques de synthése. En 1958, l'activité bactéricide d'un produit
secondaire obtenu lors de la synthése de la chloroquine (connue, elle, depuis 1939) : la 7-
chloroquinoline, a été découverte. En 1962, la premiére quinolone directement dérivée de la 7-
chloroquinoline vit le jour : I'acide nalidixique, indiqué pour le traitement des infections du tractus
urinaire par certains bacilles a Gram -. L'acide nalidixique présente une substitution de I'atome de
carbone en position 8 dans le noyau quinoléine par un atome d'azote, ce qui donne un noyau
naphtyridine. Rapidement, d'autres dérivés furent synthétisés a partir du noyau naphtyridine de
I'acide nalidixique. Ainsi, une substitution en position 7 par la piperazine aboutit a des composés, tel
l'acide pipémidique (Pipram®), montrant une demi-vie augmentée, et actifs notamment contre
P. aeruginosa. Ce n'est cependant que dans les années 80 que virent le jour les fluoroquinolones,
apres incorporation d'un atome de fluor en position 6 et un retour au noyau de type quinoléine. Ces
composés ont montré une activité accrue sur les bactéries a Gram +. Les fluoroquinolones se sont
diversifiées tout en conservant une structure de base : I'acide quinoléine-3-carboxylique substitué par

un groupement pipérazinyl en 7 et un atome de fluor en 6.

® Mécanisme d’action (Figures 10 & 11)

Bactéricides.

Les quinolones doivent gagner le cytoplasme des bactéries pour exercer leur action. Chez les
bactéries a Gram -, les quinolones, petites molécules hydrophiles, empruntent la voie des porines
(OmpF par exemple). Les molécules possédant un certain degré d’hydrophobicité peuvent passer par
la voie du LPS aprés chélation d’ions Mg®". La traversée du peptidoglycane se fait sans aucun
probléme ; la pénétration a l'intérieur du cytoplasme se fait par diffusion passive, non saturable. Il
existe un processus naturel d’excrétion des quinolones par des systémes d’efflux fonctionnant a bas

niveau : la quantité disponible active sur la bactérie est la résultante de ces deux phénoménes

Les quinolones entrainent une inhibition rapide de la synthése de 'ADN aboutissant a la mort

bactérienne. Leurs cibles intracytoplasmiques sont les topoisomérases de type Il : topoisomérase |l
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(ADN-gyrase) et topoisomérase IV, enzymes impliqguées dans la régulation du surenroulement de
I'hélice d’ADN sur elle-méme . Ces enzymes sont essentielles au
compactage de I'ADN, et au bon déroulement de la réplication et de la transcription. Elles sont
constituées de deux sous-unités: GyrA et GyrB pour 'ADN gyrase, ParC et ParE pour la

topoisomérase IV

L’ADN gyrase a pour mission de créer une coupure dans le double brin d’ADN afin d'initier la
réplication. Cette coupure, normalement transitoire, est suivie d’une réunion des deux brins. Lors de la
réalisation de cette coupure, ADN et gyrase sont liés de facon covalente. La quinolone va venir former
un complexe ternaire irréversible quinolone-ADN-gyrase (Figure 10). Les quinolones interagissent au
niveau des régions QRDR A et QRDR B (au niveau du TOPRIM) (QRDR : « Quinolone Resistance-
Determining Region »). L'ADN se lie au niveau de la tyrosine 122 de GyrA ou ParC ; les quinolones se
fixent au niveau des paires de bases libres, bloquant ainsi le systtme en empéchant la ligation aprés
coupure (Figure 11) . La
transcription et la réplication de '’ADN sont inhibées. L’inhibition de la topoisomérase IV reléve du
méme principe. Cependant, l'inhibition de ces deux enzymes n'explique que I'effet bactériostatique
des quinolones. L'effet bactéricide est consécultif a la présence non réparable de la coupure du double
brin d’ADN qui est a l'origine de phénoménes secondaires encore mal connus, liés a I'activation d’'un

systeme SOS [Cirz et al., 2007a].

Ces molécules sont caractérisées par un effet post-antibiotique : persistance de I'effet aprés arrét du

traitement, et leur activité est peu influencée par I'effet inoculum.

1.2.3.2. Rifamycines

Les rifamycines sont des composés appartenant aux ansamycines de type naphtalene et ont été
isolées a partir de 1957 de la bactérie Nocardia mediterranei. Parmi les composés isolés, la
rifamycine B s'avéra active envers les bactéries a Gram + ainsi que sur Mycobacterium tuberculosis et
sur quelgques bactéries a Gram -. La rifampicine (ou N-amino-N'-méthylpipérazine-hydrazone), qui est
un composé semi-synthétique issu de la rifamycine B, montra I'activité la plus importante, ainsi que la
plus faible toxicité. Il est aujourd'hui I'un des médicaments de choix des infections a Mycobactéries. La
rifabutine, 2°™ composé commercialisé de cette classe, présente une meilleure activité sur les

Mycobactéries atypiques. De nombreux autres dérivés sont actuellement a I'étude, d'une part pour
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tenter de combattre des Mycobactéries devenues multirésistantes, d’autre part pour lutter contre des
souches de Mycobactéries atypiques devenues pathogénes chez les sujets immunodéprimés ; enfin,
pour lutter contre d'autres bactéries, telles que les lIégionnelles ou les staphylocoques, sur lesquels la

rifampicine est active mais qu’on hésite a utiliser pour ne pas perdre leur potentiel antituberculeux.

® Mécanisme d’action

Bactéricides.

La rifampicine bloque l'initiation de la transcription de 'ADN en se fixant sur la sous-unité B de I'ARN
polymérase ADN dépendante bactérienne, enzyme responsable de la transcription, codée par le géne

rpoB

© La rifampicine doit toujours étre utilisée en association du fait du risque important et rapide de

sélection des mutants résistants a haut niveau.

1.2.4.1. Sulfamides et diaminopyridines

Les sulfamides (ou sulphonamides) sont des molécules de synthése, bactériostatiques. lls sont
généralement combinés aux 2,4-diaminopyridines, autres molécules bactériostatiques, afin
d'augmenter leur activité et réduire le risque d'‘émergence de souches résistantes. Il est a noter que
I'association sulfamide-diaminopyridine est bactéricide. Les sulfamides sont des dérivés de l'acide
para-aminobenzene sulfonique (ou acide para-aminobenzoique, PABA). Les 2,4-diaminopyridines
sont, a l'origine, des composés antiparasitaires dont les substituants du cycle diaminopyridine ont été

modifiés. Le triméthoprime est la 2,4-diaminopyridine la plus connue.

® Mécanisme d'action (Figure 12)

Bactéricides en association.

Les sulfamides et les diaminopyridines agissent par inhibition de la synthése de I'acide
tétrahydrofolique, cofacteur de la synthése ultérieure des bases puriques et pyrimidiques. Les

sulfamides et les diaminopyridines agissent successivement au niveau cette synthese :
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- les sulfamides, en tant qu'analogues de l'acide para-aminobenzoique par leur groupe
sulfanilamide, bloguent la synthése de l'acide dihydroptéroique en inhibant de maniéere

compétitive la dihydroptéroate synthétase.

- les 2,4-diaminopyridines, en tant qu'analogues de l'acide dihydrofolique, inhibent

spécifiquement la dihydrofolate réductase bactérienne.

La sélectivité d'action des sulfamides provient du fait que les bactéries doivent synthétiser leur acide
foligue par cette voie métabolique, alors que les eucaryotes assimilent directement l'acide folique

apporté par l'alimentation.

Deux nouvelles diaminopyridines ont vu le jour ces dernieres années : l'iclaprim et I'épiroprim. Ces
molécules présentent un spectre d'activité intéressant sur SARM, VISA, VRSA, et sur les souches
résistantes aux quinolones, macrolides et triméthoprime, ainsi que sur certaines bactéries a Gram —

. Des essais de phase Il et de phase Il sont actuellement en cours en vue
d'application dans les infections respiratoires et les infections de la peau et des tissus mous,

respectivement.

1.2.4.2. Nitro-5-imidazolés : Métronidazole (FLAGYL®)

Autrefois classés dans les antiseptiques intestinaux du fait de leur activité sur Giardia, Entamoeba et
Trichomonas, il a été ultérieurement constaté que ces dérivés pouvaient étre utilisés de facon trés
efficace dans le traitement d'infections a bactéries anaérobies (Bacteroides fragilis par exemple). Le
chef de file de ce groupe est le métronidazole, FLAGYL®, mais d'autres composés sont
commercialisés, pour les propriétés amoebicides et trichomonacides : ornidazole (TIBERAL®),

secnidazole (FLAGENTYL®), tinidazole (FASIGYNE®).

® Mécanisme d’action

Bactéricides.

Les nitro-5-imidazolés sont réduits (NO, # NH,) par les transporteurs d’électrons intra-cytoplasmiques
des bactéries. Ce sont les dérivés intermédiaires de réduction qui sont actifs. Ceci explique que

seules les anaérobies et les micro-aérophiles (Helicobacter spp., Gardnerella spp.) soient sensibles
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aux nitro-imidazolés. lls entrainent la fragmentation de I’ADN, par un mécanisme encore mal connu

(formation de radicaux libres ?).

1.2.4.3. Nitrofurantoine

Les nitrofuranes ont en commun un noyau furane substitué en position 5 par une fonction NO,
indispensable a l'activité antibiotique. Les nitrofuranes acquiérent leur activité antibactérienne apres la
réduction enzymatique de leur fonction NO,, catalysée par des réductases bactériennes, ce qui

assure leur spécificité d'action.

® Mécanisme d’action

Bactériostatiques.

Aprés activation, les nitrofuranes inhibent des enzymes impliquées dans la dégradation du glucose et
du pyruvate. Certaines de leurs formes réduites possédent un pouvoir alkylant et pourraient causer
des dommages a I'ADN et aux protéines. Les nitrofuranes présentent une activité statique aux
concentrations thérapeutiques (leur CMB est 2 a 4 fois supérieure a leur CMI, mais ces concentrations

ne peuvent pas étre atteintes in vivo).

Les nitrofuranes présentent un antagonisme avec les fluoroquinolones et une synergie avec les
tétracyclines vis-a-vis des cocci a Gram +. lls ne présentent une concentration thérapeutique que

dans le rein et I'urine, ce qui limite leur usage aux infections localisées a ces niveaux.

1.2.5.1. Macrolides — Lincosamides — Synergistines — Kétolides

L'usage a consacré le regroupement de ces familles d’antibiotiques, trés différentes sur le plan de la

structure chimique, en raison d’'une similitude de spectres antibactériens et de mécanismes d’action.
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® Mécanisme d’action (Figures 13 et 14)

Bactériostatiques.

Les macrolides se fixent sur ’ARN 23S de la sous-unité 50S des ribosomes bactériens. La liaison se
fait au niveau du domaine V, (complexe peptidyltransférase (CPT)). Les liaisons sont de type
hydrophobe, hydrogéne, Van der Waals et ionique, sur trois sites préférentiels : A2058, A2059 et
G2505 (+ A2062 pour les streptogramines), d'autres sites spécifiques sont impliqués, variables selon

les molécules (Figure 13)

lls empéchent ainsi le transfert du complexe peptidyl-ARNt depuis le site P vers le site A, ce qui
entraine une inhibition de I'élongation de la chaine peptidique, le blocage de la formation du pont

peptidique et la dissociation précoce du peptidyl-ARNt, hydrolysé par la peptidyl-ARNt hydrolase.

Une interaction avec les protéines ribosomales L4 et L22 a aussi été suggérée par I'émergence de
souches résistantes par mutation au niveau de ces protéines. Leur implication dans la fixation des
macrolides demeure cependant mal connue : on ne sait si ces protéines participent directement a la
liaison des macrolides ou si des mutations allostériques affectent la conformation de I’ARNr au niveau

du site de fixation, entrainant une résistance

Concernant la télithromycine, une 1° hypothése a été formulée : I'extension (chaine alkyl-aryl) de la

télithromycine et le groupement 3-kéto interagiraient avec deux nouveaux sites : (i) au niveau de 4
acides aminés de la boucle 35 (structure en épingle a cheveux), domaine Il, en position A752 ; (ii) et
en position U2609, boucle centrale du domaine V (Figure 14) . Cependant,
I'interaction avec la boucle 35 du domaine Il n'est pas confirmée par les études de cristallographie,
mais semble exister aussi pour le dernier kétolide mis au point (K-1325) . Garza-
Ramos et coll. ont montré en 2001 qu’'une mutation U2609C rendait E. coli résistant aux kétolides,

avec maintien de |'efficacité des MLS

® Macrolides

Les macrolides ont une structure hétérosidique caractérisée par un macrocycle lactonique sur lequel
viennent se greffer deux ou plusieurs sucres désoxygénés et possédant une fonction basique (cétone

pour les macrolides a 14 C, aldéhyde pour les macrolides a 16 C). L'érythromycine, seul composé
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naturel de cette famille, a été isolé aux Philippines a partir de Streptomyces erythreus, et
commercialisé en 1952, il demeure le chef de file du groupe. Les autres composés sont semi-
synthétiques. Les macrolides sont classés en fonction de la taille de leur macrocycle. L'augmentation

de la taille du cycle augmente la stabilité et élargit le spectre d'activité des macrolides.

® Lincosamides

Les lincosamides sont représentés a I'heure actuelle par deux molécules : la lincomycine
(LINCOCINE®) et son dérivé 7-chloro-7-déoxy, la clindamycine (DALACINE®). lIs sont constitués d'un
acide hygrique alkylé en position 4 et rattaché via une liaison amide a un groupement 6-amino-thio-
octopyrannoside. La lincomycine a été obtenue en 1962 par purification, a partir d'un actinomycete :
Streptomyces lincolnensis, provenant d'un échantillon de sol prélevé dans la région de Lincoln, dans
le Nebraska, aux Etats-Unis. La clindamycine est un dérivé de la lincomycine, obtenu par voie
chimigue. Ses avantages par rapport a la lincomycine résident dans une résorption digestive plus

compléte, une moindre fixation sur les protéines plasmatiques et une meilleure diffusion tissulaire.

En raison de leur site de fixation commun sur les ribosomes, les lincosamides sont des antagonistes

des macrolides (érythromycine) et des phénicolés (chloramphénicol).

® Synergistines

Les synergistines sont des métabolites secondaires a activité antibiotique qui sont produits par
certaines espéces de Streptomyces. Le groupe des synergistines comprend les pristinamycines, les
virginiamycines, les mykamycines et les oestreomycines (ces deux derniéres classes n'étant pas

utilisées en thérapeutique). Ces composés sont classifiés en deux grandes classes :

> le groupe A (ou M) : ce sont des lactones macrocycliques (macrolactones) (exemples :
pristinamycines Il et virginiamycines M).

> le groupe B (ou S) : ce sont des hexadepsipeptides cycliques (exemples : pristinamycines | et
virginiamycines S) .

Les pristinamycines sont des composés naturels qui constituent un mélange de métabolites
secondaires produits par Streptomyces pristinae spiralis ; les constituants majeurs sont la

pristinamycine IIA (correspondant a 24-38% du mélange) et la pristinamycine IB (54-68% du
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mélange). Les virginiamycines, quant a elles, sont des composés naturels qui constituent un
mélange de métabolites secondaires produits par Streptomyces virginiae. Les pristinamycines et les
virginiamycines naturelles sont des composés tres difficlement solubles dans l'eau, ce qui limite

fortement leur utilisation en thérapeutique.

La modification chimique de ces composés a permis I'élaboration de composés d'’hémi-syntheése
solubles dans l'eau, tels la quinupristine du groupe A et la dalfopristine appartenant au groupe B.
Deux composés sont commercialisés & I'heure actuelle: Pristinamycine (PYOSTACINE®) et

Quinupristine-Dalfopristine (SYNERCID®).

Une synergistine du groupe A associée a une synergistine du groupe B agissent de maniere
synergique. Elles se fixent sur la sous-unité 50S du ribosome bactérien et interferent par deux
mécanismes distincts avec le métabolisme de I'ARN : d'une part, elles s'opposent a l'incorporation de
'ARNt au niveau des ribosomes et, d'autre part, elles empéchent la traduction de 'ARNm. Les
composants | et Il montrent une synergie marquée : lorsqu'on les associe, on obtient une activité
antibiotique plusieurs fois supérieure a celle des composants isolés. In vitro, une activité optimale est
observée pour 30% de composé de type | et 70% de Il, mais in vivo, ces proportions s'inversent en

raison de la pharmacocinétique défavorable du composant de type Il.

© Les synergistines peuvent étre a l'origine d'un phénoméne de bactériopause : in vitro, les
bactéries ne recommencent a croitre qu'aprés plusieurs heures lorsqu'on les place dans un milieu
dépourvu d'antibiotique, probablement a cause de la liaison persistante du médicament (surtout du

composant Il) & sa cible.

© Kétolides : télithromycine (KETEK®)

Les kétolides constituent une classe de composés antibiotiques dérivés des macrolides : ce sont des

eme

3-kéto-macrolides. Ce sont des dérivés semi-synthétiques de 2° génération de I'érythromycine, qui
comportent un substituant 3-kéto a la place du sucre de type L-cladinose, et portent un groupement
carabamate en position 11,12 ainsi qu'une chaine alkyl-aryl supplémentaire, liée au niveau du
groupement NO, du cycle carbamate (télithromycine ou HMR 3647) ou au niveau du cycle lactone en

6-O (céthromycine ou ABT 773). Les kétolides comportent en outre un groupement méthyl en 6-0,

tout comme la clarithromycine (Figure 15) . Ces madifications entrainent une
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amélioration du spectre d'activité ; la télithromycine montre ainsi une activité trés intéressante sur les

bactéries résistantes aux macrolides

1.2.5.2. Phénicolés

Les phénicolés sont des dérivés de l'acide dichloroacétique, porteurs aussi d'un phényl substitué. Le
groupement dichloroacétamide est important pour l'activité antibiotique. Le chloramphénicol, fut,
historiquement, le 1° antibiotique a large spectre, extrait en 1947 par Ehrlich de Streptomyces
venezuelae , mais actuellement obtenu par synthése. Ce sont des antibiotiques
aujourd’hui trés rarement prescrits du fait de l'importance et de la fréquence de leur toxicité
hématologique. Depuis 1997, le chloramphénicol n'est plus disponible que sous forme de collyre.

Dans quelques cas ou il demeure seul actif, il reste un antibiotique de dernier recours.

® Mécanisme d’action

Bactériostatiques

Les phénicolés se fixent a la sous-unité 50S des ribosomes bactériens. lls inhibent la synthése des
protéines en empéchant la liaison du complexe amino-acyl-ARNt a son site de fixation, et donc la

réaction de transpeptidation.

® L'action du chloramphénicol n'est pas tout a fait spécifique, dans la mesure ou elle peut également
s'exercer dans les cellules de mammiféres, et plus particulierement, les cellules souches

hématopoiétiques.

1.2.5.3. Oxazolidinones : Linézolide gZYVOXID®2

La classe des oxazolidinones est la premiére classe nouvelle d'antibiotiques qui soit apparue au cours
de ces 30 derniéres années. C'est en 1987 que Slee et coll. décrivent pour la premiére fois des
composés appartenant a la classe des oxazolidinones, nommés DuP 105 et DuP 721 (DuPont de
Nemours), et développés afin d'étre actifs contre les bactéries a Gram +. Le linézolide est

actuellement la seule molécule utilisée en clinique
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® Mécanisme d’action (Figures 16 et 17)

Bactériostatique (bactéricide sur S. pneumoniae, S. pyogenes, B. fragilis)

Les composés de type oxazolidinone agissent en inhibant la synthése protéique a un stade précoce.
lIs se fixent directement sur I’'ARN 23S de la sous unité 50S du ribosome bactérien, provoquant une
distorsion du site de fixation de la N-formyl-méthionine-ARNt-synthétase et empéchant la formation du
complexe d'initiation fonctionnel 70S qui est essentiel a la réplication de I'ADN (Figure 16). lls se fixent
par ailleurs au niveau de 'ARN 16S de la sous-unité 30S

. Il a été montré plus récemment que les oxazolidinones interagiraient aussi
avec le site A du ribosome, empéchant la fixation de I'aminoacyl-ARNt (Figure 17). Par ailleurs, il
semblerait que, chez 'Homme, les oxazolidinones se lient a I'ARN ribosomal au niveau mitochondrial,
mais pas sur les ribosomes cytoplasmiques. L'interaction de ces molécules avec les ribosomes
mitochondriaux induirait une inhibition de la syntheése protéique au niveau des mitochondries, ce qui
pourrait expliquer les effets secondaires (effet myélosuppresseur) observés au décours d'un

traitement par linézolide

La recherche sur cette nouvelle famille se poursuit. Deux nouveaux composés sont a I'étude a I'heure
actuelle : le ranbézolide et I'épérézolide. Le ranbézolide posséde une activité intéressante sur les
bactéries a Gram + aérobies et anaérobies, ainsi que sur les biofiims formés par S. aureus et les
Mycobactéries. Par comparaison au linézolide, en plus d’'une action inhibitrice de la synthése des
protéines par fixation sur les ribosomes, le ranbézolide inhiberait aussi la synthése de la paroi, des

lipides, et entrainerait des dommages membranaires

1.2.5.4. Aminosides

En 1915, Waksman isole un champignon, Actinomyces griseus, qui prendra en 1943 le nom de
Streptomyces griseus. Une premiére molécule provenant d’ Actinomyces, I'actinomycine, se révele
toxique. En 1944, les cultures effectuées par I'un de ses assistants, Albert Schatz, aboutissent a une
nouvelle molécule a partir de I'actinomycine de 1915. Le produit est administrable a 'Homme et

enrichi d’'une activité antibiotique in vitro. Waksman, Schatz et I'un de leurs collaborateurs, Bugie,
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démontrent I'efficacité de ce nouveau produit, la streptomycine, sur plusieurs bactéries, dont le bacille

tuberculeux

Les aminosides, encore appelés aminoglycosides, sont des molécules polaires et polycationiques.
Leur structure de base commune comporte un aminocyclitol, auquel se lient par des ponts
glycosidiques, 2 (ou exceptionnellement 3) oses. Ces cycles peuvent porter des substituants dont les

plus importants sont les groupes hydroxyles et les groupes basiques.

On sépare les différents composés selon leur origine : naturelle ou synthétique. Les premiers
aminosides découverts étaient produits par des souches de Streptomyces (streptomycine, néomycine,
kanamycine, tobramycine) ou d'Actinomyces (gentamicine, sisomicine). La streptomycine, 1%
molécule isolée et utilisée, était trés active sur les Mycobactéries, ce qui a permis de révolutionner le
traitement de la tuberculose. Hélas, cette molécule n’a aujourd’hui plus guéere d'intérét puisque, du fait
d'une utilisation excessive en monothérapie et par le jeu des résistances bactériennes, les
mycobactéries sont presque toutes devenues résistantes. Ces composés naturels ont servi de base
pour I'élaboration de produits semi-synthétiques (amikacine, isépamicine, nétilmicine), développés afin
d'obtenir des molécules insensibles a l'inactivation par les bactéries devenues résistantes aux

aminosides naturels. Ces composés se sont aussi avérés moins toxiques que les composés de base.
Selon leur structure, on distingue deux groupes d’aminosides :

> le groupe de la streptidine : le chef de file est la streptomycine, ce groupe est basé sur une

structure associant une streptidine a un pentose (streptose) et a une glucosamine.
> le groupe des dérivés de la 2-désoxystreptamine :

- désoxystreptamine substituée en 4,5 : néomycine, paromomycine, framycétine.

- désoxystreptamine substituée en 4,6: kanamycine, gentamicine (GENTALLINE®),

isépamicine (ISEPALLINE®), nétilmicine (NETROMYCINE®), tobramycine (NEBCINE®),

amikacine (AMIKLIN®).

Remarque

© les aminosides dérivés de la bactérie Streptomyces s’écrivent avec un "y" : -mycine.

© les aminosides provenant d'Actinomyces s'écrivent avec un "i" : -micine.
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® Mécanisme d’action (Figure 18)

Bactéricides.

Les aminosides se comportent, sur le plan chimique, comme des polycations. Cette particularité
leur permet de se concentrer dans I’environnement immédiat des bactéries par attraction des
charges négatives de la bactérie. Celles-ci se trouvent essentiellement au niveau des
groupements phosphate du LPS et des phospholipides de la membrane externe des bactéries
a Gram -, et au niveau des acides teichoiques enchéassés dans le peptidoglycane des bactéries
a Gram +. Chez les bactéries a Gram -, cette concentration rapide et importante autour de la bactérie
est suivie d’'une pénétration rapide par les porines. La traversée du peptidoglycane est aisée chez les

eme

bactéries a Gram + (les aminosides étant de petites molécules hydrophiles), et un 2™ phénoméne de
concentration s’opére a proximité de la membrane cytoplasmique (groupements phosphate des
phospholipides). Les mécanismes de pénétration impliquent alors des systémes de transport actif, qui
sont les enzymes de la respiration (catalases, oxydases, cytochromes) situées dans la membrane
cytoplasmique des bactéries aérobies strictes ou anaérobies facultatives. Ceci explique pourquoi les

bactéries dépourvues de ces enzymes ne sont pas ou peu sensibles aux aminosides (anaérobies

strictes, ou facultatives mais a dominante anaérobie comme les streptocoques)

lls agissent par fixation sur TARNr 16S, au niveau de la sous-unité 30S du ribosome bactérien,
entrainant un changement morphologique de I'ensemble du ribosome et une altération de toutes les
étapes de la synthése des protéines. Un des sites de fixation est A1408 (modifié chez certaines
souches résistantes) ; chez les eucaryotes, la position 1408 est occupée par une guanine, ce qui
explique l'affinité moindre des aminosides pour les ribosomes cellulaires. En raison des nombreuses
erreurs de lecture, il y a synthése de protéines anormales, incorporées ensuite dans la membrane
cytoplasmique, qui va perdre son intégrité et favoriser une augmentation de la pénétration des
aminosides. En présence de concentrations importantes d’aminosides, il y a déplétion du pool de SU
30S entrainant un arrét de la syntheése des protéines. La bactéricidie rapide des aminosides résulte
donc essentiellement de I'arrét de la synthése protéique et de la perte d'intégrité membranaire. Un

autre phénomeéne est évoqué, qui serait une inhibition de la réplication de I'ADN.

Les aminosides sont caractérisés par une activité concentration-dépendante, indépendante de

I'effet inoculum, et par un effet post-antibiotique.
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Figure 19 : Mécanisme d’'action des tétracyclines.

Par encombrement stérique, inhibent la liaison de [I'aminoacyl-ARNt avec le complexe

ARNmM/ribosome.

e

Figure 20 : Interactions entre la tétracycline et la SU 30S du ribosome. D’aprés [Brodersen et al.,
2000].
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1.2.5.5. Tétracyclines

La tétracycline a été découverte en 1948 par Benjamin Dugar . Les tétracyclines sont
des antibiotiques isolés de souches de Streptomyces, et aujourd’hui obtenus par hémisynthése

. lls doivent leur nom a leur structure tétracycligue commune (noyau
naphtacene-carboxamide), sur laquelle viennent se greffer des substituants. Les tétracyclines
présentent un caractére amphipathique : le tétracycle est hydrophobe alors que certains substituants
sont hydrophiles. L'hydrophobicité résultante, propre a chaque molécule, va régir la

pharmacocinétique du composé et surtout sa distribution tissulaire.
En fonction de leur temps de demi-vie, on peut distinguer les tétracyclines :

b 1% génération : chlortétracycline, oxytétracycline, tétracycline. Ce sont des tétracyclines naturelles,
obtenues par extraction a partir de Streptomyces, présentant une mauvaise tolérance digestive et

nécessitant un nombre important de prises (6/j). Elles ne sont plus commercialisées.

> 2°™ génération : doxycycline (TOLEXINE®), minocycline (MYNOCINE®). Ce sont des tétracyclines
hémisynthétiques, caractérisées par une meilleure tolérance digestive et une pharmacocinétique

améliorée.

® Les indications des tétracyclines sont actuellement limitées : d’autres antibiotiques présentent le
méme spectre d’activité, sans les effets secondaires des tétracyclines. De plus, ils ne sont pas
utilisables chez la femme enceinte et les enfants de moins de 8 ans, et il existe une résistance
acquise élevée parmi les bactéries fréquemment responsables d'infections (Staphylococcus spp.,

Streptococcus spp.).

® Mécanisme d’action (Figures 19 & 20)

Bactériostatiques.

Les tétracyclines pénétrent dans les bactéries par les porines OmpF et OmpC, sous forme complexée
aux cations Mg®*. Les tétracyclines inhibent la synthése protéique en se fixant sur 'ARN 16S de la
sous unité 30S du ribosome bactérien. Le nombre de copies de I'opéron codant 'ARNr est variable
selon les espéces bactériennes. Il existe 6 sites de fixation, nommés Tetl a Tet6. Le taux
d’occupation de ces différents sites est variable (la plus grande affinité étant généralement pour Tetl).

Les tétracyclines interagissent avec les hélices 31, 34 et 44 qui sont les sites de liaison de I'ARNt. Par
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Figure 21 : Structure de la (a) tétracycline, (b) minocycline, (c) tigécycline.
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encombrement stérique, elles empéchent ainsi la liaison de I'aminoacyl-ARNt sur le complexe ARNm-
ribosome. De plus, elles interférent avec les systémes enzymatiques de la bactérie par un mécanisme

de complexation ionique (Mg®* en particulier)

® Un point sur la tigécycline (TYGACIL®)

Les glycylcyclines ont été découvertes en 1993, ce sont des analogues structuraux des tétracyclines,
synthétisés avec pour objectif de contrer la résistance médiée par des systemes d’efflux ou de
protection des ribosomes . La tigécycline, 1*
membre de la famille des glycylyclines, est un dérivé structural de la minocycline par addition d’'une

chaine tert-butyl-glycylamido au niveau du carbone 9 du cycle D du noyau tétracycline (Figure 21).

De méme que les tétracyclines, la tigécycline se fixe de maniére réversible au niveau de I'hélice 34 de
la sous-unité 30S du ribosome, empéchant la fixation de I'aminoacyl-ARNt au niveau du site A. Malgré
ce mécanisme commun, la tigécycline est capable de contrer les résistances développées par les
bactéries contre les tétracyclines. L'insensibilité de la tigécycline a ces mécanismes serait due a
I'existence de la chaine latérale supplémentaire : (i) les liaisons a la sous-unité 30S du ribosome
seraient plus fortes, et (i) cette chaine augmenterait I'encombrement stérique de la molécule,

empéchant la prise en charge par les systemes d’efflux

La tigécycline a été approuvée par la FDA en juin 2005. Les indications sont le traitement des
infections compliqguées de la peau et des tissus mous, ainsi que les infections abdominales
compliquées, chez les patients de plus de 18 ans. La tigécycline posséde un spectre d'activité plus
large que les tétracyclines (S. aureus, Enterococcus spp., S. pneumoniae, H. influenzae, M.
catarrhalis, Neisseria gonorrhoeae, Bacteroides fragilis, et la plupart des Entérobactéries), avec une
activité conservée sur les SARM, les Entérocoques Résistants aux Glycopeptides (ERG), et les
Entérobactéries productrices de BLSE (EBLSE). Cependant, cette molécule n’a aucune activité sur P.

aeruginosa, et une activité trés réduite sur Proteus mirabilis

A I'exception d’effets indésirables gastro-intestinaux, la tigécycline serait plutdt bien tolérée. Reste que
cette nouvelle molécule, dite appartenant a la « nouvelle » famille des glycylcyclines, présentent les
mémes effets indésirables (phototoxicité, coloration des dents), et les mémes contre-indications

(enfants, femmes enceintes) que les tétracyclines
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1.2.5.6. Acide fusidique (FUCIDINE®)

Dans les années 1960-1970, un composé issu de la fermentation du champignon Fusidium
coccineum s'avéra actif sur Staphylococcus spp., et fut appelé acide fusidique. L'acide fusidique est
aussi isolé a partir de Mucor ramannianus et de Isaria kogana. La structure générale de l'acide
fusidiqgue est trés voisine de celle des hormones stéroidiennes. Toutefois, cet antibiotique est

complétement dépourvu d'effet hormonal.

® Mécanisme d’action

Bactériostatique a faibles doses et bactéricide a des doses plus élevées.

L’acide fusidique agit en inhibant la synthése protéique, en se fixant au facteur EF-G d'élongation de

la traduction, ce qui empéche la fixation des amino-acyl-ARNt.

1.3. Relations structure-activité

L'exploration des relations structure-activité (RSA) constitue une des bases nécessaires afin de pré-
sélectionner ou de sélectionner une nouvelle molécule pour en faire un médicament. Ce principe
s’applique aux molécules antibactériennes. L'intérét de connaitre les RSA est double : optimiser les
propriétés d’'une nouvelle molécule et apporter une aide a la synthése et/ou a la sélection d’'une
nouvelle molécule... Sans compter pallier aux mécanismes de résistance déja identifiés chez les
bactéries !! La vraie question est de connaitre quelles sont les caractéristiques de la molécule que I'on
souhaite optimiser: (1) l'activité antibactérienne, (2) la non-susceptibilité aux mécanismes de
résistance bactérienne identifiés actuellement, (3) les performances pharmacocinétiques et
pharmacodynamiques, (4) les parameétres physico-chimiques (solubilité, absorption, diffusion

tissulaire), (5) la tolérance des molécules (réduction des effets secondaires).

1.3.1.1. RSA & activité antibactérienne

Le noyau central, avec la liaison carbonyl-lactame, est indispensable, bien que dépourvu d'activité

antibactérienne propre. La chaine latérale (R), joue aussi un role primordial [Bryskier, 2006]. Par
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Figure 22 : Exemples de relations structure-activité pour les céphalosporines.
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modification des cycles, et des substituants, il est possible de jouer sur différents paramétres (Figure

22):
- Amélioration de la pénétration au travers de la paroi des bactéries a Gram —

Elle est fonction de la taille des molécules, de leur hydrophilie, et de leur charge. Ainsi, la substitution
en a de la chaine latérale en position 6 par un groupement HSOj; (cefsulodine) ; ou par un
groupement acide isobutyrique sur I'oxime (ceftazidime) permet d’augmenter la concentration de ces
céphalosporines au niveau du périplasme, par amélioration de la pénétration a travers la membrane

externe des bactéries & Gram- [Bryskier, 2006].
- Amélioration de I'activité sur P. aeruginosa

L’affinité des céphémes pour leur cible est médiée par le cycle 2-amino-5-thiazolyle situé sur la
chaine latérale en position 7 du noyau cépheme. C’est ce cycle, avec une variante, le cycle 5-amino-
diathiazole, qui permet d’augmenter I'activité sur P. aeruginosa, en optimisant I'affinité pour les PLP
[Bryskier, 2006]. La deuxieme découverte permettant d'augmenter I'activité sur P. aeruginosa et S.
aureus a été celle des structures de type ammonium quaternaire en position 3 du noyau

cépheéme (cefpirome, céfépime), du fait du caractére zwittérionique des molécules.
- Amélioration de la stabilité & I’hydrolyse par les BLSE

La stabilité a I'hydrolyse par les BLSE a été obtenue par la substitution du carbone en position a par
un reste de type oxi-imine. Ce reste est le plus souvent substitué par un groupement méthyl qui agit
par encombrement spatial protégeant la liaison carbonyl-lactame. C’est le cas de la ceftriaxone et du

céfotaxime [Bryskier, 2006].

1.3.1.2. RSA & propriétés pharmacocinétiques

L’allongement de la demi-vie d’élimination permet de réduire le nombre de prises journalieres. Cette
amélioration a été obtenue pour plusieurs céphalosporines. Citons par exemple la ceftriaxone, dont le
noyau sur la chaine latérale en position 3 du noyau céphéme a permis d’obtenir une demi-vie
supérieure a 8 h : cela repose sur la substitution du groupement hydroxyl par un cycle triazine (Figure

22).
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Figure 23 : Genese des fluoroquinolones, d’'apres [Bryskier et al., 2006].
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1.3.1.3. RSA & effets indésirables

Les troubles de I'hnémostase ont été décrits a I'origine pour la benzylpénicilline. La relation entre la
structure et les saignements ont été étudiés principalement avec la carbéniciline et les
céphalosporines. La carbénicilline est une a-carboxy-pénicilline dont le carbone en position a est
substitué par un groupement carboxylique. Ce groupement a été rendu responsable des saignements

par une anomalie de I'agrégation plaquettaire [Bryskier, 2006].

Nous prendrons comme second exemple la présence d'un noyau thiométhyl-tétrazole sur la chaine
latérale en position 3, que l'on retrouve par exemple dans la structure du céfamandole. Ce
groupement augmente de fagon trés importante 'activité antibactérienne. Cependant, il a été montré
qu’il est aussi responsable de troubles importants de la coagulation par interférence avec le
métabolisme de la vitamine K; de plus il est responsable d'une intolérance a l'alcool par effet
antabuse. Ces troubles parfois graves de la coagulation ont conduit & I'arrét de sa commercialisation

malgré une activité antibactérienne trés intéressante [Bryskier, 2006].

Les pénémes et les carbapénémes sont hydrolysés par une enzyme d'origine rénale: la
dihydropeptidase (DHP-1). Les produits issus de cette hydrolyse sont inactifs et seraient responsables
du potentiel néphrotoxique de ces molécules. La substitution du carbone en position 1 par un

groupement méthyl en position B permettrait de réduire ce métabolisme.

1.3.2.1. RSA & activité antibactérienne

L'acide nalidixique est un dérivé de type 1,8 naphtyridone, non substitué. Une augmentation de
I'activité antibactérienne a été obtenue avec un dérivé de type quinoléine, I'acide oxolinique. Le
spectre antibactérien de ces molécules était pourtant limité a certaines Entérobactéries. La
substitution en 7 des pyridinones B-carboxyliques par un cycle pipérazine (acide pipémidique) ou
pyrrolidine (acide piromédique) a donné des molécules avec un élargissement du spectre
antibactérien. La 2°™ découverte fut celle de lintérét de l'ajout d'un atome de fluor (fluméquine).
L’association d’un noyau 7-pipérazinyl substitué ou non, et d'un atome de fluor a donné naissance aux

fluoroquinolones (Figure 23)
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Une autre découverte primordiale fut la mise en évidence de I'augmentation de I'activité (y compris sur
P. aeruginosa) de ces molécules par la chaine cyclopropyle (ciprofloxacine), remplacant la chaine
éthyl en position N1 (norfloxacine, péfloxacine). D'autres chaines ont été essayées, sans grand

succes.

Une augmentation de l'activité sur les cocci a Gram + a été obtenue avec un cycle de type
pyrrolidinyle substitué ou non, ou bicycligues (moxifloxacine). La substitution par un cycle 7-
azétidinyle permettrait d'augmenter I'activité antibactérienne, mais il semblerait que ce noyau soit
responsable d'effets secondaires de type hépatotoxicité. L'activité sur Mycobacterium tuberculosis,

serait, quant a elle, favorisée par la présence d’'un noyau de type quinoléine

Le mode d’action des quinolones se caractérise par une interaction spécifique avec I'’ADN gyrase et la
topoisomérase |V bactérienne, et non pour la topoisomérase |l humaine. La structure chimique a été
démontrée responsable de cette affinité. Ainsi, pour la lévofloxacine, la substitution en 4’ du cycle
pipérazinique et de la position 4 du groupement méthyl intervient dans la sélectivité, de méme que le

remplacement de I'atome d’oxygéne par un atome de soufre ou de carbone

1.3.2.2. RSA & propriétés pharmacocinétiques

La norfloxacine, une fluoroquinolone de type 7-pipérazynil, est modérément et uniquement absorbée
par voie orale. La substitution de I'azote en position 4’ du cycle pipérazinyl par un groupement méthyle
(péfloxacine), a permis d’obtenir une molécule absorbée a 100%, et une double formulation, orale et

intraveineuse

1.3.2.3. RSA & effets indésirables

Les fluoroquinolones se caractérisent par un certain nombre d'effets indésirables majeurs, dont la
phototoxicité. Il a été mis en évidence que la présence en position 8 d'un atome de fluor était
inducteur de phototoxicité. Les travaux de diverses équipes ont montré que les groupements les plus

favorables sont les groupes méthyl et méthoxy
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Tableau | : Relations structure-activité des principales familles d’antibiotiques.

Famille ou Classe

AT Relations structure/activité Structure chimique
d’antibiotiques

Antibiotiques inhibant la biosynthese de la paroi bactérienne

Noyau de base : acide 6-aminopénicillanique
(cycle thiazolidine lié au cycle B-lactame)

Substitution par acylation sur sa fonction
aminée

Différenciation des molécules par le radical
R:

- amélioration absorption par voie orale :

Pénicillines PN
pénicillines A

- protection contre I'hydrolyse par les
pénicillinases staphylococciques : radical
volumineux protégeant le cycle p-lactame

- élargissement du spectre aux Gram- :
groupement aminé en a de R

- élargissement du spectre : uréido- et
carboxy-pénicillines

Noyau de base : acide 7-
aminocéphalosporanique

Substitution en C; par des gpts électro-
capteurs = meilleure délocalisation des
électrons au niveau du cycle B-lactame H o 1
entrainant une amélioration de I'activité sur
les transpeptidases.

3
S

© chaine latérale R1

Céphalosporines Conditionne I'activité antibactérienne et la

résistance aux B-lactamases (plus R1 est
encombrant, plus hydrolyse importante).

© chaine R2
Détermine les propriétés pharmacocinétique.
© chaine R3

Protege le groupe B-lactame.

Dérivés de la thiénamycine.

© Présence d’'une double liaison , atome de §
soufre du cycle thiazolidine remplacé par un 7
atome de carbone. 1

=

Carbapenemes © Chaine latérale : grande stabilité vis-a-vis

des B-lactamases.

wZ—Q0OIL

© Chaine latérale thio-alcoyle : renforce
I'activité vis-a-vis de P. aeruginosa.
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Tableau | (suite) : Relations structure-activité des principales familles d’antibiotiques.

Famille ou Classe

d’antibiotiques Relations structure/activite Structure chimique

Antibiotiques inhibant la biosynthése de la paroi bactérienne

Monobactames B-lactames monocycliques
" R115
Groupement méthyl en 4 : stabilité aux f3- Wiz A .
lactamases V18
8 Nama 23 45 Ry6
Chaine latérale en 3 volumineuse : spectre r ’
étendu aux Gram — et sur Pseudomonas. N NZ oW
;
SN
10 /SS\\
Ho oy
Glycopeptides Heptapeptide cyclique sur lequel viennent se

greffer des sucres
mannose et glucosamine (teicoplanine)

glucose et vancosamine (vancomycine).

Fosfomycine Acide phosphonique 5 5 5
RSA ?? 3 & /0
-3 _:b /
4 HSC—W—/P\B
O HO  OH
1 8 10

Antibiotiques agissant au niveau de la membrane cytoplasmique

Polymyxines Peptide cyclique
RSA ??

Daptomycine Lipopeptide cyclique polyanionique
RSA ??

Antibiotiques inhibant la synthése des acides nucléiques

Rifamycines Noyau naphtaléne : N-amino-N'-
méthylpipérazine-hydrazone

RSA ??
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Tableau | (suite) : Relations structure-activité des principales familles d’antibiotiques.

Famille ou Classe

d’antibiotiques Relations structure/activite Structure chimique

Antibiotiques inhibant la synthése des acides nucléiques

Sulfamides Sulfamides : dérivés de I'acide para- )
aminobenzéne sulfonique (ou acide para- R4 N
aminobenzoique, PABA) o

[+]
3/ 8 ”,_,
RSA ?? "\ _,,/> ™

Triméthoprime Triméthoprime : cycle diaminopyridine + &,
substituants p sz b,

RSA ?? L L s

Quinolones Noyau de base : acide quinoléine-3-
Fluoroquinolones carboxylique avec gpt pipérazinyl en 7 et
atome de fluor en 6.

Molécules different par la substitution de N1,
en para du gpt pipérazinyl, du C8 par N8. o

O&

Les 1% générations portent en position 7 un N .t
cycle a6 C, les 2°™° générations présentent
un cycle plus petit. CHz—cHy 15

© COOH en 3 et C=0 en 4 : essentiels a
I'activité antibactérienne (permettent la fixation
de la molécule sur ADN gyrase).

© double liaison en 2-3 ne doit étre ni réduite,
ni substituée.

© cycle B doit étre aromatique. K e

© substituant en 2 défavorable : ) _/“f;\l/m CH2—cHy 2
encombrement stérique qui géne la fixation

© encombrement de N1 : pouvoir
antibactérien.

© fluor en 6 et substituant en 7 : augmentent
activité, élargit le spectre, améliore la diffusion
(par augmentation de la lipophilie).

Antibiotiques inhibant la synthése des protéines

Macrolides Macrocycle lactonique (comprenant un &
ensemble de 14, 15 ou 16 atomes)

- Sucre aminé attaché en position 5 du
macrocyle, appelé désosamine

- Sucre neutre attaché en position 3, appelé
cladinose (sauf pour les kétolides)

- Erythromycine : fonction cétone en position 9
du macrocycle, qui lui confére une instabilité
en milieu acide
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Tableau | (suite) : Relations structure-activité des principales familles d’antibiotiques.

Famille ou Classe
d’'antibiotiques

Relations structure/activité

Structure chimique

Antibiotiques inhibant la synthése des protéines

Lincosanides

Acide hygrique alkylé en position 4 et
substitué via une fonction amide par un
groupement 6-amino-thio-octopyrannoside

RSA ??

Synergistines

groupe A : lactones macrocycliqgues

u— C ’:‘.\\“ P 2 j:
[ s I Mo
groupe B : hexadepsipeptides cycliques T ¥ i !
Kétolides Dérivés semi-synthétique de 2°™ génération
de I'érythromycine % :
- substituant 3-kéto a la place du sucre de \ h‘ N
type L-cladinose A e,
- groupement méthyl en 6-O @
- groupement carbamate en position 11-12 '
- chaine aryl-alkyl supplémentaire
(augmentation de l'activité, absence de a
résistance croisée avec les MLS)
Phénicolés Dérivés de I'acide dichloroacétique, porteurs
aussi d'un phényle substitué. \\ _CH_C”H’C_"” B
Groupement dichloroacétamide : role +++ ”N_c
dans activité K Nt o
4
Oxazolidinones RSA ?7? ‘
'o/\f
th_\“/N k / “‘--IIIIII.I Iﬁl?
F/%/!h';‘l‘:/\‘g‘?\ c{cn,z«
12 8 |I ..".’
-.‘L_Iii_‘-\ NH
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Tableau | (suite) : Relations structure-activité des principales familles d’antibiotiques.

Famille ou Classe

d’antibiotiques Relations structure/activite Structure chimique

Antibiotiques inhibant la synthése des protéines

Aminosides Structure de base : aminocyclitol (cycle a 6
chainons avec des groupements amines),
auquel se lient par des ponts glycosidiques 2
(ou exceptionnellement 3 dans la néomycine)

hexoses.

:150\ R"
- L'aminocyclitol est soit la streptidine (dansla =\ o "’”*“7};77" L
streptomycine) ou la 2-désoxystreptamine P \__,~“--1,;--- : ”‘?.\ W | \H’“ '3
(dans tous les autres aminoglycosides). “ % 0/>"“Z_ﬁ \ O 0

- Les sucres sont liés a I'aminocyclitol en
position 4 et 6 pour I'ensemble des
aminoglycosides, a I'exception de la
néomycine pour lesquelles les sucres sont liés
en position 4 et 5.

Tétracyclines Noyau perhydro-naphtacéne-carboxamide.
Substitution en 5,6,7 ou 2.

© Absence du gpt OH en C6 : plus grande
liposolubilité.

© Gpt basique N-amidinodiméthyle en C4
indispensable a 'activité. 2R

Tigécycline : chaine tert-butyl-glycylamido en
position 9 du cycle D (non susceptibilité aux
mécanismes de résistance aux tétracyclines)

Acide fusidique RSA ?7?

CHy
6 HO

CHy
ph

Antibiotiques « inclassables »

Nitrofuranes RSA ??
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[l. Antiseptiques cationiques : cibles et mécanismes d’action

Les antiseptiques sont utilisés depuis des siecles, comme agent conservateur de I'eau ou des
aliments, mais aussi par exemple dans I'art de la momification (balsamines). Des composés variés
possédant des propriétés anti-infectieuses (vinaigre, vin, miel, chlorure mercurique...) sont utilisés
depuis l'Antiquité, de facon empirique, pour la désinfection des plaies. Le développement de

eme

I'antisepsie chirurgicale remonte au 197" siécle, avec l'introduction de l'usage de désinfectants. Les

1% agents introduits a cette période étaient des dérivés halogénés (relargant du chlore) et le
peroxyde d’hydrogene. D’'autres composés tels que les ammoniums quaternaires (QAC, « Quaternary
Ammonium Compounds ») ou la chlorhexidine ont été introduits plus récemment. Une étude récente,
menée en dermatologie (773 dermatologues de ville), a montré que les six traitements les plus utilisés
sont I'hexamidine (37%), l'association chlorhexidine-chlorure de benzalkonium (28%), la CHX

alcoolique (16,5%), la chlorhexidine en solution aqueuse (7%), la polyvidone iodée (6%), et

I'association hexamidine-chlorhexidine (1,8%)

2.1. Classification

Sous le terme d’ammoniums quaternaires sont regroupés un ensemble de molécules aux propriétés
biologiques diverses : curarisants, muscariniques, inhibiteurs neuro-musculaires, et anti-infectieux.
Les ammoniums quaternaires sont des composés bipolaires comportant un péle hydrophile et un pole
hydrophobe cationiques. Ces propriétés en font des agents surfactifs cationiques avec une activité
antibactérienne et détergente. Les ammoniums quaternaires ont été largement utilisés comme
antiseptiques de la peau, des plaies et des muqueuses ; en effet, en plus de leurs propriétés
antiseptiques, ce sont des agents mouillants qui s'étalent a la surface de la peau et des muqueuses,

ce qui facilite la pénétration jusqu’aux infractuosités

La structure générale des ammoniums quaternaires est assez simple: association entre un

groupement nitrogéne quaternaire et au moins un substituant hydrophobe (Figure 24).

50



Figure 24 : Structure du (a) chlorure de tétradécyldimethylbenzylammonium (un des éléments du
mélange, en C14); (b) bromure de tetradecyltrimethylammonium (cétrimide), d'aprés [Gilbert &

Moore, 2005]. Les contre-ions ne sont pas figurés. Les groupements cationiques sont entourés en
bleu, les chaines hydrophobes en rose.

Figure 25 : Structure chimique de la chlorhexidine (a) et de l'alexidine (b), d'aprés [Gilbert & Moore,

2005]. Les contre-ions ne sont pas figurés. Les groupements cationiques sont entourés en bleu, les
chaines hydrophobes en rose.
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Les composés les plus utilisés sont :

0] le cétrimide : mélange de bromures de n-alkyltriméthylammonium (n = 8 a 18 carbones),
(CETAVLON®) (et que I'on retrouve aussi dans les milieux de culture gélosés sélectifs

pour P. aeruginosa) ;

(ii) les chlorures de benzalkonium : mélange de chlorures n-alkyldiméthylbenzylammonium (n

= nombre spécifique et constant) (BISEPTINE®).

® A noter: les ammoniums quaternaires sont incompatibles avec les savons et les composés

anioniques. lls sont inactivés en présence de fibres de cellulose ou de coton

Récemment des monomeres de sels d'ammoniums quaternaires ont été synthétisés et évalués sur

différentes souches bactériennes associées a des infections buccales

TOXICITE

Méme si ces composés sont trés actifs, des données de la littérature suggerent leur haut pouvoir
toxique in vitro : sur cellules conjonctivales humaines (ATCC CCL-20.2) [Debbasch et al., 1999],
cellules NHEK(F) (kératinocytes humains embryonnaires), NB1RGB (fibroblates), JM (cellules de
lymphome T), érythrocytes & BEAS-2B (cellules épithéliales bronchiques humaines) [Nagamune et
al., 2000 ; Deutsche et al., 2006]. Les bis-QACs ont une dose létale 50% (DLso) inférieures au
benzalkonium chloride, et les DLg restent trés inférieures aux CMI : le rapport activité/toxicité reste

bon [Nagamune et al., 2000].

2.1.2.1. Chlorhexidine & Alexidine

eme

Les biguanides ont été synthétisé au début du 20 siéecle, et ont donné naissance a des composés
aux propriétés pharmacologiques variées (antipaludéen, antidiabétique, antiprotozoaire,
antiseptique...) . Les 1%® molécules ont été synthétisées a partir de dérivés de
I'acide para-aminobenzoique ; 3 composés se sont détachés du lot, I'acide 3-hydroxy-, ou 3-chloro-4-
aminobenzoique, et l'acide 3-4-diaminobenzoique. Une activité antibactérienne marquée a été

obtenue au départ pour des mélanges de polyhexaméthylene biguanides, obtenus par réaction entre
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de I'hexaméthyléne bis-diacyanodiamide et 'hexaméthyléne diamine [Gilbert & Moore, 2005]. Dans la
série de molécules obtenues, une activité antibactérienne optimale a été obtenue pour le
bisbiguanide : 1,6-bis(4’-chlorophenylbiguanide) hexane. Cette molécule a été appelée chlorhexidine

(Figure 25). Elle a été commercialisée en France en 1972.

La chlorhexidine est probablement I'antiseptique le plus utilisé actuellement, en particulier dans les
produits de lavage des mains, et les bains de bouche, mais aussi comme désinfectant des plaies, ou
agent conservateur. Cela est di a son spectre relativement large et a son pouvoir irritant faible au
niveau cutané [McDonnell & Russel, 1999]. L’alexidine, quant & elle, est une molécule proche de la
chlorhexidine, ou les groupements éthylhexyl terminaux remplacent les groupements chlorophénol,

avec une activité plus importante sur les bactéries responsables de la plaque dentaire.

® Les minéraux, I'eau dure et un pH>8 provoquent une précipitation de la chlorhexidine. Les protéines

et les matiéres organiques diminuent I'activité

TOXICITE

Caumes et coll., ont montré que les taux d’effets indésirables les plus élevés étaient trouvés avec
I’'hexamidine et I'association chlorhexidine-chlorure de benzalkonium . Dans une

autre série de 4567 malades, ayant au moins un test cutané positif a l'allergéne testé, les

antiseptiques les plus souvent en cause sont la chlorhexidine (12°™ rang), 'hexamidine (16°™ rang)

eme

et le chlorure de benzalkonium (26 rang) . Plus récemment, dans un étude
in vitro, Giannelli et coll., ont souligné I'importance de la toxicité de la chlorhexidine sur diverses
lignées cellulaires (cellules ostéosarcome humain, fibroblastes murins, cellules d’endothéliome murin),

et recommandé un usage raisonné de cet antiseptique en odontologie [Giannelli et al., 2008].

Raison de ['utilisation de cet antiseptique dans notre étude :

Cet antiseptique couramment utilisé en thérapeutique a été choisi pour sa structure bis-biguanide
mais aussi pour son spectre d’activité, a la fois orienté Gram — et Gram +. Aucun antibiotique, a notre
connaissance, ne porte de fonction guanidinium. La chlorhexidine, en tant que bisbiguanide et

antiseptique cationique nous est apparu en conséquence comme un bon comparateur.
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2.1.2.2. Polyhexaméthyléne biguanides (PHMB)

Par comparaison aux autres antiseptiques, les PHMB sont reconnus comme ceux ayant I'activité
antibactérienne la plus intéressante, mais patissent d’une définition chimique médiocre (Figure 26).
De nombreux essais ont été réalisés afin de mieux rationaliser la composition de ces produits, mais se
sont avérés infructueux, limitant leur usage pharmaceutique. Cependant, les PHMB ont été
commercialisés comme agents antibactériens a large spectre dans diverses applications telles que les
désinfectants de piscine (BAQUACIL™), ou agents conservateurs pour les PVC (VANQUISH™).
Malgré de grandes similarités d'action et de spectre avec les biguanides, les PHMB possédent
d'autres propriétés, les rendant plus aptes a un usage en tant que désinfectant-décontaminant :

moindre toxicité, absence de couleur, d’odeur ou de golt

Les diamidines aromatiques (Figure 27), comme la pentamidine, ont été beaucoup étudiées depuis
les années 1930, depuis qu’une activité significative a été découverte sur les trypanosomes [Soeiro et
al., 2005]. Les 1*® publications faisant état d’une activité antibactérienne des diamidines datent des
années 40 Depuis, de nombreuses études ont montré I'activité
intéressante des diamidines sur différents pathogénes, tels que des bactéries, des fungi ou des
protozoaires. La propamidine est utilisée pour le traitement des kératites a Acanthamoeba, et
d'autres infections de la cornée . La pentamidine est active
sur Pneumocystis jiroveci, pathogene opportuniste responsable de pneumopathie chez le patient
sidéen . La pentamidine et ses analogues ont par ailleurs montré une action
significative sur divers parasites tels que Giardia lamblia, Plasmodium falciparum ou Leishmania spp.

. L’hexamidine est, quant & elle, un antiseptique trés utilisé, aux applications
variées : infections cutanées, acné, infections amibiennes de la cornée... Certains auteurs ont
cependant montré une efficacité moindre de I'hexamidine par comparaison a la chlorhexidine, et en
particulier une perturbation de la flore cutané plus durable (retour a la composition initiale dans un
délai plus long) . D’autres ont démontré, au contraire, un respect de la flore
cutanée . Les données sont contradictoires, sans qu'une réelle étude de

la toxicité des diamidines aromatiques n’ait été menée.
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Cependant, malgré leur activité anti-infectieuse bien connue, les diamidines se caractérisent par des
effets indésirables notoires (cardiotoxicité, néphrotoxicité, complications pancréatiques), et souffrent
d’'une faible biodisponibilité par voie orale, qui rend leur usage limité [Werbovetz, 2006]. De nouveaux
composés ont alors été synthétisés afin de trouver un meilleur compromis entre efficacité et toxicité.
Récemment, des dérivés diarylthiophéne diamidines ont montré une activité intéressante sur
Trypasonoma cruzi [da Silva et al., 2008]. Aucune recherche n’est par contre actuellement menée, a

notre connaissance, sur des dérivés de I'hnexamidine, a visée antibactérienne.

TOXICITE

Des cas de dermatoses de contact, de photosensibilité ou d'allergie systémique ont déja été décrits
. Une étude récente a montré sur un panel de 200 volontaires une absence d'irritation,
d’'inflammation ou de sensibilisation, aprés contact cutané avec une solution d’hexamidine a 0,1%. Un

cas de photosensibilisation et un cas d’allergie ont été rapportés.

Raison de l'utilisation de cet antiseptique dans notre étude :

Cet antiseptique couramment utilisé en thérapeutique a été choisi pour sa structure diamidine
(proximité de groupements fonctionnels avec le Cx1). Aucun antibiotique, a notre connaissance, ne
porte de fonction guanidinium. L’hexamidine, en tant que diamidine, et antiseptique cationique nous

est apparu en conséquence comme un bon comparateur.

2.2. Mécanismes d’action

L’activité antibactérienne des antiseptiques est aujourd’hui bien appréhendée, méme si I'activité sur
les isolats cliniques multi-résistants aux antibiotiques (BMR, Bactéries MultiRésistantes), reste encore
trop peu évaluée. Du fait de I'émergence d’'une résistance aux antiseptiques, et d'une possible
résistance croisée antiseptiques/antibiotiques, il est nécessaire, a I'heure actuelle, de mieux
comprendre le mécanisme d’action des antiseptiques, afin d’optimiser les nouveaux composeés, en
terme d’efficacité et de non susceptibilité aux mécanismes de résistance identifiés actuellement, ainsi

gue pour prévenir la dissémination des résistances
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Figure 28 : Principaux modes d'action des antiseptiques sur les bactéries a Gram — et a Gram +

(d’aprés [Fleurette et al., 1995]).
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Les antiseptiques sont actifs sur une multitude de microorganismes, mais l'activité peut étre trés
variable d’une souche a l'autre au sein d’'une méme espéce. La classification de Favero & Bond est
une aide précieuse pour le choix de la molécule appropriée, mais ne permet pas d’appréhender la
facon dont les microorganismes réagissent [Maillard, 2002]. Parmi les formes végétatives
bactériennes, les Mycobactéries sont les plus résistantes, suivies par les bactéries a G-, les bactéries
a G+ étant les plus sensibles. Ce défaut de pénétration des antiseptiques est a mettre en relation avec
la composition et la structure de la paroi des bactéries, et non pas avec une différence de cibles
membranaires. La structure de base et la composition du cytoplasme et de la membrane
cytoplasmique sont bien conservées entre les différentes espéces bactériennes, méme s'il existe
quelques petites différences. En terme de sensibilité aux antibiotigues et aux antiseptiques, la
structure et la composition de la membrane externe est intéressante puisqu’elles different de fagon
importante entre les genres. Il est accepté par la communauté scientifique que la membrane externe
est responsable des réponses variables aux antibiotiques et aux antiseptiques. Par exemple, la
membrane externe des bactéries a G-, et la paroi des Mycobactéries jouent un rble de barriere
imperméable et sont responsables des résistances naturelles des bactéries aux composés
antibactériens. La structure de la paroi, 1 interface entre les bactéries et les molécules, est donc de
1 importance pour la compréhension de lefficacité et du mécanisme d'action des composés
antibactériens . Nous en discuterons plus loin, a propos des molécules étudiées dans

ce travail.

Il est généralement admis que, contrairement aux antibiotiques, les antiseptiques ont plusieurs
cibles thérapeutiques, et que la conjugaison de I'ensemble de ces actions entraine un effet
bactéricide (Figure 28). Les effets bactériostatiques, généralement obtenus pour de faibles
concentrations, peuvent correspondre a une activité réversible sur la membrane cytoplasmique ou a
I'atteinte d’'une activité enzymatique. L'essentiel de la recherche sur les mécanismes d’'action a été
mené dans les années 60 et 70, et a fait I'objet de trés peu de publications et de nombreuses
inconnues demeurent. Des termes génériques tels que « agents agissant sur la membrane » ou
« détergents biologiques » ont longtemps été utilisés, soulignant le manque de spécificité d’action de
ces composés. L'analyse de la littérature suggére que les ammoniums mono-quaternaires (QAC,
cétrimide CETAVLON®, chlorure de benzalkonium), les ammoniums bi-quaternaires et les bis
biguanides (chlorhexidine, BISEPTINE®), et les biguanides polymériques (VANTOCIL®, COSMOCIL®)

présentent de nombreuses similarités d’action, les différences essentielles résidant dans la nature de
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leurs interactions avec la paroi bactérienne [Gilbert & Moore, 2005]. Diverses revues ont entrepris de

mieux expliciter ces points communs et différences, c’est ce que nous allons étudier dans ce chapitre.

La surface de la paroi bactérienne possede une charge globale négative, stabilisée par la présence de
cations divalents tels que Ca** ou Mg*. Cette charge est portée par les acides teichoiques et les
chaines polysaccharidigues du peptidoglycane chez les bactéries a Gram+, et par le
lipopolysaccharide (LPS) chez les bactéries a Gram-, ainsi que par la membrane cytoplasmique

. Cela est donc trés peu surprenant que de nombreux composés antibactériens soient
des dérivés cationiques, ayant une forte affinité pour la surface bactérienne. La création de telles
interactions requiére uniquement une forte charge positive, ainsi qu'une région hydrophobe,
permettant a la fois l'attachement a la surface bactérienne et l'intégration dans la membrane
cytoplasmique (et/ou membrane externe chez les bactéries a Gram-). Les effets de telles
interactions peuvent aller d’'une simple altération de la paroi, entrainant une perturbation de la
croissance, a une lyse cellulaire ; le degré d’atteinte dépendant pour la plupart des composés de la

concentration utilisée

Le mode d'action supposé des QAC mettrait en jeu une perturbation générale de la bicouche
phospholipidique de la membrane plasmique (et de la membrane externe des bactéries a Gram -), et
un relargage progressif des constituants intracellulaires. A de faibles concentrations, les QAC se
lieraient aux groupements anioniques de la membrane, entrainant la perte de la capacité de régulation
de la pression osmotique et le relargage des ions K' et H" [Gilbert & Moore, 2005]. A des
concentrations moyennes, ils perturbent certaines fonctions physiologiques de la membrane telles que
la respiration, le transport de solutés, ou la biosynthése de la paroi. Aux fortes concentrations
généralement utilisées dans les produits commerciaux, la lyse des bactéries est obtenue par

solubilisation des membranes et relargage du contenu cellulaire.

Si I'on observe les interactions a un niveau moléculaire, I'action des QAC reléve d'une interaction

entre les groupements NH, chargés positivement et les tétes phospholipidiques (Figure 29). La chaine
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Figure 29 : Schéma représentant les différentes étapes de linteraction entre les ammoniums

guaternaires et les membranes bactériennes.

Les étapes a a f montrent I'adsorption progressive de la téte cationique avec les phospholipides,
fonction de l'augmentation de la concentration en QAC. Cela entraine une diminution de la fluidité et

la création de domaines hydrophiles dans la membrane (d’aprés [Gilbert & Moore, 2005]).
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hydrophobe s’inclut ensuite au sein de la bicouche hydrophobe. A la concentration minimale inhibitrice
(CMI), ces interactions augmentent la pression de surface, diminuent la fluidit¢ membranaire et la
température de transition de phase. La membrane subit alors une transformation de I'état fluide & un
état liquide cristallin, ce qui aboutit a une perte de ses fonctions physiologiques. L’hydrophobicité de la
membrane diminue, et les phospholipides se réorganisent en arrangements hexagonaux stables. Aux
concentrations usuelles, les QAC forment des agrégats micellaires qui solubilisent les composants

hydrophobes de la membrane (lipide A, phospholipides...) (Figure 29) [Gilbert & Moore, 2005].

L'activité des ammoniums quaternaires est fonction de leur lipophilie, c’est-a-dire de la longueur de la
chaine alkyl. Pour les bactéries a Gram + et les champignons, I'activité est maximale pour une chaine
de 12 a 14 carbones ; pour les bactéries a Gram -, cette activité optimale est obtenue pour n = 14-16.
Les composeés avec n < 4 et n > 18 sont inactifs [Gilbert & Moore, 2005]. A partir de n = 10 carbones,
I'activité antibactérienne augmente : l'attraction entre les chaines hydrophobes adjacentes est
supérieure a la répulsion entre les tétes nitrogéne chargées. Les diméres formés interagissent plus
fortement avec les membranes, que les monomeres, et ont un pouvoir de solubilisation supérieur
[Daoud et al., 1983]. Sur les biofilms, I'activité est fortement diminuée, et maximale pour une chaine a
12 C pour P. aeruginosa et S. aureus (augmentation de I'hydrophilie des bactéries lorsqu’elles sont

associées dans un biofilm) [Campanac et al., 2002].

2.2.3.1. Chlorhexidine et Alexidine

Les travaux initiaux sur le mécanisme d'action de la chlorhexidine ont été mené par Hugo &
Longworth, dans les années 60. Cette équipe avait montré que I'action de la chlorhexidine sur E. coli
et S. aureus était trés rapide, dépendant a la fois de la concentration en chlorhexidine (CHX) et du pH.
Les dommages au niveau de la paroi sont visibles, mais insuffisants pour entrainer la lyse et la mort
cellulaire. La CHX passe ensuite au niveau cytoplasmique, probablement par diffusion passive, et

attaque les protéines et les composants intracellulaires, ce qui s'accompagne de la mort cellulaire

Les bisbiguanides ont un mécanisme d’action similaire aux QAC : les groupements biguanides se lient

de fagcon covalente aux sites anioniques de la paroi, en particulier au niveau des phospholipides et

57



Ca*t

{a) (b}

Ca+

Ca++

Chiorhexidine Hydraphilic domain

e

Phespholipids Protain

Figure 30 : Représentation schématique de linteraction de la chlorhexidine avec la membrane
bactérienne. Sont représentées les différentes étapes conduisant a la diminution de la fluidité

membranaire, en fonction de I'exposition au bisbiguanide (d'aprés [Gilbert & Moore, 2005]).
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des protéines. Cette liaison est plus forte que celle créée avec les QAC, et peut entrainer des
déplacements de cations divalents (Ca®*, Mg®). Une des différences majeures entre les biguanides et
les QAC est la capacité des chaines hydrophobes des QAC a solubiliser la membrane, capacité que
ne possedent pas les biguanides. Les chaines alkyl sont moins longues (6 carbones en moyenne,
contre 12 a 16 pour les QAC), et par conséquent, non flexibles, et incapable de s'intégrer dans la
bicouche phospholipidique. La chlorhexidine agirait plutét par formation de ponts entre les paires de
phospholipides adjacents, chacune des tétes se liant & un groupement biguanide, déplacant ainsi les

cations divalents (Figure 30) [Gilbert & Moore, 2005].

Il est intéressant de constater que la distance entre deux tétes phospholipidiques est exactement
équivalente a la longueur de la structure hexaméthyléne. Cela expliquerait la réduction importante
d’'activité des bisbiguanides lorsque la chaine est inférieure ou supérieure a 6 carbones. De telles
interactions conduisent a une diminution de la fluidité membranaire a faible concentration, ce qui
affecte I'osmorégulation, et les fonctions métaboliques de la membrane. Des effets tels qu'un
relargage du contenu cellulaire, et une inhibition de la respiration et du transport de solutés ont été
rapportés. A concentration plus élevée (concentrations usuelles), les interactions sont plus
importantes : la membrane passe a un état liquide cristallin, avec perte de son intégrité structurelle, et

perte irréparable de matériel cellulaire [Gilbert & Moore, 2005].

2.2.3.2. Polyhexaméthyléne biguanides (PHMB)

Lorsque I'on considére des mélanges purifiés, avec respect d’'une longueur de chaine donnée, il a été
observé que I'activité antibactérienne augmente de facon significative avec la longueur de la chaine,
contrairement aux biguanides, dont I'activité diminue au dela de n = 6. Les dérivés se terminant par
une amine, correspondant aux biguanides mais bien moins actifs, sont beaucoup plus efficaces au
dela de n = 10 [Gilbert & Moore, 2005]. Cela semble similaire a ce qui a été observé, par exemple,

avec les QACs.

Figure 31 sont représentées les interactions entre les PHMB et la paroi bactérienne. Comme les
bisbiguanides, les PHMB se lient rapidement a la paroi des bactéries (au niveau du LPS, du
peptidoglycane et de la membrane cytoplasmique), entrainant un déplacement des ions Ca**, et donc
une déstabilisation de la paroi [Broxton et al., 1984a ; 1984b]. Les groupements hexaméthyléne sont

hydrophobes, mais insuffisamment flexibles pour permettre une insertion dans la membrane,
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Figure 31 : Représentation schématique de l'interaction des PHMB avec la membrane bactérienne.
Sont représentées les différentes étapes conduisant a la diminution de la fluidité membranaire, et a la
formation de domaines phospholipidiques individuels. Cela aboutit a la formation de domaines

hexagonaux, car plus stables, et a une dissolution de la membrane (d’aprés [Gilbert et al., 2005]).
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contrairement a ce qui peut étre obtenu avec les QACs. De méme que pour les bisbiguanides, les
interactions mettent en jeu la formation de ponts entre les tétes phospholipidiques. Les PHMB se
concentrent au niveau de sites membranaires ou la densité de charge est maximale (sites protéiques).
Cela entraine une perte de fonction de ces protéines, par modification de I'environnement
phospholipidique et de la charge globale : perte des fonctions de transport, de biosynthése et de
métabolisme (comparable a ce qui est obtenu en présence de chlorhexidine) [Gilbert & Moore, 2005].
Broxton et coll.,, ont de plus montré une fixation préférentielle sur le phosphatidylglycérol et le
diphosphatidylglycérol, plutdt que sur la phosphatidyléthanolamine et la phosphatidylsérine [Broxton et

al., 1984c].

Cependant, par comparaison aux bisbiguanides dont la structure est parfaitement définie, la nature
polymérique variable des PHMB permet la création d’interactions pas seulement entre deux tétes
phospholipidiques adjacentes. Plutét qu’'une adsorption sur la membrane au niveau des sites
anioniques, les PHMB séquestrent les phospholipides avec formation de domaines [Broxton et al.,
1984c]. La distribution normalement homogéene des phospholipides, associés a des protéines,
association aux fonctions biologiques parfaitement définies, se transforme en une mosaique de
domaines individuels. Chacun de ces domaines a des propriétés de transition de phase différentes,
fragmentant la membrane en domaines fluides ou liquides cristallins. Cela aboutit a un relargage du
contenu cellulaire, par augmentation de la perméabilité membranaire [Gilbert & Moore, 2005]. La
capacité des PHMB a créer des domaines phospholipides est fonction de la longueur de la chaine
alkyl : plus elle est longue, plus les domaines formés peuvent étre importants, et plus efficace est la

déstabilisation membranaire [Ikeda, 1991].

Des travaux ont montré que l'activité de ces dérivés bis(amidinophenoxy)alkanes, serait due a une
interaction directe avec le génome des microorganismes . Des
changements morphologiques ont été rapportés au niveau des sites contenant '’ADN extranucléaire
chez les protozoaires traités avec la pentamidine . Il a été montré plus tard, que la
pentamidine est capable de se fixer au niveau des boucles mineures de 'ADN, avec une préférence

pour les zones riches en A-T
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Figure 32 : Exemple de diamidines interagissant avec les séquences riches en GC de 'ADN, d’'aprés

. Les liaisons hydrogéne potentielles sont figurées en blanc.
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Des études ont montré le lien entre la longueur de la chaine alkyl centrale et I'efficacité anti-
amibienne. Le trois composés les plus actifs sont la propamidine, I'hexamidine, et la pentamidine

. Fort de ce constat, une équipe a étudiée I'influence de la longueur de la chaine
alkyl sur la fixation a I'ADN. lls ont ainsi montré que la propamidine, la pentamidine, et a un degré
moindre, I'hexamidine, sont capables de se lier spécifiquement a certaines séquences d’ADN,
contenant au moins 4 répétitions A-T consécutives. La fixation de la butamidine, de I'heptamidine, de
I'octamidine et de la nonamidine n'est que peu sélective. Ces auteurs ont par ailleurs démontré
I'importance de la conformation en double hélice, qui joue un réle déterminant dans la fixation des
diamidines . Ces constatations indiquent que la fixation sur les séquences A-T doit
jouer un roéle dans l'activité biologique des diamidines, mais aucune corrélation simple ne semble

exister entre liaison & I'ADN et efficacité pharmacologique.

Récemment, une équipe a montré que certains composés de type diamidine (trés différents
cependant de I'hexamidine, en terme de structure) étaient capables d’interagir avec 'ADN au niveau

de zones riches en G-C (Figure 32)
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[1l. Composés cationiques antibactériens : quoi de neuf ?

Dans ce contexte, une approche attractive est le développement d'agents antibactériens ciblant la
membrane des bactéries a Gram -, ou la paroi (peptidoglycane) des bactéries a Gram +. En effet, ces
structures constituent une cible idéale dans la mesure ou elles sont hautement conservées d’'une
espece a une autre. Développer une résistance vis-a-vis de molécules agissant au niveau pariétal
nécessite des changements majeurs au niveau de la structure méme de la bactérie, ce qui peut
modifier la perméabilité membranaire, et ainsi entrainer une modification de I'apport de nutriments
(mutant métaboliquement non compétitif), ou méme une sensibilité accrue a certains autres
antibiotiques. L'équilibre est plus difficile a maintenir pour la bactérie, et I'adaptation plus lente a se

mettre en place (tout en moins en théorie, ce qui nous laisse espérer avoir une longueur d’avance !).

3.1. Peptides antimicrobiens

3.1.1. Structure

Les peptides antimicrobiens sont des composants clés des systemes de la défense immunitaire innée,
non adaptative, des organismes pluricellulaires, animaux et végétaux [Hancock, 1999 ; Hoffmann et
al., 1999 ; Ganz & Lehrer, 1999]. Il s’agit d'un ensemble de petites protéines, comportant 20 a 50
acides aminés, uniqguement de type L, qui partagent un caractere cationique et des propriétés
amphiphiles. Ce sont donc des molécules naturelles, possédant de par leur nature, des fonctions
antibactériennes, antifongiques, voire antivirales. L'expression des geénes codant ces peptides est
constitutive ou induite en réponse a une infection. Dans la plupart des cas, I'expression des peptides
antimicrobiens est locale : cellules phagocytaires, épithélium ou graines, racines, feuilles chez les
plantes. Les peptides cationiques antimicrobiens présentent une grande diversité structurale, et la

classification compte habituellement 3 grandes familles (Figure 33) [Andres & Dimarcq, 2006]:

1) les peptides linéaires formant des hélices

Les cécropines et les magainines sont les prototypes des peptides trés fortement cationiques,

ers

formant des hélices a. Les cécropines furent les 17~ peptides antimicrobiens cationiques entierement

caractérisés, a partir des nymphes du papillon Hyalophora cecropia, au début des années 80.

61



Figure 33 : Exemple de structure de peptides cationiques, d'aprés [Jenssen et al., 2006].

A : B-défensine-2 humaine : B : thanatine ; C: polyphemusine ; D : défensine-1 (rein de lapin); E:

magainine ; F : indolicidine.
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2) les peptides possédant un ou plusieurs ponts disulfures

Ce groupe est quantitativement le plus important. Il est composé de peptides de 2 a 5 kDa, contenant
2 a 8 résidus cystéine engagés dans des ponts disulfures intramoléculaires. Dans cette famille

figurent les défensines o et B de mammiféres, celles des insectes et celles des plantes. Selon leur

origine, les défensines ont des structures tridimensionnelles et des activités différentes :

- les défensines de mammiféres sont formées de feuillets  antiparalléles stabilisés par 3 ponts

disulfures ; elles sont principalement actives sur les bactéries a Gram + et a Gram -.

- les défensines d'insecte (3 ponts disulfures, anti-Gram +) et celles des plantes (4 ponts
disulfures, antifongiques) partagent un méme motif structural dont I'élément central est une

hélice o reliée a un feuillet g antiparallele par deux ponts disulfures.

On trouve aussi dans cette famille des peptides plus petits, dont la structure dans I'espace forme une
épingle a cheveux. L’'exemple est la protégrine |, produite par les leucocytes de porc, et qui présente

des similitudes structurales avec des peptides antimicrobiens de limule.

3) les peptides contenant un pourcentage élevé d'un acide aminé autre que la lysine ou
I'arginine. Cette famille trés hétérogene rassemble des peptides dont la composition est

dominée par un type d'acide aminé :

- histidine dans les histatines retrouvées dans la salive humaine,

- tryptophane dans les indolicidines isolées chez les bovins,

- proline et glycine dans de nombreux peptides d'insectes.

Certains peptides riches en proline ont la particularité d'étre O-glycosylés, et il a été montré que ces
substitutions étaient importantes pour I'activité ainsi que pour la stabilité dans les liquides biologiques

[Bulet et al., 1999].

Quatre caractéristiques peuvent définir I'activité de ces peptides :

0] toxicité sélective vis-a-vis des cellules procaryotes (bactéries) du fait de I'affinité

pour la membrane bactérienne chargée négativement ;

(i) activité bactéricide rapide (cible membranaire) ;
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Figure 34 : Différents modes d’action proposés pour les peptides cationiques antibactériens. D'apres
[Jensen et al, 2006].
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(i) activité a large spectre (cible commune aux bactéries a Gram + et a Gram -) ;

(iv) absence d'induction de mutants résistants. En effet, pour développer une
résistance vis-a-vis des peptides antibactériens, les bactéries doivent changer la
structure de leur paroi, ce qui risque d’altérer sa fonction de barriére, d’'augmenter

la perméabilité et donc de favoriser I'activité d’autres antibiotiques.

Les principaux inconvénients de ces produits naturels est qu'ils sont difficile a synthétiser et donc a
modifier pour en améliorer les propriétés ; et I'existence d'une activité hémolytique importante a

longtemps freiné leur développement en clinique [Ding et al., 2002].

3.1.2. Mécanisme d’action

Le mode d’action des peptides antimicrobiens est surtout connu pour les peptides a hélices o comme
les cécropines ou les magainines. Les peptides cationiques exerceraient leur activité bactéricide par
perméabilisation de la membrane, par un effet de type détergent, avec parfois la formation de pores.
Ce mécanisme d’action est tres rapide, et indépendant de Il'interaction avec une cible moléculaire
unique. Il existe cependant une certaine spécificité d'action. Ainsi, la formation de pores par la
magainine se fait préférentiellement dans les membranes riches en phospholipides anioniques
comme celles des bactéries. En dépit de la diversité de la séquence en acides aminés, et de la
structure (feuillets B, hélices a, boucles...) des peptides antimicrobiens, ils possedent tous la méme
organisation en trois dimensions. Ce sont toutes des molécules amphiphiles, avec une face
hydrophobe, et une face hydrophile chargée. Du fait de cet arrangement et de la composition de la
paroi bactérienne, les peptides cationiques antibactériens agissent aprés interactions avec la
bicouche phospholipidique des membranes. Un des modéles du mode d’'action de ces composés est
appelé le modele Shai-Matsuzaki-Huang, présenté Figure 34. Les peptides sont habituellement non
organisés en solution. Aprés interaction avec la membrane, ils adoptent une structure tri-
dimensionnelle, de facon a ce que la molécule devienne amphiphile, avec la face chargée
positivement interagissant avec les tétes phospholipidiques anioniques. Le peptide s’intégre ensuite
au sein de la bicouche (cette insertion a été montrée par microscopie a force atomique, et diffraction
des rayons X) ; il y a ensuite formation de canaux, mais si ce processus est encore mal compris. Ce
phénomeéne dépend a la fois du peptide, et des propriétés de la paroi (phase, élasticité, longueur des

chaines hydrophobes, degré d’hydratation ...). La lyse bactérienne survient ensuite par différents
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Figure 36 : Exemple de structure des dérivés cationiques a structure stéroique.
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mécanismes : (i) dépolarisation membranaire, (ii) interférence avec des processus intracellulaires,
comme les différentes voies de synthése métaboliques, (iii) modification de la composition lipidique de

la membrane, et/ou, (iv) formation de micelles entrainant le relargage du contenu intracellulaire

A

Ces interactions fortes avec la paroi bactérienne, indispensables a [lactivit¢é des peptides
antibactériens, a été confirmé par I'existence de mutations augmentant la sensibilité de certaines
bactéries a leur action. Ainsi, Peschel et coll. ont montré gu’une inactivation de I'opéron dit chez S.
aureus entraine une susceptibilité accrue a certaines défensines ; cela serait li€ a une modification
des interactions électrostatiques entre les défensines et la paroi. Les acides teichoiques de ces
souches sont hautement chargés négativement, du fait de la présence de groupements phosphates
déprotonisés, et par estérification des D-Alanine (diminution des charges positives) [Peschel et al.,
1999]. L’expression native de cet opéron chez S. aureus le protége donc normalement contre I'action

de ces peptides antibactériens.

3.2. De nouveaux composeés ?

Li et coll., ont préparé une série de dérivés de I'acide cholique avec des groupements aminés sur une
des faces de la structure stéroidique (Figure 35). Ces structures, hommeées céragénines, ont une
activité comparable a celle de certains peptides antibactériens : sélectivité pour les bactéries, activité
bactéricide rapide, large spectre, propension faible a I'induction de mutants résistants

. De plus, ces dérivés stéroidiques sont plus faciles a synthétiser,
a modifier par addition ou soustraction de fonctions, et a purifier ; leur utilisation est par conséquent
plus aisée pour explorer a I'échelle moléculaire les interactions avec la paroi bactérienne. Par ailleurs,
il a été montré que ces composés sont aptes a perméabiliser la membrane des bactéries a Gram -, et
ainsi a favoriser I'entrée de certains antibiotiques (érythromycine, novobiocine, rifampicine) [Schmidt
et al., 2001]. Ces composés pourraient par conséquent étre des adjuvants intéressants, afin d'élargir
la gamme d’antibiotiques actifs sur les bactéries a Gram -, tout en permettant I'entrée d’antibiotiques

hydrophobes normalement stoppés par la membrane externe.
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Figure 37 : Exemple de structure de dérivés obtenus a partir de la polymyxine (d'apres
). DAPB : deacylpolymyxin B; PBOP: polymyxine B octapeptide ; PBHP : polymyxine B

heptapeptide.
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Figure 38 : Exemple de structure de dérivés alkyldiméthyl amine N-oxides & N-alkylbétaines (d'aprés
).
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Les composés stéroidiques cationiques ont prouvé gu'ils possédent des propriétés intéressantes de
perméabilisation des membranes, leur procurant un pouvoir antibactérien certain (spectre large, a la
fois sur les bactéries a G+ et -), mimant les propriétés de la polymyxine en particulier (Figure 36)
[Salmi & Brunel, 2007]. Généralement, parmi ces composés ayant le méme squelette stérol, les
composés avec les groupements guanidine semblent étre les plus actifs. Il apparait clairement,
nous en discuterons plus amplement dans la partie « calixarénes » que les fonctions guanidinium sont

porteuses de fonctions biologiques variées.

La colistine (polymyxine E) et la polymyxine B sont des lipodecapeptides cycligues comportants 5
fonctions amines libres, donc 5 charges positives. Leur cible est la membrane externe chez les
bacilles a Gram -, par liaison des groupements NH, sur les groupements chargés négativement du
LPS. Découverts en 1947, ils ont rapidement été mis de c6té du fait de leur néphrotoxicité et de leur
neurotoxicité importante. Des études ont alors été menées pour trouver des dérivés moins toxiques, et
une nouvelle famille est née: les polymyxines nonapeptides [Vaara, 1992] : molécules a toxicité
moindre mais... activité antibactérienne nulle ! Des propriétés trés intéressantes de synergie avec les
antibiotigues normalement exclus par la membrane externe (macrolides, vancomycine...) ont
cependant été mises en évidence. Récemment, des dérivés de polymyxine B ne possédant que 3
charges positives ont montré une toxicité moindre et un pouvoir potentialisant intéressant d’autres

antibiotiques (Figure 37) [Vaara et al., 2008].

Ces composés font partie de la famille des surfactants (Figure 38). Leur activité anti-infectieuse a été
mise en évidence sur S. aureus ou encore Saccharomyces cerevisiae [Glover et al., 1999]. Leur
action impliquerait une interaction avec la membrane [Kopecka-Leitmanova et al., 1989]. De méme
gue pour les composés précédemment cités, I'activité augmente avec la longueur de la chaine
alkyl, jusqu’a un seuil a C14 [Birnie et al., 2000]. La longueur optimale varie selon la bactérie
considérée : S. aureus (C15), E. coli (C12) [Devinsky et al., 1990]. Au dela de C14, un effet plateau

est obtenu. Cette observation est similaire a celle déja réalisée avec les QACs ou les PMHB ; cela
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Figure 39 : Exemple de structure de sels de phosphonium di- et tri-méthylés (d’aprés [Kanazawa et
al., 1994)).
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semble indiquer un lien réel en terme de relations structure-activité, entre la longueur de la chaine

alkyl et I'activité antibactérienne, nous en rediscuterons au cours de ce travail.

Plusieurs hypothéses ont été soulevées pour I'expliquer : (i) la concentration est insuffisante au niveau
du site d'action pour avoir un effet sur la membrane (augmentation de la solubilité des lipides plus
rapide que le changement de coefficient de partition liquide/fluide) ; (ii) formation de micelles d’ou une
diminution du pouvoir de diffusion de ces molécules et de leur capacité de perméation ; (iii) lorsque les
chaines atteignent une certaine longueur, elles mimeraient mieux les phospholipides membranaires,
et auraient ainsi moins d’effet sur la membrane [Birnie et al., 2000]. L'activité antibactérienne
augmente apres ajout d’une chaine oleyl : cela serait di & une meilleure balance hydrophile/lipophile,

plus apte a désorganiser la membrane.

Les sels de phosphonium semblent étre plus actifs que les sels d'ammonium [Kanazawa et al., 1993].
Ainsi, non seulement la longueur de la chaine alkyl influence I'activité antibactérienne, mais la nature
du ou des groupements cationiques, semble jouer elle-aussi un role clé ; nous avons exploré plus

avant cette hypothése, qui sera discuté dans la discussion générale.

Pour les composés mono-alkyls, la meilleure activité est obtenue pour le composé en C14. Pour les
composés di-alkyls, I'activité bactéricide diminue au fur et a mesure de I'augmentation de la longueur
de la chaine, alors que l'inverse est observé pour les composés tri-méthyl-alkyl (Figure 39) [Kanazawa

et al., 1994]. L'activité de ces composés sur E. coli est inférieure a celle obtenue pour S. aureus.

Pour les composés a longue chaine alkyl, I'effet est plus important a faible concentration : cela est d
a la formation d’'agrégats micellaires en solution aqueuse (on rejoint ainsi I'hypothése formulée pour
les composés précédemment cités). La concentration active dépend de la « Critical Micelle
Concentration » (CMC), concentration au-dela de laquelle se forme les micelles. La nature des
substituants joue aussi un role primordial. Ainsi, pour ces composés, lorsque I'on considére une
méme chaine de 10 C, plus les substituants sont hydrophobes, plus I'activité est importante : les
interactions avec la membrane sont meilleures. De fagon surprenante, si I'on considére les chaines en

C14-C18, plus la structure est simple, plus I'activité est intéressante [Kanazawa et al., 1994].
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Figure 41 : Structure des dérivés 4,6-di(substitued)amino-1,2-dihydro-1,3,5-triazine (d'apres
).
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Mancini et coll. ont travaillé sur des sels 3-alkylpyridinium (Figure 40). Les composés les plus actifs
étaient: monomére avec un brome, dimére (n=6) et tétramére (n=6). L’activité est bien plus
importante sur les bactéries a Gram + que sur les Gram -, ce qui avait déja été obtenu avec des
alkylpyridines. L'activité augmente avec le nombre de charges positives, et donc avec le hombre de
cycles pyridinium [Mancini et al.,, 2004]. Cependant, ces composés présentent une activité
hémolytigue marquée, limitant leur intérét, et confirmant ce qui avait déja été observé avec les
cetylpyridinium bromides [Malovrh et al., 1999]. Le pouvoir hémolytique avait déja été souligné comme

le point faible d’'un certain nombre de peptides antimicrobiens.

Chelossi et coll. ont confirmé I'importance d'une structure di- ou tétramérique : I'activité de ces
composés est plus de 10 fois supérieure a celle des monoméres. Cela s’expliquerait par une
augmentation du nombre de charges positives et leur concentration sur une seule et méme molécule
(cela se rapproche de notre concept de pré-organisation de charges positives) [Chelossi et al., 2006].

lls ont aussi confirmé I'importance primordiale de 3 éléments :

- lalongueur de la chaine alkyl ;

- la présence d'une partie chargée (groupement pyridinium) ;

- la présence d'un brome (effet antibactérien propre ?).

Ces molécules sont des dérivés cycliques d'antiseptiques de type biguanide, comme la CHX (Figure
41). La synthése de tels composés est réalisée depuis la découverte du cycloguanil en 1946,
métabolite actif du biguanide antimalarial, proguanil. Ce type de composé agit par inhibition de la
dihydrofolate réductase, et sont donc de potentiels agents antibactériens (le mécanisme se rapproche
de celui du triméthoprime). L’hypothése est qu'une balance idéale hydrophobicité/hydrophilie est
nécessaire pour qu’'un composeé interagisse avec la paroi bactérienne : présence de 2 groupements
aminés de part et d’autre d’'une chaine aryl/arylalkyl/alkyl. Maeda et coll., ont ainsi montré que certains
de ces composés présentent des CMI comparables a la CHX, mais avec des CMB supérieures

(molécules bactériostatiques) [Maeda et al., 2009]. L'activité est similaire quelque soit la nature des
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substituants aminés et la longueur de la chaine alkyl ; la longueur de la chaine alkyl et la nature des

substituants n’a donc pas toujours une influence...

Les lipopolyamines ont été identifiées comme des molécules capables de bloquer I'action de certaines
endotoxines bactériennes, en bloquant le LPS des bactéries a Gram — ou les LTA des bactéries a
Gram +. Cette découverte était basée sur deux hypotheses validées expérimentalement [Wu et al.,

2009] :

- la nécessité d’'une distance optimale de 14 A entre deux fonctions protonables sur une
molécule linaire bis-cationique, afin d'assurer des interactions simultanées avec les

groupements phosphate anioniques du lipide A (LPS) ;

- la nécessité de la présence de groupes hydrophobes, positionnés de facon appropriée, afin
d’'assurer une neutralisation de I'activité endotoxine (une chaine alkyl longue semblant plus

appropriée qu’une groupement acyl).

Il a été montré que les groupements guanidine, et par extension, les guanylhydrazones, interagissent
avec les groupements phosphate par I'intermédiaire de doubles liaisons H, fonction de leur géométrie
planaire et du nombre d’atomes N donneurs (ce qui n’est pas envisageable avec de simples amines
primaires). Partant de ce constat, Wu et coll., ont étudié une famille de composés lipopolyamines
associés a des fonctions guanylhydrazones, et ont montré que leur action est dépendante de la
longueur de la chaine alkyl : un maximum d’activité est obtenu pour n = 16 C, longueur optimale pour
une interaction avec le domaine polyacyl du lipide A (Figure 42) [Wu et al., 2009]. La basicité de la
fonction terminale cationique ne semble par contre pas indispensable a la séquestration du LPS :

I'efficacité n'est pas augmentée par une augmentation de la force basique.

Une nouvelle classe de composés antibactériens porteurs de fonctions guanidine a été mise en
évidence il y a une dizaine d'années. Ces composés ciblent une protéinase d'origine bactérienne, et

apparaissent comme des inhibiteurs compétitifs de la trypsine, in vitro [Kato et al., 1993]. lls sont

68



— F x\_ R
S—N-C &, p C{}o—-g " ‘:—t:oan:Hg i :_}—GH,-Hcl
HH —

Figure 43 : Exemples de structure de type aryl-4-guanidinomethylbenzoate ou N-aryl-4-
guanidinomethylbenzamide (d’aprés [Dai et al., 2005 ; Yu et al., 2008]).
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capables d'inhiber la croissance d’E. coli (arrét de la synthése de I'ADN par déplétion en phosphates),

et ont montré une activité intéressante sur Helicobacter pylori (Figure 43) [Dai et al., 2005].

Plus récemment, des composés de type aryl-4-guanidinomethylbenzoate et N-aryl-4-
guanidinomethilbenzamide ont montré une activité intéressante sur S. aureus ou S. epidermidis (CMI
= 4 a 16 mg/L), mais sont dénués d’activité sur des bactéries a Gram — tels que E. coli, S. typhi, P.

aeruginosa (CMI > 256 mg/L pour la plupart des souches testées) [Yu et al., 2008].

Akacid plus® serait un nouveau membre de la famille des désinfectants polymériques cationiques.
C’est un mélange en proportion 3/1 de poly-(hexamethylene-guanidinium-chloride) et de poly-[2-((2-
ethoxy)-ethoxy-ethyl)-guanidinium chloride], & une concentration de 25% en solution aqueuse
(Ch.1007, Polymers of Creativity, Vienne, Autriche) [Kratzer et al., 2006]. Ce mélange est
hydrosoluble, et présente un large spectre d’'activité, a la fois sur les bactéries & Gram — et a Gram +,
et sur les fungi [Buxbaum et al., 2006]. Plus récemment, ce produit a été évalué dans un modele in
vivo d’infection cutanée provoquée par une souche de SARM [Kratzer et al., 2007]. Les auteurs ont
ainsi montré que I'application topique d'Akacid plus® & des concentrations supérieures a 0,5%, était

aussi efficace que I'application de mupirocine en créeme a 2%, dans ce type d'infection.

Ces 1% données sont encourageantes quant a une éventuelle application chez 'Homme ; mais sont
surtout encourageantes, en terme de recherche et de développement, pour d'autres composés de

type cationique... porteurs de fonctions guanidinium.

3.3. Un cas particulier : la platensimycine

En 2006, Wang et coll. ont rapporté la découverte d'un nouvel antibiotique, la platensimycine,
possédant une activité antibactérienne intéressante sur les bactéries a Gram + (Figure 44)

. Cette découverte est le reflet d’'une recherche « moderne » de nouveaux antibactériens, qui
a commencé avec le criblage de quelques 250000 extraits de produits synthétisés par des
microorganismes. La platensimycine est produite par Streptomyces platensis, et sa cible d’action
(originale !) est la synthése des acides gras. Les acides gras sont un des éléments constitutifs

principaux des membranes bactériennes, et sont produits par I'action répétitive d’'une machinerie de
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biosynthése qui allonge la chaine de deux carbones a chaque fois. La cible de la platensimycine est
une enzyme clé de cette machinerie : la B-kétoacyl-ACP (acyl carrier protein) synthase, connue sous
le nom de FabF [Brown, 2006 ; Habich & von Nussbaum, 2006]. Wang et coll. ont montré que la
platensimycine agit comme un inhibiteur compétitif de la « malonyl-acyl-carrier-protein », au niveau du

site de fixation du malonyl sur FabF (Figure 45) [Wang et al., 2006].

Cette découverte est exceptionnelle sous plusieurs aspects. Tout d'abord, cette découverte remet en
lumiére la valorisation des produits d’origine naturelle, et leur intérét dans la recherche de molécules
antibactériennes a mécanisme d’action innovant. Elle relance l'intérét de la recherche sur les
antibiotiques, en nous affirmant que oui, découvrir de nouvelles molécules, innovantes, est encore
possible. Les données biochimiques, pharmacologiques et structurales déja apportées par Wang et
coll. sont une base solide a I'élaboration d’'une réflexion sur les relations structure-activité. Cette
molécule est un challenger potentiel des « super bugs »... mais le chemin jusqu’au médicament et a

la commercialisation est encore long...
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IV. les calixarenes

4.1. Une bréve histoire des calixarenes

(cf. Grare et al., 2006, Pathologie Biologie. 54:470-476)

Découverts en 1872 par Bayer [Bayer, 1872a-c], leur structure n’a été décrite qu’en 1944 par Zinke &
Ziegler [Zinke et al., 1944]. Les calixarénes sont des macrocycles formés de [n] unités phénoliques (n
= 4 -20) reliées entre elles par des ponts méthyléniques au niveau des positions ortho de la fonction
hydroxyle. lls sont obtenus par condensation phénol-formaldéhyde en présence d'une base forte. Le
nombre de motifs phénoliques constitutifs du macrocycle est indiqué par le chiffre correspondant
placé entre les termes calix et aréne. La nature et la position des substituants sont données par un

préfixe approprié.

Le terme calixaréne attribué a ce macrocycle a été introduit pour la premiére fois en 1978 par
Gutsche. Ce nom provient du grec calix signifie « vase » ou « calice », se rapportant a la forme de la
molécule, et aréne qui indique la présence de noyaux aromatiques formant un cycle, et liés entre eux
par des groupements méthylene en ortho [Gutsche & Muthukrishnan, 1978]. Les calixarénes «
parents » ou non fonctionnalisés sont des macrocycles formés d’'unités phénoliques pontées en
position ortho des hydroxyles par des groupements méthylenes. lls possedent deux cavités en forme

de corbeille :

- une partie inférieure hydrophile (bord étroit) délimitée par les groupements hydroxyles

appelée « lower —rim » ;

- une partie supérieure lipophile (bord large) délimitée par les groupements ter —butyle en para

des hydroxyles appelée « upper —rim ».

Fonctionnaliser un calixaréne consiste a le modifier chimiquement par greffage des groupements
fonctionnels, permettant ainsi la synthése des nouvelles molécules avec diverses applications. Elle
permet aussi le controle de la conformation de ces molécules et constitue par la suite un obstacle
pour l'inversion conformationnelle qui a pour origine le pivotement d’'un groupement phénoxy autour
de l'axe généré par les groupements méthyléniques adjacents. Quatre sites sont susceptibles d’étre

modifiés (Figure 46) :
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- les positions para des unités phénoliques du calixaréne, aprés élimination des groupements

ter —butyle présents dans le calixaréne parent ;
- les positions méta des unités phénoliques du calixaréne ;
- au niveau des ponts méthyléniques entre noyaux phénoliques ;
- auniveau des groupements hydroxyle.

La derniére possibilité de modification est la plus répandue car elle permet de bloquer le calixaréne
sous une conformation de choix et de modifier les propriétés du macrocycle. L'introduction d'un
substituant, peut accroitre la solubilité des calixarenes dans les diluants organiques; elle peut méme
dans certains cas les rendre solubles dans I'eau. Shinkai et coll. ont synthétisé et étudié les propriétés
uranophiles des calixarénes rendus hydrophiles par ajout de groupements sulfonate [Shinkai et al.,
1987], tandis que Ungaro et coll. préparent des calixarénes hydrosolubles en introduisant des
groupements amine ou acide [Arduini et al., 1996]. De nombreuses études ont porté sur la
conformation des calixarénes. On peut ainsi distinguer pour le tétramére quatre conformations
différentes appelées par Gutsche [Gutsche & Alam, 1988] : cbne, cbne partiel, 1,2 -alternée et 1,3 —

alternée (Figure 47).

Les calixarénes sont des molécules tres utilisées pour leurs propriétés complexantes, en particulier
concernant les ions métalliques. La possibilité d'utiliser les calixarenes comme édifices de base,
pré-organisés, pour construire des ligands macrocycliques fonctionnalisés plus rigides ou
plus flexibles a trés vite retenu I'attention des chercheurs. Le bord inférieur des calix[4]arénes
étant constitué de quatre atomes d'oxygéne formant une cavité circulaire, Ungaro et al. sont les
premiers a utiliser cette propriété pour construire des récepteurs cationiques en remplacant les
hydrogénes phénoliques des calixarénes par des chaines glycoliques. Les propriétés complexantes

de ces calixarénes sont trés importantes. Ces propriétés dépendent également de la nature des

fonctions greffées [Perret et al., 2006 ; Dinares et al., 2009].

Depuis leur découverte, les calixarénes ont trouvé de nombreux champs d'application, allant de la
complexation d’'ions a des domaines biologiques tels que : mimes de canaux ioniques ou d’enzymes,

agents pour la reconnaissance des protéines, vecteurs de transfection, systemes de délivrance de
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médicaments (nanoparticules lipidiques par exemple)... Mais les données dans le domaine de I'anti-
infectieux restent peu nombreuses, cette voie étant encore trop peu explorée. En 1955, Cornforth et
coll., ont rapporté la 1% activité biologique des calixarénes. Un composé de type para-
octylcalix[8]arene, portant des unités polyoxyéthylene sur sa couronne inférieure, appelé
« macrocyclon », possédait des propriétés anti-tuberculeuses [Cornforth et al., 1955]. Le mécanisme
par lequel cette molécule agissait sur Mycobacterium tuberculosis était totalement différent des
mécanismes rencontrés avec les autres molécules anti-tuberculeuses : il perturbe le métabolisme
lipidique par inhibition de la triglycéride lipase et d’une phospholipase, inhibant ainsi la croissance
bactérienne de Mycobacterium tuberculosis [Cornforth et al., 1973 ; Colson et al., 2004]. De fagon trés
intéressante, dans le travail initial de Cornforth et coll. ils ont montré que la longueur des chaines
polyéthyléne glycol greffées sur la partie inférieure du calix[8]aréne est un élément clé dans I'activité
tuberculostatique. Des dérivés du Macrocyclon ont été synthétisés récemment, avec variation de la
longueur des chaines polyéthyléne glycol, substitution par des chaines alkyl en para et variation du
substituant terminal [Loiseau et al., 2007]. L'activité anti-tuberculeuse de ces composés n'a cependant

pas encore été évaluée.

Puis, pendant prés d'une quarantaine d'années, plus aucune publication n’a fait état des propriétés
biologiques et/ou thérapeutiques des calixarenes. |l faut attendre le brevet de Hwang et coll., en 1994,
qui concernait les propriétés antivirales de certains calixarénes [Hwang et al., 1994a]. Cette équipe
a ainsi montré une activitt de composés de type para-sulfono-calix[n]arénes, sur des virus
enveloppés, tels que le VIH ou le HSV. L'injection de ces composés au niveau du site de I'infection
entraine une inhibition de I'entrée du virus, probablement par interactions de type électrostatique avec

I'enveloppe virale, masquant ainsi les sites de reconnaissance des récepteurs cellulaires.

Lamartine et coll. ont étudié les propriétés anti-infectieuses de divers calixarénes hydrosolubles. Un
1% criblage a été réalisé sur Corynebacterium spp. Parmi les composés, 7 se sont révélés actifs, et
une activité supplémentaire a été mise en évidence sur des champignons (Fusarium solani)
[Lamartine et al., 1997]. Mais ces composés n'ont hélas pas été étudiés sur des bactéries ou des
champignons d’intérét médical. Dans une autre approche, des mimétiques de vancomycine constitués
d’'un calixaréne fonctionnalisé sur la couronne supérieure par une anse peptidique ont été développés.
L’activité antibactérienne de ces molécules a été comparée a celle de la vancomycine sur différentes
bactéries a Gram+ et a Gram- : différentes souches de S. aureus (sensibles ou résistantes a la

méticilline, SARM), S. pneumoniae, E. faecalis, E. coli. Les concentrations minimales inhibitrices
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(CMI) rapportées montrent des activités modérées a bonnes sur les bactéries a Gram+ (CMI = 8 mg/L
pour les différentes souches de S. aureus et 16 mg/L pour E. faecalis et S. pneumoniae) mais encore
bien supérieures a celles obtenues avec la vancomycine. Les composés testés sont par contre
dépourvus d'activité sur E. coli (CMI > 64 mg/L), de méme que les glycopeptides [Casnati et al.,

1996].

De part leur structure chimique, leur flexibilité conformationnelle, et du nombre de groupements SOs,
les para-sulfono-calix[n]arénes, présentent des analogies avec les glycosaminoglycanes tels que
I'héparine [Hwang et al., 1991]. Les propriétés anti-thrombotiques de ces composés et de dérivés O-
monosubstitués ont été explorées in vitro [Perret et al., 2006]. Différentes concentrations ont été
testées et ont montré que ces composés sont capables d’'allonger les temps de coagulation (temps de
thromboplastine activé, temps de thrombine). Les calixarénes testés semblent capables d’interagir
avec le cofacteur Il de I'héparine, activation comparable a ce qui est obtenu avec le dermatane-sulfate
[Perret et al., 2006]. L'activation de I'antithrombine est cependant 10 a 50 fois moindre que ce qui est

observé avec I'héparine.

Les calixarénes ont aussi été étudiés pour leurs propriétés de mimes enzymatiques (métalloenzymes,
acyltransférase, ribonucléase, ATPase, aldolase, héme...) [Agrawal & Bhatt, 2004], d'inhibiteurs
enzymatiques [Aubert-Faucher et al., 1999], ou d’ionophores sélectifs [Izzo et al., 2008]. L'inhibition de
la L-lysyl-oxydase a par exemple été rapportée dans un brevet sur une application dans le traitement
et la cicatrisation des plaies cutanées [Aubert-Faucher et al., 1999]. Cette inhibition s’explique par la
présence d'interactions électrostatiques entre les chaines latérales des acides aminés constitutifs de
I'enzyme, et les groupements sulfonate du calixarene [Perret et al., 2006]. De fagon tres intéressante,
I1zzo et coll. ont montré récemment la capacité de calix[4]arénes cationiques (chaines spermidines), a
jouer le réle d'ionophores anions-sélectifs, permettant I'efflux de H+, et le blocage du transport de Cl-
en présence d'autres anions interférents [Izzo et al.,, 2008]. Pour les calixarenes porteurs de
groupements sulfonates, par exemple, Droogmans et coll. ont montré que ces composés sont
capables d'inhiber les canaux ioniques régulés en fonction du volume (« volume-regulated ionic

channel », VRAC), présents sur les cellules endothéliales [Droogmans et al., 1998].

Un des derniers domaines d’investigation concernant les calixarénes en biologie, concerne la
détection des prions responsables de la maladie de Creutzfeldt-Jacob. La protéine prion (PrPc) et sa
forme anormale (PrPsc) possedent une séquence constituée de nombreuses histidines, capables de

lier des cations métalliques (partie protéolytique), et un core présentant une forte charge négative,
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dans lequel on retrouve une ou plusieurs poches chargées positivement (riches en lysine et en
arginine). La présence de cette poche chargée positivement est nécessaire a la fixation de la PrP sur
les récepteurs héparane-sulfates et laminines présents a la surface des cellules. Etant donné la
similitude de structure entre les para-sulfono-calix[n]arenes et les glycosylaminoglycanes, la liaison de
ces composeés a la PrP a été évalué, par Western Blot [Perret et al., 2006]. Il a ainsi été démontré une
interaction forte avec la PrPsc issue de cerveaux de bovins, avec une amplification trés importante de
la détection, permettant la détection de faibles quantités de PrPsc. D’autres développements sont
actuellement envisagés : un test ELISA (bioMérieux), avec un composé de type mono-aminoéthoxy-
para-sulfonatocalix[6]arene qui pourrait recouvrir la surface des puits d'une plaque 96 puits, le
calixarene remplacant alors les anticorps de capture habituellement utilisés dans les tests ELISA

[Perret et al., 2006].

De nombreux autres domaines d'application sont explorés avec les calixarénes. La constitution de
nanoparticules lipidiques a partir de para-dodecanoylcalix[4]aréne a par exemple été réalisé ; en
présence de sérum albumine bovine (BSA), ces particules ne s'agrégent pas, et laisse ouverte la
porte a une éventuelle utilisation en tant que transporteurs administrables par voie intraveineuse
[Gualbert et al., 2003 ; Mutihac, 2008]. Une équipe a ainsi utilisé des calixarenes sulfonés pour

améliorer la solubilité et la biodisponibilité de la nifédipine, un antagoniste calcique utilisé dans le

traitement de I'angor et de I'hypertension [Yang et al., 2008].

D’autres équipes ont utilisé des calixarénes fonctionnalisés (groupements guanidinium sur la
couronne supérieure, chaine alkyl sur la couronne inférieure) et ont montré que ces composés sont
capables de se lier a 'ADN, de le condenser, et, dans certains cas, d'améliorer la transfection de
génes dans les cellules, en fonction de leur structure (chaines hexyl et octyl) et de leur lipophilie
[Sansone et al., 2006]. Cependant, la capacité de transfection de ces composés reste faible, et ils se
caractérisent par une toxicité cellulaire importante aux doses nécessaires pour la transfection (10-20
pm). Cette méme équipe a travaillé sur les relations structure-activité, et a montré que I'attachement
des fonctions guanidinium au niveau des groupements OH de la couronne basse, a ,l'aide d'une
« spacer » de 3 carbones, augmente de fagon significative la capacité de transfection (capacité

supérieure a celle de la lipofectine commerciale), associée a une toxicité faible [Bagnacani et al.,

75






Bibliographie

2008]. D’autres calixarénes, amino-substitués, ont montré une capacité d’auto-assemblage, et
d’interactions avec I'ADN double-brin [Shahgaldian et al., 2008]. Cela laisse ouverte la porte aux

calixarénes fonctionnalisés en tant que vecteur de genes pour la transfection de cellules.

Une utilisation des calixarénes, enchassés dans des vésicules lipidiques, a été validée pour la mise
en évidence colorimétrique de certaines protéines, de fagon un peu similaire a ce qui a été envisagé
avec les prions. Les auteurs ont ainsi montré que les interactions entre les calixarénes présents dans
les vésicules chromogéniques, et les domaines chargés présents a la surface des protéines,
pouvaient résulter en une réponse colorimétrique facilement mesurable [Kolusheva et al., 2006]. Ce
plate-forme facilement préparée pourrait étre un outil trés outil pour I'identification des protéines a des
fins diagnostiques, par exemple aprés séparation par chromatographie, d’'un mélange de protéines
inconnues ; ou pour étudier la surexpression de certaines protéines lors de processus physiologiques

ou pathologiques.

4.1.4. Toxicité des calixarenes

Afin de pouvoir appliquer l'utilisation des calixarénes en thérapeutigue humaine, il est nécessaire
d’évaluer leur toxicité in vitro, sur lignées cellulaires, mais aussi les interactions éventuelles in vivo,
entre ces composés et divers éléments biologiques. Concernant le pouvoir hémolytique de ces
molécules, les données obtenues par Da Silva et coll. ont montré que l'activité hémolytique est
fonction du nombre d’'unités monomériques : 30% pour un calix[8]aréne, 8% pour un calix[6]arene, et
0,5% pour un calix[4]aréne (pour une concentration de 200 mM) [DasSilva et al., 2004]. La présence
d’une fonction éthoxy-amine augmente I'effet hémolytique pour les calix[4] et [6]arénes, mais diminue
celui des calix[8]arénes. Perret et coll., ont montré quant a eux, que certains calixarénes porteurs de
groupements phosphonates, ne sont pas toxiques, in vitro, sur fibroblastes [Perret et al., 2006]. L'effet
de différents calixarénes sulfonés sur l'activation de la NADPH oxydase des polynucléaires
neutrophiles a été évalué ; les 3 molécules étudiées n’ont induit aucune activation, et ne semblent pas
stimuler les neutrophiles [Paclet et al., 2006]. Par ailleurs, Gutsche, en 1985, avait montré I'absence

de génotoxicité de ces molécules par le test d’Ames [Gutsche, 1985].

De ces différentes études, il apparait que les calixarenes sulfonés (composés les plus étudiés), et
leurs dérivés, semblent ne pas présenter de cytotoxicité, et sont non hémolytiques a des doses

inférieurs a 50 mM. Peu de données restent cependant disponibles sur la cytotoxicité des composés
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de type calixaréne. Récemment, une équipe a réalisé le marquage d’une calix[4]aréne par le 4-choro-
7-nitrobenzofurazan (NBD chloride), afin de suivre la pénétration du composé dans des cellules CHO
(« Chinese Hamster Ovary cells »). Aucune déformation de la surface cellulaire n'a été observée, et le
processus de pénétration dans les cellules ne semble pas impliquer des vésicules de clathrine, mais
plutdét un phénoméne d’'invaginations membranaires, qui fusionnent ensuite avec les endosomes, et
conduit & une accumulation des molécules marquées dans le cytoplasme [Lalor et al., 2008]. Les
auteurs ont par ailleurs étudié la toxicité des composés testés sur deux lignées cellulaires et ont
retrouvé des Cls (concentration inhibitrice 50%) de 80 mM sur cellules CHO, et de 8 mM sur cellules
HL-60 (lignée promyélocytaire issue d'un patient présentant une leucémie aigué). L'évaluation de la

toxicité sur lignées cellulaires cancéreuses, qui plus est animale pour la 1% reste trés discutable.

Ainsi de nombreuses données sont encore manquantes, concernant d'autres dérivés calixaréniques,
in vitro ; et aucune donnée in vivo n’est actuellement disponible, a notre connaissance. Ce sera I'objet

d'une partie de cette thése.

4.2. Les calixarénes étudiés dans ce travail

Les bactéries présentant une charge globale nette de surface négative, dont la neutralisation ou la
désorganisation contrdlée pourrait résulter en un effet délétére, nous avons développé une approche
liée a I'apport de charges positives pré-organisées, permettant une synergie d’interactions avec la
paroi bactérienne. Les groupements guanidinium sont reconnus depuis longtemps comme des
fonctions actives dans de nombreuses molécules thérapeutiques dans des domaines aussi variés
que : antihypertensif, antihistaminique, anti-inflammatoire, antidiabétique (synthaline), anticancéreux,
antiviral et antibactérien [Greenhill & Lue, 1993]. Il est par exemple, admis, aujourd’hui, que les
composés de type oligoguanidinium (polyarginines, aminosides modifiés par ajout de groupements
guanidinium) sont capables de pénétrer efficacement a travers les membranes cellulaires et peuvent
servir de systemes transporteurs a un certain nombre de molécules. Cela a été montré récemment
pour les calixarénes fonctionalisés avec des guanidines, possédant un fort pouvoir de transfection
[Bagnacani et al., 2008]. De nombreux produits naturels contiennent des fonctions guanidine, et cette
forte charge positive est fréquemment associée a des activités biologiques [Berlinck & Kossuga,
2005 ; Berlinck et al., 2008] ; nous citerons certains peptides antimicrobiens, comme la capréomycine,

la viomycine, ou la brostacilline (issue de Streptomyces distallicus en 1962 et actuellement en essai
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de phase II) (Figure 48). La chimie de synthése s'intéresse aussi beaucoup aux fonctions guanidine,
et ces fonctions se retrouvent dans des molécules aux applications trés diverses : mimes peptidiques
ou nucléotidiques, chémorécepteurs, catalyseurs, agents chélateurs ou de liaison, transporteurs
transmembranaires... jusqu'a leur utilisation en chimie supramoléculaire [Berlinck & Kossuga, 2005 ;
Berlinck et al.,, 2008]. C'est pourquoi nous avons voulu évalué l'impact en terme d'activité
antibactérienne, de la présence de fonctions guanidinium, pré-organisées sur la couronne supérieure
d'un calix[4]aréne ; peu de données sont présentes dans la littérature, sur I'activité antibactérienne de

telles molécules.

Ainsi, la stratégie expérimentale développée dans notre laboratoire repose sur la comparaison des
propriétés antibactériennes de dérivés calixaréniques, plate-formes organisatrices de fonctions
ioniqgues diverses, et de leurs monomeéres phénoliques constitutifs, sur différentes souches
bactériennes de référence ; ceci afin d'évaluer si cette pré-organisation est un élément clé et
indispensable, a [l'activité antibactérienne des calixarénes. Dans le cas de la fonction para-
guanidinoéthyle, il avait déja été démontré que le passage de la forme monomérique (forme non
organisée, para-guanidinoéthylphénol, mCx1) a la forme cyclo-polymérique (forme organisée, para-
guanidinoéthylcalix[4]aréne, Cx1) (Figure 49) résultait en un gain considérable d'activité
antibactérienne sur les souches testées [Mourer et al., 2006]. Pour compléter cette étude, et amorcer
une orientation en terme de relations structure activité, nous avons étudié un intermédiaire de
synthése (Cx3) et son équivalent monomérique (MCx3), ainsi que d’'autres monomeres, ne variant

gue par les fonctions greffées (mMCx10, mCx20, mCx30). Les structures des différents composés

étudiés dans cette these, sont présentées Figure 49.
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Résumé

Nous présentons ici les résultats concernant I’évaluation des propriétés antibactériennes du para-guanidinoéthylcalix[4]aréne, en comparaison
a son équivalent monomérique, le para-guanidinoéthylphénol, et & I’hexamidine (Hexomédine®™), antiseptique bis-amidinique trés utilisé, choisi
comme référence dans cette étude du fait de sa relative ressemblance fonctionnelle. Les activités antibactériennes des trois composés ont été
évaluées par méthode de microdilution en bouillon Mueller Hinton, sur cinq souches bactériennes : Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomo-
nas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 25923 & ATCC 29213 et Enterococcus faecalis ATCC 29212, en accord avec les
recommandations du CA-SFM et du CLSI (anciennement NCCLS). En paralléle, les effets des trois composés sur la viabilité de cellules euca-
ryotes MRC-5 en culture ont aussi été évalués en utilisant un test MTT. Les résultats obtenus lors de cette étude confirment 1’absence d’activité
antibactérienne du composé monomérique (CMI > 512 mg/l) et montrent une activité du calixaréne comparable a celle de I’hexamidine, a la fois
sur les bactéries a Gram+ et a Gram— (CMI =4 mg/l pour E. coli, 8 mg/1 pour les deux souches de S. aureus) et un peu moindre sur E. faecalis et
P. aeruginosa (CMI = 32 mg/l). Parallélement, les composés monomériques et calixaréniques n’induisent que peu de modifications de la viabilité
des cellules MRC-5 et ce jusqu’a 168 heures d’exposition pour des concentrations atteignant 10+ mol/l, alors que I’hexamidine présente un effet
notoire et croissant au cours du temps, et ce, & des concentrations 100 a 1000 fois moindres. Cette étude tend a confirmer I’importance de
I’organisation du para-guanidinoéthylphénol en tétrameére cyclique pour ’obtention d’une activité antibactérienne, comparable a celle d’un anti-
septique treés utilisé.
© 2006 Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés.

Abstract

We present here the results concerning the antibacterial properties evaluation of para-guanidinoethylcalix[4]arene, compared with its consti-
tutive monomer, the para-guanidinoethylphenol, and hexamidine (Hexomédine®™), an antiseptic from the diamidine family widely used in ther-
apeutic, chosen as a reference in this study for its resemblance in terms of functional groups. Antibacterial activities of those three compounds
were evaluated by microdilution methods, in Mueller Hinton broth, onto 5 bacterial strains: Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeru-
ginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 25923 & ATCC 29213 and Enterococcus faecalis ATCC 29212, according to CA-SFM and
CLSI (formerly NCCLS) approved standards. In parallel, the effects of these three compounds on MRC-5 eukaryotic cell viability were evaluated
with MTT assay. The results obtained here confirm a lack of activity for the monomer compound (MIC > 512 mg/l) and a real antibacterial
activity for the calixarene, comparable to hexamidine. This activity is expressed, both on Gram + and Gram-— bacteria (MIC =4 mg/l for
E. coli, 8 mg/l on both S. aureus strains) and at a lesser degree on E. faecalis and P. aeruginosa (MIC = 32 mg/1). Similarly, both compounds,
monomer and calixarene, slightly induce any modification on MRC-5 cells viability, and this until 168 h of treatment for concentrations reaching
10~* mol/L while hexamidine demonstrates a significant and increasing effect during the time of experiment and this for 100 to 1000 times lower
concentrations. Thus, this study tends to confirm the significance of the organization of the para-guanidinoethylphenol monomer into its cyclic
calixarenic tetramer for the gain of an antibacterial activity, similar to a widely used antiseptic one.
© 2006 Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés.
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1. Introduction

Actuellement, les infections nosocomiales (IN) constituent
un probléme majeur en santé publique. Les IN sont préoccu-
pantes de par leur morbidité importante, de la mortalité asso-
ciée, du surcout hospitalier non négligeable et de 1’émergence
de bactéries multirésistantes (BMR). Une enquéte nationale sur
la prévalence des IN a été menée en 2001 par le Raisin (Réseau
d’alerte, d’investigation et de surveillance des infections noso-
comiales) [1]. Cette enquéte a montré un taux de prévalence
des IN de 6,9 % (nombre de patients infectés un jour donné
en fonction du nombre de patients hospitalisés présents le
méme jour). Cette prévalence est comparable a celle retrouvée
lors d’enquétes multicentriques réalisées dans d’autres pays
européens (Espagne 1990 : 9,9 % ; Norvege 1991 : 6,3 % ;
Allemagne 1994 : 3,6 % ; Angleterre 1993-1994 : 9 %). Les
IN les plus fréquemment rencontrées sont les infections urinai-
res (40 %), les infections respiratoires (18,7 %), les infections
du site opératoire (10 %) et les infections de la peau et des
tissus mous (10 %). Parmi les germes responsables d’IN, les
bactéries apparaissent en premiére ligne. Les plus souvent en
cause sont Escherichia coli (23 %), Staphylococcus aureus
(20 %), Pseudomonas aeruginosa (11 %), Enterococcus spp
(6 %). De fagon globale, le taux de résistance aux antibiotiques
des bactéries responsables d’IN est élevé et la proportion de
BMR observée en France est parmi les plus importantes
d’Europe ; les pays d’Europe du Nord (Danemark, Pays Bas,
Norvege...) étant caractérisés par un treés faible taux de multi-
résistance aux antibiotiques. Cette situation préoccupante est
liée a un usage excessif et souvent inadapté des antibiotiques :
prescriptions inappropriées, doses inadéquates, durée de traite-
ment inadaptée... A I’heure actuelle, 64 % des S. aureus isolés
au cours d’IN sont résistants a la méticilline (on parle de Sarm :
Staphylococcus aureus résistant a la méticilline). A cela
s’ajoute I’émergence de souches de Sarm résistantes a de nom-
breuses autres familles d’antibiotiques : macrolides, aminosi-
des, fluoroquinolones, voire glycopeptides. D’autres germes
hospitaliers multirésistants posent probléme :

e les entérobactéries résistantes aux P lactamines (11 %) (on
parle de EBLSE : Entérobactéries a -Lactamase a spectre
étendu) ;

e les entérocoques résistants aux glycopeptides (1,5 %) (on
parle d’ERV : Entérocoques résistants a la vancomycine) ;

® P aeruginosa résistant aux céphalosporines de troisiéme
génération (17 %)...

Le danger est de se retrouver face a une impasse thérapeu-
tique :

e so0it aucun antibiotique n’est plus disponible a des fins de
traitement d’infections nosocomiales bactériennes générale-
ment graves puisque touchant des patients fragilisés ;

e soit les antibiotiques restant a disposition présentent une
toxicité telle que leur usage est limité, voire non envisa-
geable.

En Lorraine, la CRH (Cellule régionale d’hygiéne), en par-
tenariat avec le CCLIN-Est (Centre de coordination de la lutte
contre les infections nosocomiales) a effectué une enquéte de
prévalence des infections nosocomiales en novembre 2004 [2].
Cette enquéte a montré un taux de prévalence de 6,1 %. La
répartition des IN en fonction du site était comparable a celle
observée lors de I’enquéte nationale de 2001 : infections uri-
naires 33 %, infections respiratoires 22 %, infections du site
opératoire 13 % et infections de la peau et des tissus mous
11 %. Les bactéries représentaient 90 % des germes isolés,
parmi lesquelles quatre especes représentaient plus de 60 %
des bactéries identifiées : E. coli 22,6 %, S. aureus 22,1 %,
P. aeruginosa 13,7 % et Enterococcus spp 4,8 %. 63,8 % des
souches de S. aureus étaient résistantes a la méticilline ; et
35,6 % des EBLSE isolées d’infections urinaires étaient des
bactéries de 1’espéce E. coli.

Du fait de I'importance des IN, et de la dissémination de
bactéries présentant des résistances aux antibiotiques utilisés
en routine, la recherche de nouvelles molécules antibactérien-
nes est un sujet d’importance croissante.

L’approche thérapeutique antibactérienne actuellement
développée au sein de notre laboratoire réside principalement
en la mise en place et au développement de stratégies expéri-
mentales faisant appel a I'utilisation de macrocycles de syn-
theése, dérivés fonctionnels congus et élaborés a partir de cali-
xarenes.

Les calixarénes sont le produit d’une longue histoire remon-
tant a 1872, lorsque Adolf von Bayer décrivit les premicres
réactions entre les phénols et les aldéhydes [3—5]. Leur descrip-
tion moléculaire n’a cependant pu étre faite qu’en 1940 par
Niederl et Vogel [6]. C’est en 1978 que Gutsche utilise pour
la premicre fois la dénomination : calixaréne [7]. Ce nom a été
choisi pour la ressemblance de forme entre le tétramére
cyclique et un type de vase grec appelé calix (calice) (Fig. 1).
Le suffixe provient quant a lui de la présence des unités phé-
noliques.

Un calixaréne est un macrocycle (oligomére cyclique)
constitué¢ de » unités phénoliques (n =4 a 8 pour les plus cou-
rants, 9 a 16 plus rarement) parasubstituées ou non et reliées
entre elles par des ponts méthyléniques. Le nombre d’unités
phénoliques dont il est constitué est représenté entre crochets,
lesquels sont affectés du préfixe « calix » et du suffixe « aréne ».
Ainsi, un macrocycle composé¢ de quatre unités phénoliques
sera nommé : calix[4]aréne. Parmi les différentes conforma-
tions du calix[4]aréne, la conformation cone, qui nous intéresse
plus particuliérement est représentée Fig. 2.

Les calixarénes sont des composés qui se prétent a de nom-
breuses transformations chimiques, ouvrant un champ d’appli-
cations trés variées, allant de 1’extraction—séparation d’ions
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Fig. 1. Association Calice—Calixarene.

métalliques au domaine biomédical [8,9]. Pour ce dernier, les
travaux publiés traitent par exemple de leurs propriétés de
reconnaissance moléculaire et ionique [10-13], de catalyseurs
biomimétiques [14—17] ou d’inhibiteurs d’enzymes [18-20].
Sur un plan thérapeutique, certains calixarénes ont montré
d’intéressantes activités antibactériennes [21], antifongiques,
antivirales et anticancéreuses [22,23], mais aussi un intérét

potentiel dans le traitement de la thrombose [24] et de patho-
logies de type fibrose [25].

L’évaluation de [I’activité antibiotique des calixarénes
n’apparait que dans quelques brevets et publications. L’exem-
ple le plus ancien est celui du macrocyclon, développé dans les
années 1950 [26-28]. Le macrocyclon est un dérivé poly-oxy-
éthylé qui est phagocyté par les macrophages et qui perturbe le
métabolisme lipidique par inhibition de la triglycéride lipase et
d’une phospholipase, inhibant la croissance bactérienne de
Mpycobacterium tuberculosis [29].

Dans une autre approche, des mimétiques de vancomycine
constitués d’un calixaréne fonctionnalisé sur la couronne supé-
rieure par une anse peptidique ont été développés. L’activité
antibactérienne de ces molécules a été comparée a celle de la
vancomycine sur différentes bactéries a Gram+ et a Gram— :
différentes souches de S. aureus (sensibles ou résistantes a la
méticilline, SARM), S. pneumoniae, E. faecalis, E. coli. Les
concentrations minimales inhibitrices (CMI) rapportées mon-
trent des activités modérées a bonnes sur les bactéries a Gram+
(CMI =8 mg/l pour les différentes souches de S. aureus et
16 mg/l pour E. faecalis et S. pneumoniae) mais encore bien
supérieures a celles obtenues avec la vancomycine. Les com-
posés testés sont, en revanche, dépourvus d’activité sur E. coli
(CMI > 64 mg/l), de méme que les glycopeptides [30].

Les bactéries présentant une charge globale nette de surface
négative, dont la neutralisation ou la désorganisation contrélée
pourrait résulter en un effet délétére, nous avons développé une
approche supramoléculaire liée a I’apport de contre charges posi-
tives préorganisées. En ce sens, la stratégie expérimentale déve-
loppée dans notre laboratoire repose sur la comparaison des pro-
priétés antibactériennes de dérivés calixaréniques, plate-formes
organisatrices de fonctions ioniques diverses, et de leurs mono-
meéres phénoliques constitutifs, sur différentes souches de réfé-
rence : E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853,
S. aureus ATCC 25923 & ATCC 29213 et E. faecalis ATCC
29212. Dans le cas de la fonction para-guanidinoéthyle, nous
avons récemment démontré [31,32] que le passage de la forme
monomérique (forme non organisée, composé¢ 2) a la forme
cyclopolymérique (forme organisée, composé 3) (Fig. 3) résultait
en un gain considérable d’activité antibactérienne sur les quatre
espéces bactériennes testées.

Le travail présenté ici confirme les résultats précédemment
obtenus et nous permet de juger de I’intérét de nos résultats en

OR,

Fig. 2. Différentes représentations du calix[4]aréne.
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utilisant comme référence le diisethionate d’hexamidine
(Hexomédine™, composé 1) (Fig. 3). Cet antiseptique couram-
ment utilisé en thérapeutique a été choisi pour la présence de la
fonction amidinium se rapprochant des calixarénes et phénols
étudiés, aucun produit a fonction alkylguanidinium n’étant
actuellement disponible sur le marché en France.

2. Matériels et méthodes
2.1. Souches bactériennes

Selon les recommandations conjointes du « Comité de 1’Anti-
biogramme de la Société Francaise de Microbiologie » (CA-
SFM) [33] et du « Clinical and Laboratory Standards Institute »
(CLSI, anciennement « National Committee for Clinical Labora-
tory Standards » ou NCCLS) [34], cinq souches bactériennes de
référence ont été utilisées pour notre étude : E. coli ATCC 25922,
P. aeruginosa ATCC 27853, S. aureus ATCC 25923 & ATCC
29213 et E. faecalis ATCC 29212. Les bactéries sont cultivées
soit sur gélose Mueller-Hinton (Difco, 225250), soit en bouillon
Mueller-Hinton (Difco, 275730), a 35 °C.

2.2. Molécules

Les différentes substances testées ont été préparées sous
forme de solution aqueuse a 102 mol/l. Les composés 2 et 3
de cette étude ont été préparés selon les protocoles publiés
[32]. Le diisethionate d’hexamidine 1 a été préparé par évapo-
ration puis lyophilisation de la solution commerciale
d’Hexomédine®™ a 1%o. Chaque lot de ces produits a fait I’objet
d’analyses par RMN du proton et analyse centésimale des ¢élé-
ments par combustion.

NH

HoN

2.3. Détermination des CMI

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) ont été
déterminées par la méthode standardisée de microdilution en
milieu liquide (microplaque 96 puits a fond « U », Greiner),
en bouillon Mueller-Hinton, avec un inoculum final de
10°-10° UFC/ml, en fonction des espéces bactériennes, confor-
mément aux recommandations du CLSI et du CA-SFM.

2.4. Cellules eucaryotes

Les cellules eucaryotes utilisées pour notre étude sont les
cellules diploides MRC-5 (fibroblastes embryonnaires de pou-
mon humain), cultivées en milieu minimum essentiel (MEM,
Invitrogen, 41090) a 10 % de sérum de veau feetal (SVF, Invi-
trogen, 10270, Lot 40Q5150K) en chambre humide a 37 °C,
sous 5 % CO..

2.5. Test MTT

Pour évaluer D’effet sur la viabilité des cellules MRC-5 des
différents composés testés, nous avons utilisé la technique du
MTT (bromure de 3-[4,5-diméthylthiazol-2-yl] -2,5-diphényl-
tétrazolium ; MTT, Aldrich, 135038), décrite par Mossman
[35] et modifiée par Harmand et al. [36]. Elle est fondée sur
la réduction des sels de tétrazolium de couleur jaune, en cris-
taux de formazan violets, principalement par les déhydrogéna-
ses mitochondriales. La quantité de formazan formée est pro-
portionnelle au nombre de cellules vivantes. L’absorbance est
lue a 540 nm, avec une longueur d’onde de référence a
690 nm, a I’aide d’un lecteur plaque Elisa (Titertek Multiscan
MCC/340 MK 1I apparatus, Labsystems, Helsinki, Finland).

HOCH,CH,SO,H
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Fig. 3. Structure des différentes molécules testées. 1 (Hexomédine®, diisethionate d’hexamidine). 2 (para-guanidinoéthylphénol). 3 (tétra-para-guanidinoéthylcalix

[4]aréne).
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3. Résultats Tableau 1
Concentrations minimales inhibitrices (CMI), en mg/L, obtenues pour les

. . . . és 1,2 et 3, les différent hes bactéri testées. (n=4
Les résultats présentés dans le Tableau 1 démontrent : COmPposes et 3, sur les différentes souches bactériennes testées. (n =4)

CMI (mg/1) Composé  Composé¢  Composé
e ’absence d’activité antibactérienne du composé 2 (le para- S ! 2 3
idinoéthviphénol : 1 \ . Escherichia coli ATCC 25922 8 512 4
guan.l .II’IOC }.]p eno * le monomére) ? o Staphylococcus aureus ATCC 25923 4 512 8
e ’activité antibactérienne du composé 1 (le diiséthionate Staphylococcus aureus ATCC 29213 <1 512 3
d’hexamidine: le composé de référence) a la fois sur les  Enterococcus faecalis ATCC 29212 2 >512 32
bactéries & Gram+ et a Gram— ; Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 32 >512 32
e 'activit¢ du composé 3 (le para-guanidinoéthylcalix[4]
aréne) qui est comparable a celle du composé 1. Ainsi,
a MTT (24 h)
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Fig. 4. Test de viabilité au MTT sur cellules MRC-5 aprés 24 heures d’incubation avec le composé 1 (4a), le composé 2 (4b) ou le composé 3 (4¢). (n = 3). Témoin
milieu : milieu MEM-10 % SVF, sans cellules MRC-5. Témoin substance : milieu MEM-10 % SVF, sans cellules MRC-5, avec la plus forte concentration en
composé 1, 2 ou 3 (1072 mol/l). Témoin cellules : cellules MRC-5 en culture (milieu MEM-10 % SVF), non traitées.
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Fig. 4. (suite)

pour le composé 3, nous obtenons des valeurs de CMI de
4 mg/l pour E. coli, de 8 mg/l pour les deux souches de
S. aureus, alors que E. faecalis et P. aeruginosa se montrent
moins sensibles (CMI=32 mg/l). Comparativement, le
compos¢ 1 semble plus actif sur les bactéries a Gram+
(avec des valeurs de CMI égales a 4 mg/l ou <1 mg/l
pour les deux souches de S. aureus et 2 mg/l pour
E. faecalis), mais apparemment moins efficace sur E. coli
(CMI = 8 mg/l).

Les résultats présentés Fig. 4 (4a, 4b et 4c) et Tableau 2
montrent que :

e les composés 2 et 3 n’induisent qu’une trés faible modifica-
tion de la viabilité des cellules MRC-5 en culture, et ce
jusqu’a 168 heures d’exposition avec respectivement, des
valeurs de Clso égales a 1,5.107 et 7,3.10™* mol/l aprés
24 heures de traitement ;

e le composé 1 entraine une diminution croissante au cours du
temps de la viabilité des cellules MRC-5 en culture pour des
doses moindres, avec des valeurs de Cls, égales a 7,7.107 a
24 heures et 4,3.10 ® mol/l aprés 168 heures de traitement.

Tableau 2
Valeurs de Cls, obtenues pour les composés 1, 2 et 3, aprés 24, 48 et
168 heures d’incubation sur cellules MRC-5. (n = 3)

ClLso (mol/l) Composé 1 Composé 2 Composé 3
24 heures 7,7.107° 1,5.107 7,3.107*
48 heures 3,0.107° 8,5.107* 52.107*
168 heures 43.10°° 1,6.107 5,1.107*

Tableau 3
Détermination de I’index de sélectivité (IS), a 24 heures, pour les composés 1, 2
et3

IS (Cls¢/CMI) Compos¢ Compos¢ Composé
1 2 3
Escherichia coli ATCC 25922 6 0,86 223
Staphylococcus aureus ATCC 25923 13 0,86 111
Staphylococcus aureus ATCC 29213 51 0,86 111
Enterococcus faecalis ATCC 29212 26 <0,86 28
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 2 <0,86 28

De fait, si on détermine 1’index de sélectivité (IS) pour les
trois composés (Tableau 3), il apparait :

e que les valeurs d’IS obtenues pour le composé 3 sont trés
intéressantes, quelle que soit la souche testée (IS = 223 pour
E. coli, 111 pour les deux souches de S. aureus et 28 pour
E. faecalis et P. aeruginosa) ;

e ct que ces valeurs sont trés nettement supérieures a celles
obtenues pour le composé 2 (IS <0,86 pour les cinq sou-
ches étudiées), ainsi que pour le composé 1, le diiséthionate
d’hexamidine, composé de référence (IS = 6 pour E. coli, 13
et 51 pour les deux souches de S. aureus, 26 pour
E. faecalis et 2 pour P. aeruginosa).

4. Discussion

En conclusion, les résultats obtenus dans cette étude confir-
ment ceux de 1’étude préliminaire quant au rdle que semble
jouer la préorganisation spatiale de monoméres para-
guanidinoéthylphénol en un tétramére cyclique pour 1’obten-
tion d’une activité antibactérienne. De plus, par comparaison
avec I’hexamidine, choisiec comme référence, le composé 3
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apparait comme celui conjuguant I’activité antibactérienne la
plus intéressante associée a une quasi-absence d’effet notable
sur la viabilité des cellules MRC-5 en culture.

Ces résultats sont particulierement encourageants quant au
développement de notre approche avec d’éventuelles applica-
tions thérapeutiques pour le calixaréne étudié ici. Néanmoins, il
reste a définir la ou les cibles d’action de ce composé. En ce
sens, des travaux sont actuellement en cours sur ces trois molé-
cules ainsi que sur de nombreux autres dérivés, afin de mieux
appréhender les relations structure—activité.
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CHAPITRE II. DES BACTERIES...

EVOLUTION & DISSEMINATION DES RESISTANCES

Le traitement des infections bactériennes est rendu de plus en plus complexe du fait de la capacité
des bactéries a développer des mécanismes de résistance divers et nombreux aux agents utilisés en
thérapeutique. Une bactérie peut présenter une résistance intrinseéque ou naturelle a une ou plusieurs
classes d’antibiotiques. Mais elle peut aussi acquérir une résistance par mutation de novo ou par
I'acquisition de génes de résistance provenant d’autres organismes. Les génes acquis peuvent rendre
la bactérie capable (i) de produire des enzymes inactivatrices, (i) d’exprimer des systemes d’efflux
empéchant I'antibiotique d’atteindre sa cible, (iii) de modifier la cible de I'antibiotique, ou (iv) de mettre

en place une voie métabolique alternative permettant de passer outre I'action de I'antibiotique.

|. Bactéries a Gram positif et résistances

Les cocci a Gram + sont des causes fréquentes d'infections nosocomiales (IN) ou Infections
Associées aux Soins (IAS), en particulier d’endocardites et de septicémies. La dissémination de
Staphylococcus aureus résistants a la méticilline (SARM) ou Entérocoques résistants aux
Glycopeptides (ERG) est particulierement inquiétante. Les épidémies intra-hospitalieres sont
typiquement le résultat de I'expansion d'un clone, transféré de patient & patient, ou de fagon

manuportée par I'intermédiaire du personnel soignant.

1.1. Staphylocogues et résistance a la méticilline

Emergence et dissémination des Staphylococcus aureus résistants a la
méticilline (SARM)

Staphylococcus aureus est un cocci a Gram + qui colonise la peau d’environ 30 % de la population.
Malgré le fait que le portage soit généralement sans conséquence, S. aureus peut étre responsable

d’infections séveéres, en particulier de la peau et des tissus mous. Les SARM sont une des causes les

plus importantes d’lAS, dans la plupart des pays, en Europe, aux Etats Unis, en Afrique du Nord.
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La pénicilline G a été le 1* antibiotique découvert, et commercialisé dans les années 40. Les 1%

souches de S. aureus résistantes a la pénicilline G ont été rapportées en 1944. Alors que la méticilline
était introduite ensuite en Europe en 1959 et aux Etats-Unis en 1961, les 1°*° cas de SARM sont
apparus au Royaume Uni, en 1961, puis les signalements se sont multipliés en Europe, au Japon et
en Australie, pour atteindre les Etats Unis en 1968. Cette dissémination mondiale rapide était due a
un usage intensif et abusif de la méticilline en unités de soins intensifs (USI), pour pallier 'émergence
croissante de S. aureus résistants a la pénicilline G. Ceci est une illustration trés juste de ce qui est,
depuis toujours, la course entre 'Homme (et les antibiotiques) et les bactéries. Jusqu’'a une prise
récente de conscience, ce combat a toujours été en faveur des bactéries, du fait d’'une utilisation
excessive, inadéquate et non réfléchie des chimiothérapies anti-infectieuses. Selon le dernier rapport
du « National Nosocomial Infection Surveillance (NNIS) System », paru en 2004, les souches de
SARM représentent 59,5% des S. aureus isolés en USI, ce qui correspond a une augmentation de
11% entre 1998 et 2002 . Un peu plus proche de nous, en Europe, I' « European
Antimicrobial Resistance Surveillance System (EARSS) » rapporte pour cette méme période, un taux
de SARM de 21% avec une grande disparité entre les pays : faible proportion dans les pays d’Europe
du Nord (Norvege, Suéde, Islande...) (< 3%), taux un peu plus élevé dans les pays d’Europe Centrale
(5-25%), et un taux trés important, comparable a celui observé aux Etats Unis, en Europe
méditerranéenne et au Royaume Uni (30-40%). Une augmentation significative a cependant été
observée au Danemark, en Finlande ou aux Pays Bas . Heureusement, un peu
d’'optimisme émerge actuellement: pour deux pays, la Slovénie et la France, on observe une
diminution consistante ces 5 ou 6 derniéres années (de 33% en 2001 a 27% en 2005, pour la France
par exemple) (Figure 50). Ces évolutions montrent que la dissémination des SARM n’est pas un
phénomeéne irréversible mais peut étre contrdlée par des efforts conjoints d’hygiéne et de maitrise de
I'antibiothérapie . Les principaux facteurs prédisposant & I'acquisition d’'un SARM sont :
hospitalisation récente, admission en USI, contact avec un patient porteur, chirurgie, traitement
antibiotique prolongé.

Un des principaux problémes lié a la dissémination des SARM est le fait que ces souches sont
généralement multirésistantes. Une des derniéres souches isolées, au Royaume Uni, nhommée
EMRSA-17 (EMRSA pour epidemic MRSA), est résistante aux [(-lactamines, fluoroquinolones,
macrolides, aminosides, tétracyclines, rifampicine, acide fusidique, auxquels s’ajoute une résistance

intermédiaire a la teicoplanine
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Les SARM communautaires

Parmi les souches de SARM, il est important de distinguer les SARM communautaires (CA-MRSA,
“Community-Acquired Methicillin-Resistant S. aureus”) et hospitaliers (HA-MRSA, “Hospital-
Acquired MRSA"). Il reste cependant difficile d'établir la réelle origine communautaire d’'une infection a
SARM ; en effet, une colonisation nosocomiale par SARM peut demeurer non détectée, et I'infection
peut se produire plusieurs mois aprés I'hospitalisation. Cela explique I'hétérogénéité des définitions
concernant ce qu’est réellement un CA-MRSA. Une définition précise du cas d’isolement d'un CA-
MRSA a cependant été donnée en février 2005 par le Center for Disease Control (CDC):
« identification d'un SARM chez un patient présentant des signes et symptdémes de I'infection, moins
de 48 heures aprés le début de I'hospitalisation, sans antécédent d'infection ou de colonisation a
SARM, sans antécédent d’hospitalisation I'année précédente, et absence de dialyse, chirurgie,
cathéter permanent ou tout autre matériel médical » . Les 1°"° cas de CA-MRSA
ont été rapportés dans les années 80, longtemps aprés les cas hospitaliers, en particulier chez les
toxicomanes, chez les patients en services de long séjour ou présentant une pathologie chronique.
Dans les deux derniers cas, on parle de HCA-MRSA (“"HealthCare-Associated MRSA™). Ces isolats
sont sensibles a de nombreuses familles d'antibiotiques tels que synergistines, macrolides,
cotrimoxazole, tétracyclines et fluoroquinolones, contrairement aux SARM hospitaliers, généralement
multirésistants. Cette caractéristique ainsi que I'absence de facteurs de risque clairement identifiés

semble indiquer un changement de I'épidémiologie des SARM

Depuis ces premiers cas, la prévalence a fortement augmenté, et ce qui est étonnant, les CA-MRSA
se rencontrent essentiellement chez des patients jeunes, sans facteur de risque. Les cas les plus
fréquents sont rapportés chez des enfants ou des adolescents en bonne santé ; les seuls facteurs de
risque retenus sont un traitement antibiotique, la vie en communauté (institutions, prisons, casernes
militaires...) ou la pratique d’'activités ou sports collectifs (saunas, piscines...). Une étude chez 812
soldats aux Etats Unis pendant 8 a 10 semaines a montré que la colonisation par un CA-MRSA était
un facteur de risque d’infection de la peau et des tissus mous ; 38% des soldats étaient porteurs de
CA-MRSA et 89% des CA-MRSA isolés exprimaient les genes de la leucocidine de Panton Valentine
(LPV) . Des cas intra-familiaux illustrent parfaitement la possibilité d’'une transmission
interpersonnelle, et une transmission par l'alimentation a déja été décrite (épidémie de gastro-
entérites & CA-MRSA, ). Une nouvelle étape a été franchie lorsque les CA-MRSA

ont été retrouvés responsables d’infections nosocomiales, en particulier chez les nouveaux-nés et les

81






Bibliographie

femmes en post-partum. Une épidémie dans un service de néonatalogie, d’'une durée de 15 mois,
impliqguant 14 nouveaux-nés (2 déces) a été causée par une souche de CA-MRSA, identique aux
souches retrouvées au niveau local, mais différente des souches de SARM multirésistants
généralement isolées a I'hdpital. L'incidence était de 18,5 cas pour 1000 hospitalisations contre 1,4

pour la période précédant cette épidémie

Les CA-MRSA sont responsables dans la plupart des cas d'infections superficielles ou profondes de
la peau et des tissus mous : furoncles, abces, folliculites,... le plus souvent au niveau des extrémités.
Ces infections bénignes peuvent étre traitées par simple incision et drainage, aucun déces n'a été
signalé dans la littérature. Un biais est cependant possible, d(i au fait que ces infections sont souvent
méconnues et traitées en ville

Le traitement des infections a CA-MRSA est généralement simple, ces souches, a l'inverse des isolats

hospitaliers, n’étant généralement pas multirésistantes. En 1°® intention est recommandée la

clindamycine, quand incision et drainage ne suffisent pas. Peuvent étre utilisés en 2°™ intention
cotrimoxazole, tétracyclines, moxifloxacine, daptomycine (nouvel antibiotique approuvé par la FDA, en

attente d’AMM européenne), linézolide, quinupristine/dalfopristine

SARM et leucocidine de Panton-Valentine (LPV)

Un fait récent inquiétant est I'acquisition par les CA-MRSA des genes lukF-PV et lukS-PV codant la
leucocidine de Panton Valentine (LPV). Des pathologies plus sévéres, a type d’ostéomyélite, orchite,
lymphadénite, endocardite ou cholécystite, pouvant aller jusqu'a la pneumonie hémorragique
nécrosante, la bactériémie et les abcés multiples (cerveau, poumons, larynx, cblon, foie, reins) sont
rencontrées avec ces souches de CA-MRSA sécrétrices de la LPV. Plus de 35% de déces sont notés

dans ce cas

La LPV a été découverte en 1984 par Van de Velde, qui I'avait isolé d’'une souche de S. aureus. Son
association a des abcés sévéres avait déja été mise en évidence par Panton et Valentine en 1932.
C’est la toxine de S. aureus la plus rarement produite (2-5% des souches isolées en France, mais
prés de 30% des souches africaines). Elle est codée par les genes lukS-PV et lukF-PV, permettant
I'assemblage d'une toxine dite synergohyménotrope, c’est-a-dire composée d’'une protéine de classe
S et d'une autre de classe F : ces deux protéines agissent en synergie sur les membranes cellulaires.

La LPV lyse les polynucléaires et les macrophages humains en formant des pores
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transmembranaires, et a une activité nécrotique sur les tissus. Ainsi, elle apparait comme
spécifiqguement associée aux syndromes cutanés primitifs staphylococciques. Dans les cas de
pneumonie nécrosante, la LPV par son action nécrosante sur les muqueuses trachéales et
bronchiques joue probablement un réle dans l'invasion et la nécrose a I'origine des hémoptysies. La
production fréquente et associée de toxines a activité super antigénique (entérotoxines, toxines SEG
et SEI surtout) a un role probable dans la survenue des chocs ou accessoirement par diminution des

défenses anti-staphylococciques liée au phénoméne de dysrégulation immunitaire qu’elle entraine

Une étude de Lina et coll., menée en 1999 en France, a retrouvé I'expression de la LPV chez 93%
des souches responsables de furoncles et 85% des souches isolées dans les pneumonies
nécrotiques hémorragiques . Une étude menée au centre hospitalier de St Brieuc,
entre 1999 et 2002, a rapporté des cas groupés d'infection a SARM producteurs de LPV en France,
dont la transmission sur plus de 2 ans a été nosocomiale et communautaire. La notion de séjour a
I'népital dans I'année précédente ou de contact avec un cas nosocomial était retrouvée dans 87% des
cas . Plus récemment, Francis et coll. ont décrit quatre cas de pneumonie
nécrotique survenue chez des adultes en bonne santé. Ils ont retrouvé dans chaque cas une souche

de CA-MRSA exprimant la LPV

Staphylococcus aureus résistants aux glycopeptides

La vancomycine a longtemps été le seul traitement utilisable pour le traitement des infections a
SARM. L’émergence de S. aureus de résistance intermédiaire a la vancomycine (VISA) en 1996 au
Japon et entre 1997 et 1999 aux Etats Unis a remis de nouveau en cause les schémas de
chimiothérapie anti-infectieuse. Les VISA présentent une CMI comprise entre 8 et 16 mg/L a la
vancomycine et le mécanisme de résistance consiste en une augmentation de I'épaisseur de la
couche de peptidoglycane . Plus récemment, des
souches présentant un niveau de résistance élevé (CMI = 64 mg/L), nommées VRSA (Vancomycin-
Resistant S. aureus), ont été isolées chez 3 patients aux Etats Unis; en 2009, le nombre total de
souches de VRSA décrites s’éléve a 7, ce qui est rassurant ; méme si la vigilance reste de mise. La
résistance implique cette fois le transfert horizontal d’'un transposon contenant le géne vanA, a partir

de souches d’ERG. Le mécanisme exact de transfert n'a pas encore été élucidé.
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En 2007, selon les données de 'EARSS, 4 cas confirmés de VISA ont été rapportés, mais aucun cas

de VRSA n’a été signalé : un cas en France, un en Irlande et deux aux Pays-Bas

1.2. Entérocogues et résistance aux glycopeptides

Les entérocoques appartiennent a la flore résidente gastro-intestinale de I'Homme, des autres
mammiferes, des oiseaux et des reptiles. Lors de la rupture des relations commensales avec I'hbte,
les entérocoques peuvent entrainer des infections invasives. Méme s'ils sont moins virulents que les
autres bactéries a Gram +, les entérocoques peuvent causer divers syndromes cliniques incluant
endocardites, bactériémies, méningites, infections urinaires et étre associés a des infections telles que
péritonites et abcés intra-abdominaux. La majorité des infections cliniques sont causées par
Enterococcus faecalis (environ 80% cas), suivi par Enterococcus faecium. Les données
épidémiologiques recueillies ces 20 derniéres années ont montré I'’émergence d’entérocoques, en
particulier E. faecium, comme pathogénes responsables d’'infections nosocomiales, qui semblent étre
due a I'expansion d'un clone hospitalier (CC17). L'’émergence d’'E. faecalis et d’E. faecium s’est faite
parallelement a une augmentation de la résistance aux glycopeptides et aux aminosides. Les
infections & entérocoques sont difficiles a traiter, non seulement du fait de la multiplication des

résistances, mais aussi du fait que ce sont des bactéries « tenaces », avec une grande capacité de

dissémination entre patients au sein d’'un service hospitalier.

Les glycopeptides ont été commercialisés dans les années 50. D’abord réservés comme traitement de

2°™ intention du fait de leur néphrotoxicité et de leur ototoxicité non négligeables, leur usage a connu

eres

un regain d'intérét avec l'apparition des SARM. Les 17 souches d’ERG sont apparues dans les
années 80, leur prévalence connait une augmentation considérable ces dix derniéres années, en
particulier liée a un usage excessif de la vancomycine dans les USI aux Etats Unis. Alors que la
consommation de glycopeptides reste restreinte en pathologie humaine, en Europe, I'avoparcine, une
autre glycopeptide, a connu un usage excessif dans les élevages comme facteur de croissance chez

les animaux a partir de la fin des années 70 ; son utilisation a été interdite en 1998, mais 'usage

abusif avait déja fait émergé des résistances.

Selon le rapport du NNIS en 2004, 30% des entérocoques isolés dans les USI aux Etats Unis sont
des ERV . L'EARSS est bien moins alarmant quant a I'état des lieux en Europe : 0,9 %

des souches d’E. faecalis et 9 % des souches d’E. faecium isolées d’infections nosocomiales sont des
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Figure 51 : Enterococcus faecium : fréquence de la résistance a la vancomycine (A) et Enterococcus

faecalis : fréequence de la résistance de haut niveau aux aminosides (B) dans les différents pays

européens en 2007, d’aprés [EARSS, 2007].
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ERV . Dans la plupart des pays, la fréquence de la résistance a la vancomycine est
< 1%, exception faite de la Gréce (37%), de I'lrlande (33%), du Portugal (29%), de I'ltalie (11%), ou
d'Israél (24%) (Figure 51, A). Durant les 4 derniéres années, certains pays (Allemagne, Gréce,
Irlande, Israél, Slovénie, Turquie) ont connu une augmentation significative de la résistance aux
glycopeptides, cette augmentation correspondant généralement a des épidémies hospitalieres

. Les rapports les plus récents concernant les Etats Unis sont particulierement
alarmants puisque certains auteurs font état de plus de 70% de ERG parmi les entérocoques isolés
d’hémocultures, dans certains services hospitaliers . La résistance des
entérocoques aux glycopeptides est liée a I'expression de génes van, entrainant la synthése de
précurseurs pentadepsipeptidiques DAla-DLac au lieu des pentapeptides DAla-DAla, empéchant la
liaison des glycopeptides. Différents antibiotiques peuvent étre responsables de la sélection des ERG,

en particulier les C3G et les antibiotiques anti-anaérobies tels que les 5-nitro-imidazolés

Concernant la résistance a haut niveau aux aminosides, la fréquence est trés variable selon les pays
européens : de 13% en Islande a 67% en Allemagne ! La majorité des pays se situent entre 25 et

50%, a I'exception de la France (15%), de la Suéde (16%) et de I'Estonie (23%) (Figure 51, B)

1.3. Pneumocoques de sensibilité diminuée a la pénicilline (PSDP)

Streptococcus pneumoniae est une cause fréquente d'infection, essentiellement chez les jeunes
enfants, les patients agés et les sujets immunodéprimés. L'expression clinique est variable allant
d’infections des voies aériennes supérieures (sinusite, otite moyenne) a des infections plus graves
telles que pneumonie franche lobaire aigué, méningite, septicémie. S. pneumoniae est la cause
majeure de pneumonie dans le monde, impliquant une morbidité et une mortalité élevées. La mortalité
est plus élevée dans les populations a faible niveau socio-économique et environ 1/3 des décés

surviennent chez les enfants de moins de 5 ans.

S. pneumoniae possédent une large variété de facteurs de virulence qui facilitent I'adhérence et
I'invasion des tissus hétes. Le plus important facteur de virulence est sa capsule polysaccharidique,
protégeant la bactérie de la destruction par le systeme immunitaire. Environ 80 sérotypes ont été

décrits ; la distribution des sérotypes dans la population varie avec I'age, la pathologie et la région
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Figure 52 : Streptococcus pneumoniae : fréquence de la résistance aux B-lactamines (PSDP) (A) et a
I'érythromycine (B) en 2007, d'aprés [EARSS, 2007].
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seules, les deux conjuguées), d'aprés [EARSS, 2007].
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géographique. De facon intéressante, les sérotypes les plus souvent impliqgués dans les pathologies
infantiles sont ceux présentant le plus fréquemment une résistance aux antibiotiques. Les résistances
les plus généralement retrouvées chez S. pneumoniae sont les résistances aux B-lactamines et au

groupe macrolides-lincosamides-synergistines (MLS).

Le mécanisme de résistance aux B-lactamines chez S. pneumoniae consiste en une altération des
PLP, entrainant une affinité diminuée aux B-lactamines. Ces pneumocoques, dits de sensibilité
diminuée a la pénicilline (PSDP) ont une prévalence trés variable selon les pays d’Europe : de 1%
aux Pays Bas, a 26% en France ou 39% en Roumanie. Certains pays ont rapporté une augmentation
significative : Islande (2,1% en 1999 contre 8,1% en 2005), Bulgarie (8% en 2002 contre 32,6% en
2005) (Figure 52) . La résistance aux p-lactamines est confinée a quelques
sérogroupes (6, 9, 14, 19, 23) et totalement absente du sérogroupe le plus fréquent, le sérogroupe 1 ;
la résistance a I'érythromycine est observée chez les sérogroupes 1, 14 et 19 essentiellement (Figure
53) . De facon intéressante, I'ensemble des sérogroupes comprenant des isolats
résistants sont inclus dans le vaccin heptavalent, a I'exception du sérotype 33 relativement rare. Il est
donc a espérer que l'introduction de ce vaccin dans la liste des vaccinations recommandées chez
'enfant dans de nombreux pays européens aura un impact sur le contrble de la résistance aux

antibiotiques chez S. pneumoniae.

Deux mécanismes de résistance aux MLS ont été rapportés : (i) 'acquisition des genes erm, résultant
en une modification post-transcriptionnelle de I'ARN 23S, empéchant la liaison des macrolides aux
ribosomes ; (ii) 'acquisition d’'un systeme d’'efflux (géne mefE). Contrairement a la résistance aux -
lactamines, la résistance aux MLS via ces mécanismes est absolue, ne pouvant étre contournée par
une augmentation des posologies. En 2007, la majorité des pays européens a rapporté une
prévalence de 10 a 25% de la résistance a I'érythromycine. Cinq pays ont signalé une résistance
supérieure a 25% des isolats : Chypre, Finlande (26%), France (37%), Hongrie (36%) et Italie (31%)

. La résistance conjuguée aux B-lactamines et aux MLS est d’environ 5% quelque soit

le pays, mais atteint des taux inquiétants en France (29%) et a Chypre (20%)
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[l. Bactéries a Gram négatif et résistances

2.1. Entérobactéries, BLSE et résistance aux fluoroguinolones

Les Entérobactéries sont des bacilles a Gram-, cause importante d'infections urinaires, de
septicémies, d'infections intra-abdominales et de pneumopathies nosocomiales (en particulier chez
les patients immunodéprimés). Escherichia coli, Klebsiella spp., et Enterobacter spp. sont les especes
les plus fréquemment isolées en pathologie humaine, et sont celles le plus souvent impliquées dans
les infections nosocomiales. L'émergence de résistance chez les Entérobactéries est un probléeme
nécessitant toute notre attention. Ainsi, la dissémination de souches productrices de BLSE (B-
lactamase a Spectre Etendu) prend de l'importance, s’accompagnant d'une diversification de type
des BLSE, avec, par exemple, I'apparition récente des BLSE de type CTX-M chez E. coli. Ce

probléme s’étend a la fois aux mondes hospitalier et communautaire.

B-lactamases et BLSE

Le principal mécanisme de résistance aux B-lactamines est I'existence de [3-lactamases hydrolysant le
cycle B-lactame. Chez E. coli, la résistance est généralement conférée par des B-lactamases
plasmidiques, de types TEM ou SHV ; ainsi, chez E. coli, TEM-1 est responsable d’environ 60% des
résistances aux aminopénicillines. Les C3G ont été développées dans un premier temps comme des
agents stables a I'hydrolyse des B-lactamases, afin de pallier a ce type de résistance. Dans les
années 80, sont apparues des enzymes dérivant des pénicillinases a spectre restreint (de type SHV,
TEM ou OXA par exemple) capables d’inactiver les C:G et nommées pour cette raison B-Lactamase

ere

a Spectre Etendu ou BLSE, pour la 17" fois par Philippon et coll. en 1989 . La
1°® BLSE a été décrite en Allemagne, en 1983, et était de type SHV-1 . Sont
apparues ensuite, en France, des BLSE de type TEM-1 et TEM-2. Actuellement, plus de 200 variants
de BLSE sont connus. Il a été compris assez récemment qu'une ou plusieurs substitutions d'acides
aminés dans la structure de base pouvaient modifier leur spectre d'activité et augmenter leur capacité
d’hydrolyse, incluant les C3;G ou les carbapénémes. Les génes codant les BLSE sont généralement

retrouvés sur des plasmides porteurs de génes de résistance aux aminosides, sulfamides, en

association a des mutations conférant un haut niveau de résistance aux fluoroquinolones.
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Figure 54 : Répartition géographique mondiale des différentes BLSE de type CTX-M en 2006, d'aprés
[Canton et al., 2006].
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coli; B : K. pneumoniae, d'aprés [EARSS, 2007].
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Jusqu’a la fin des années 90 les BLSE étaient issues en majorité des -lactamases de classe A (TEM-
1, TEM-2, SHV-1) qui sont fréquemment exprimées chez les bacilles & Gram — et qui conferent la
résistance a : ampicilline, amoxicilline et C;G. Ce n'est qu'a la fin des années 80 que les 1°*SBLSE de
type CTX-M ont été décrites en Allemagne et en Argentine . Les CTX-M
demeuraient rares, a I'exception d'épidémies CTX-M-4 et 5, chez S. typhimurium, en Russie et en
Biélorussie dans le milieu des années 90. Le contexte de dissémination des BLSE a dramatiquement
changé ces derniéres années, avec un remplacement des TEM et SHV, auparavant prédominantes
en Europe, par des enzymes de type CTX-M. E. coli est devenu I'hdte majeur de ces enzymes, et ces
bactéries sont isolées fréquemment chez des patients communautaires A
I'heure actuelle, une cinquantaine de CTX-M ont été identifiées. Une caractéristique remarquable est
la spécificité de certaines CTX-M a certains pays ; notons, par exemple, CTX-M-9 et 14 en Espagne,
CTX-M-1 en ltalie ou CTX-M-2 en Amérique du Sud, Japon et Israél. Alors que d’autres, comme la
CTX-M-15, ont une dissémination mondiale. La répartition mondiale des différents types de CTX-M

est présentée Figure 54

Ces enzymes conferent chez les Entérobactéries, un plus haut niveau de résistance au céfotaxime
(ou ceftriaxone) et a l'aztréonam, qu'a la ceftazidime (qui reste généralement active). Certaines
enzymes peuvent évoluer vers un plus haut niveau de résistance a la ceftazidime ; les CTX-M-15 et
32 par exemple, ont une activité 100 fois plus importante que les autres sur la ceftazidime

. Elles n’hydrolysent pas les céphamycines, la témocilline et les

carbapénémes, et sont inhibées par les inhibiteurs de B-lactamases.

Aux Etats-Unis, le NNIS rapporte une résistance aux C;G chez 20,6% des souches de K.
pneumoniae, 31,1% Enterobacter spp. et 5,8% E. coli dans les USI. Cela correspond pour K.
pneumoniae a une augmentation de 47% depuis 1998 ! . Selon 'EARSS, la fréquence de
la résistance aux aminopénicillines chez E. coli est importante (environ 30%), quelque soit le pays
d’Europe considéré, et cette résistance augmente de fagon significative depuis 2001

La résistance aux C;G chez E. coli est présente chez moins de 5% des souches en 2005 (Figure 55,
A). Par comparaison, la situation est beaucoup plus préoccupante pour K. pneumoniae. Ainsi, dans
certains pays, plus de 2/3 des souches présentent une résistance aux C3G : Gréce 62%, Roumanie

80%, République Tchéque 46%, Bulgarie 55% (Figure 55, B)
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BLSE communautaires

Les BLSE sont généralement isolées dans les hopitaux, mais il existe maintenant une évidence selon
laguelle ces souches sont apparues et se sont disséminées dans la communauté. De méme que pour
les SARM, on parle de CA-BLSE pour Community-Acquired BLSE. Le plus souvent, les CA-BLSE
sont impliquées dans des infections urinaires, mais aussi dans des infections gastro-intestinales. Le
cas cliniqgue typique d'une infection associée a une CA-BLSE est une infection urinaire (+
bactériémie), due a une souche E. coli CTX-M chez une femme agée avec de nombreux ATCD
d’infections urinaires. Les isolats sont généralement résistants aux antibiotiques utilisés en 1% ligne
dans les infections urinaires, tels que ciprofloxacine ou triméthoprime-sulfaméthoxazole. Une étude
espagnole et une étude israélienne ont
recherché les facteurs de risque de telles infections et ont retenu les critéeres suivants : diabéte,
traitement antibiotique <3 mois (fluoroquinolones, C,G, C3G, pénicillines), antécédents

d’hospitalisation <3 mois, dge >60 ans, sexe masculin.

Un autre fait inquiétant est l'isolement de pathogénes producteurs de BLSE impliqués dans des
infections gastro-intestinales communautaires. Les espéces responsables rapportées sont les
suivantes : Salmonella spp., Shigella spp., Vibrio cholerae et E. coli sécréteurs de shigatoxine (ECET
pour E. coli entérotoxinogénes). Des BLSE de type TEM, SHV, ou CTX-M ont été décrites chez
Salmonella spp., ainsi que des B-lactamases de type AmpC. Ceci est inquiétant du fait que les C3G
restent le traitement de choix de ce type de pathologie, en particulier chez les enfants, pour lesquels

les fluoroquinolones sont contre-indiquées.

Carbapénémases

Le traitement de choix des infections causées par des Entérobactéries sécrétrices de BLSE est
I'administration de carbapénémes. Une étude sur les pneumonies nosocomiales a montré 100%
d’amélioration cliniqgue chez les patients sous imipéneéme, contre 69% sous céfépime

Cependant, des B-lactamases hydrolysant les carbapénémes sont aussi apparues, on parle de
carbapénémases, qui sont le plus souvent des métallo-B-lactamases. De la méme facon que les
BLSE, les carbapénémases hydrolysent les C3;G, mais sont aussi, dans ce cas, actives sur les

carbapénémes et les céphamycines, et sont résistantes aux IBL. Les souches productrices de KPC
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Figure 56 : Fréquence de la résistance aux fluoroquinolones dans les différents pays européens en
2007. A : E. coli ; B : K. pneumoniae, d’apres [EARSS, 2007].
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(K. pneumoniae Carbapénémase) sont généralement multirésistantes : pipéracilline-tazobactam, C,G,

C,4G, fluoroquinolones, aminosides

Les données sur la résistance aux carbapénémes, évaluée uniqguement pour K. pneumoniae, sont
issues d'un rapport volontaire de chaque pays a 'EARSS. Les chiffres sont plutdt rassurants : la
résistance demeure <1% dans la plupart des pays d’'Europe (a I'exception d'lsraél (22%) et de la
Gréce (42%)) . Le traitement de choix des infections liées a ces souches est alors la

colistine, ou la tigécycline, nouvel antibiotique, seul représentant de la classe des glycylcyclines.

Entérobactéries résistantes aux fluoroquinolones

La résistance aux fluoroquinolones survient généralement par modification au niveau des sous-unités
des ADN gyrase (gyrA, gyrB) et topoisomérase IV (parC). Une résistance a bas niveau peut étre
médiée par des changements membranaires (porines, pompes d’efflux). Récemment, il a été montré
qu’un mécanisme médié par un géne gnr plasmidique, entraine une protection du complexe ADN-
gyrase, empéchant ainsi la liaison des quinolones ; ce mécanisme est inquiétant car fréquemment

associé aux enzymes de type CTX-M ou CMY.

Concernant E. coli, la résistance aux fluoroquinolones a considérablement augmenté durant ces cing
dernieres années, quelque soit le pays d’Europe. Dans certains pays, cette résistance concerne prés
d’'un tiers des souches : Chypre 40%, Turquie 53% par exemple. Les pays du Nord de I'Europe sont
une fois de plus les moins touchés. Pour K. pneumoniae, la situation est comparable a celle observée
pour les CsG : une faible fréquence dans les pays d’Europe du Nord (Finlande 1%), et une proportion
beaucoup plus inquiétante dans les pays d’Europe de I'Est et du Sud (Bulgarie 41%, Gréce 55%)
(Figure 56) . Aux Etats-Unis, prés de 11% des souches de K. pneumoniae possédait

une résistance aux fluoroquinolones médiée par le gene gnr

La résistance combinée a plusieurs classes d'antibiotiques (aminopénicillines, C3G, aminosides,
fluoroquinolones) est d’occurrence fréquente, avec parfois une co-résistance a ces 4 classes. Chez K.
pneumoniae, le phénotype le plus fréquent est une résistance combinée C;G + fluoroquinolones +
aminosides (14% des souches). Cela suggéere que la majorité des isolats sont porteurs de plasmides

combinant plusieurs déterminants de résistance

Une étude américaine, par PCR multiplex, a porté sur 313 isolats cliniques d’Entérobactéries avec
une sensibilité diminuée a la ceftazidime et un bas niveau de résistance a la ciprofloxacine. lls ont
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montré une prévalence des génes gnr de 4% chez E. coli, 20% chez K. pneumoniae et 31% chez
Enterobacter spp. Les génes gnrA et gnrB ont été retrouvés en proportion similaire, aucun géne gnrS
n'a été identifié. Un changement de prévalence a été observé pendant la période de surveillance

(1999 a 2004), avec une augmentation de la résistance de type qnrB chez Enterobacter spp.

Une étude récente a décrit les 1% souches d’Escherichia coli porteuses de ce géne en Europe. La
prévalence du géne gnr chez ces souches résistantes a l'acide nalidixique a été retrouvée a
seulement 0,3%. Le déterminant Qnr seul ne semble pas suffisant pour entrainer la résistance aux
fluoroquinolones ; dans cette étude, il a été retrouvé associé a une substitution Ser83Leu au niveau
de I'ADN chromosomique codant gyrA Diverses études ont montré que 0,2 a
17% des souches résistantes aux fluoroquinolones posséedent le gene qgnr, et que ce sont
essentiellement des Entérobactéries, toutes productrices de BLSE. La répartition mondiale des divers

types de génes gnr est présentée Figure 57.

2.2. Pseudomonas _spp., Acinetobacter spp., Burkholderia spp., et

multirésistance

Les espéces le plus fréiguemment isolées en clinique sont : Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter
baumanii, Stenotrophomonas maltophilia et Burkholderia cepacia. Ce sont des bactéries ubiquitaires
dans la nature, dans le sol et I'eau. En milieu hospitalier, elles sont généralement isolées
d’humidificateurs, de dispositifs de ventilation et d'intubation, ainsi que sur la peau du personnel
soignant. Ces pathogénes opportunistes sont responsables d'infections chez les sujets
immunodéprimés ou fragilisés. Ainsi, ils sont fréquemment responsables d’infections de la peau et des
tissus mous (surinfection d’escarre ou d'ulcére variqueux, surinfection chez les grands brdlés,
folliculite...), de complications pulmonaires chez les patients atteints de mucoviscidose (localisation
pulmonaire chronique), d'exacerbations de pathologies pulmonaires telles que bronchiolite ou BPCO.
Du fait de leur ubiquité, de leur formidable capacité d’adaptation et de leur tolérance intrinseéque a un
grand nombre de détergents, désinfectants et autres composés antibactériens, il est difficile
d’éradiquer ces bactéries de I'environnement hospitalier. Les bactéries a Gram — non fermentant sont

naturellement résistantes a de nombreuses familles d'antibiotiques: certaines B-lactamines

91



[ No data™ [ No data™

B =1% = =<1%
H 1-5% H1-5%
O 5-10% O 5-10%
3 10 - 25% O 10-25%
I 25-50% W 25-50%
I > 50 BN > 50
- i
MT MT

Figure 58 : P. aeruginosa : Fréquence de la résistance dans les différents pays européens en 2005.

A : ceftazidime ; B : fluoroquinolones, d’aprés [EARSS, 2007].
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(ampicilline, céphalosporines), macrolides, minocycline... en particulier du fait d'une imperméabilité

membranaire ; ainsi, la perméabilité est 10 a 100 fois inférieure a celle d’E. coli.

Acinetobacter baumanii

Pathogéne peu fréguemment impligué dans les IAS, A. baumanii est cependant responsable
d’'épidémies intra-hospitalieres, du fait de sa grande résistance intrinseque. Le rapport 2004 du NNIS
a montré une augmentation de la fréquence d'isolement de cette bactérie dans les épisodes de
pneumonie en USI : 4% en 1986, contre 7% en 2003, alors que les infections dues a d’'autres bacilles
a Gram — sont restées stables durant cette méme période . Une étude du CDC, en 2004,
chez des militaires au retour d’Afghanistan, a souligné une résistance des isolats >70% a I'association
pipéracilline-tazobactam, au céfépime et a la ciprofloxacine, une résistance de 20 a 54% a I'amikacine
et de 15% a limipéneme . Ceci est inquiétant, ces deux derniers agents étant

généralement utilisés en derniére intention.

Pseudomonas aeruginosa

eme eme

P. aeruginosa est le 27" pathogéne plus fréquent retrouvé dans les USI aux Etats-Unis, et le 2
impliqué dans les pneumonies nosocomiales et les infections de la peau et des tissus mous. En
France, ce pathogéne arrive en 3%me ligne des bactéries isolées d'IN (10%), derriere E. coli et S.
aureus . Aux Etats Unis, une augmentation assez dramatique de la résistance
de P. aeruginosa a été observée en 2003, par comparaison a la période 1999-2002 : +20% pour la
résistance aux Cs;G, pipéracilline, ticarcilline, +15% pour la résistance a I'imipéneme, +9 % pour la
résistance aux fluoroquinolones . Prés de 30% des souches isolées sont résistantes a au

moins quatre antibiotiques, incluant ceftazidime, imipénéme, gentamicine, ciprofloxacine et

|évofloxacine

En Europe, I'évolution est assez similaire. La résistance a la ceftazidime est similaire a celle de la
pipéracilline, avec des taux <10% dans la plupart des pays européens, a I'exception des pays du sud
de I'Europe. Ainsi, certains pays ont des taux de résistance supérieur ou égal a 25% : République
Tcheque 33%, Gréece 40%, ltalie 25% (Figure 58, A) Pour les carbapénémes,

'analyse est plus compliquée, tous les pays différant dans leurs pratiques de routine : test de
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I'imipénéme ou du méropénéme. L'EARSS, par souci de simplification, a combiné I'évaluation de ces
deux carbapéneémes. La plupart des pays rapportent une résistance aux carbapénemes supérieure a

10%, avec des taux allant jusqu’a 47% en Gréce !

Concernant la résistance aux fluoroquinolones, un tiers des pays rapportent une résistance supérieure
a 25%, a I'exception des pays d’Europe du Nord ou la résistance est <56% (Islande 0%, Pays Bas 5%)
(Figure 58, B)

Cette émergence de la multirésistance a relancé l'intérét de la polymyxine B et de la colistine.

eres

Cependant, les 17" souches résistantes a la polymyxine B ont été décrites en 2005
. Des études in vitro ont montré l'intérét des associations polymyxine B / rifampicine ou

imipénéme, mais aucune preuve d'efficacité clinique n’a été apportée jusqu’alors.
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CHAPITRE III. ET DES HOMMES ?...

UN POINT SUR LES INFECTIONS NOSOCOMIALES.

Les Infections Nosocomiales (IN) sont les infections contractées dans un établissement de santé.
Elles sont désormais intégrées dans le groupe plus large des Infections Associées aux Soins (IAS).
Une infection est considérée comme IAS si elle survient au cours ou au décours d’'une prise en charge
(diagnostique, thérapeutique, palliative, préventive ou éducative) d'un patient, et si elle n'était ni
présente, ni en incubation au début de la prise en charge . Lorsque I'état infectieux au début
de la prise en charge n’est pas connu précisément, un délai d’au moins 48 h ou un délai supérieur a la
période d'incubation est couramment accepté pour définir les IAS. Pour les Infections du Site
Opératoire (ISO), on considére habituellement comme associées aux soins les infections survenant
dans les 30 j suivant l'intervention, ou dans I'année dans le cas de la pose d'une prothése ou d'un

implant

Le critére principal définissant une IAS est constitué par la délivrance d’'un acte ou d’'une prise en
charge de soins au sens large, par un professionnel de santé ou le patient ou son entourage,

encadrés par un professionnel de santé.

Ces infections peuvent étre directement liées aux soins dispensés au patient (infection sur cathéter ou
sur prothése), ou simplement survenir lors de I'hospitalisation, indépendamment de tout acte médical

(épidémie de grippe). On distingue ainsi différentes IAS selon leur mode de transmission :

- infections d'origine « endogene » : le malade s’infecte avec ses propres micro-organismes, a

la faveur d’'un acte invasif et/ou en raison d’'une fragilité particuliére ;

- infections d'origine « exogéne » : les micro-organismes ont pour origine les autres malades
(transmission croisée ou manuportée par le personnel soignant ou par l'intermédiaire du
matériel médical), les personnels ou la contamination de I'environnement hospitalier (eau, air,

alimentation, équipements...).
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1.2. Facteurs favorisants

Quel que soit son mode de transmission, la survenue d'une infection nosocomiale est favorisée par la

situation médicale du patient :

- age: sont particulierement réceptifs les nouveaux-nés, les personnes agées (déficit

physiologique du systéme immunitaire) ;

- pathologie : les patients immunodéprimés, les polytraumatisés ou les grands br(lés sont

particulierement a risque du fait de leur grande fragilité ;
- traitements : antibiotiques (déséquilibre de la flore), immunosuppresseurs ;

- actes invasifs: sondage urinaire, pose d'un cathéter, ventilation artificielle, intervention

chirurgicale...

[l. Enquétes de prévalence

Trois enquétes nationales de prévalence (ENP) des IN ont été réalisées en 1996, 2001 et 2006 par le
Réseau d’Alerte, d’Investigation et de Surveillance des Infections Nosocomiales (RAISIN), instance

créée afin de coordonner les actions menées dans le cadre de la lutte contre les IN.

L’ENP de 2006 a été menée un jour donné, incluant tous les services d’hospitalisation, et tous les
patients hospitalisés depuis moins de 24 h dans 2337 établissements de soins (soit 95% des lits
d’hospitalisation en France). Cette enquéte a retrouvé une prévalence des IN de 4,97% (1 patient
hospitalisé sur 20), soit une baisse moyenne de 8% par rapport a 2001, si I'on compare les
établissements ayant participé aux deux enquétes de 2001 et 2006 . La
prévalence des patients infectés varie selon le type d’'établissement de santé (plus élevée dans les
CHU et centres de lutte contre le cancer) et les caractéristiques des patients (plus élevée chez les
patients agés, de sexe masculin, atteints d’'une maladie sévére, immunodéprimés, opérés ou exposés

a un acte invasif : sonde urinaire, cathéter vasculaire ou intubation/trachéotomie)

La prévalence observée en France est dans les limites basses mesurées lors d'enquétes
multicentriques réalisées dans différents pays européens depuis 2000 : ltalie 4,9%

, Suisse 7,2% , Finlande 8,5% , Angleterre 7,6%
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. Ces comparaisons ne sont qu'indicatives puisque les méthodologies de réalisation

des enquétes sont différentes.

Trois localisations représentaient 59% des IN : infection urinaire (30%), pneumopathie (15%), infection
du site opératoire (14%). Les trois bactéries le plus fréquemment isolées étaient : E. coli (25%), S.
aureus (19% dont 52% étaient résistants a la meéticilline), et P. aeruginosa (10%). Les principaux
microorganismes isolés d’'IN sont similaires a ceux de 2001, a I'exception notable de Clostridium
difficile qui apparait et représente en 2006, 1,1% des microorganismes isolés d’'IN. Cette écologie est
similaire & celle des enquétes européennes . Parmi les
microorganismes testés pour leurs caractéristigues de résistance aux antibiotiques, 24,9% des
souches de Pseudomonas et apparentés étaient résistantes a la ceftazidime et 14,9% des
Entérobactéries étaient de sensibilité intermédiaire ou résistantes au cefotaxime ou a la ceftriaxone.
Parmi les Entérocoques, 7,3% des Enterococcus faecium et 2,4% des Enterococcus faecalis étaient

résistants a la vancomycine

Les traitements antibiotiques étaient-ils bien conduits ? Qu'en est-il de la consommation en
antibiotiques ? Le jour de I'enquéte, 15,88% des patients recevaient un traitement anti-infectieux. Les
pénicillines, les C3G, et les fluoroquinolones étaient les familles les plus fréquemment prescrites et
représentaient pres de 2/3 (62,3%) de I'ensemble. L’'association amoxicilline-acide clavulanique était
I'antibiotique le plus prescrit (20,3%), puis venaient I'ofloxacine (8,2%), I'amoxicilline (6,8%), la
ceftriaxone (6,6%) et la ciprofloxacine (5,9%). Ces 5 molécules représentaient presque la moitié

(47,9%) de I'ensemble des molécules prescrites un jour donné
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En conclusion, les progrés médicaux permettent de prendre en charge des patients de plus en plus
fragiles qui cumulent souvent de nombreux facteurs de risque. La prévention des IAS est complexe
car la plupart d’entre elles surviennent du fait de la conjugaison d’un grand nombre de facteurs, et que
les bactéries isolées, sont souvent résistantes a de nombreux antibiotiques classiquement utilisés. La
résistance aux antibiotiques est un probleme persistant et évolutif, que ce soit chez les bactéries a
Gram- ou a Gram+. La pression de sélection par les antibiotiques est un facteur important dans
I'apparition et la dissémination de ces résistances. Une amélioration des pratiques professionnelles
ainsi que la mise en place d'une antibiothérapie concertée et raisonnée sont nécessaires afin
d’enrayer ce phénomene. Le lavage des mains par solutés hydro-alcooliques (SHA) a par exemple
démontré ses preuves dans la réduction des épidémies a SARM ; des mesures d'isolement, plus ou
moins strictes, des patients porteurs sont aussi indispensables. A cela s'ajoute la toxicité non
négligeable des derniéres thérapeutiques restant a notre disposition, ou des nouvelles molécules
mises sur le marché. La triade actuelle est simple : des molécules (trop peu efficaces ou perdant leur
activité), des bactéries (a grande capacité d’adaptation, et capables d’acquérir et de disséminer des
supports de multi-résistance), et des Hommes... plus vieux, plus fragiles, avec des pathologies
nouvelles que I'on peut aujourd’hui prendre en charge... Le tout est pourtant en équilibre fragile, et de
nouvelles molécules, aux mécanismes d’action innovants, seraient les bienvenues pour nous aider a

peser un peu plus lourd dans la balance...
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Chapitre 1

ACTIVITE ANTIBACTERIENNE & CYTOTOXICITE

GRARE ET AL., 2006, PATHOLOGIE BIOLOGIE. 54 :470-476.

GRARE ET AL., 2007A, JOURNAL OF ANTIMICROBIAL CHEMOTHERAPY. 60:575-581.
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[. OBJECTIFS

L'activité antibactérienne du Cx1 (para-guanidinoéthylcalix[4]areéne) et son monomeére, mCx1 (para-
guanidinoéthylphénol), a été comparée a diverses molécules témoins, choisies en raison de leur
communauté ou proximité de groupements fonctionnels : hexamidine et synthaline A, dans un 1%
temps. Aucun antibiotique actuellement commercialisé ou en cours de développement, a notre
connaissance, ne posseéde de fonctions guanidinium ou apparentée ; nous nous sommes donc
orientés vers d'autres molécules (antiseptique porteur de fonction amidine, antidiabétique pour la
synthaline A mais porteuse de fonction guanidinium). Nous avons aussi souhaité évaluer l'activité
antibactérienne d’une unité constitutive du Cx1, le monomére mCx1, afin de souligner I'intérét d'une
organisation fonctionnelle sous forme de calixaréene (données préliminaires ).
Parallelement a l'efficacité antibactérienne, la toxicité de ces composés sur cellules eucaryotes

humaines a été évaluée afin d'affiner la balance bénéfice/risque.
L'évaluation s’est déroulée en 5 temps :

1. Détermination des Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI, par la méthode de
microdilution en milieu liquide), sur 5 souches de référence (recommandées par le Comité de
I’Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie, CA-SFM, et par le CLSI) [NCCLS,
2003 ; CA-SFM, 2008], choisies comme représentatives des souches les plus fréquemment

isolées lors d’Infections Associées aux Soins (IAS) [Grare et al., 2006].

2. Détermination des CMI sur 5 isolats cliniques, correspondant aux souches de référence
testées, mais possédant un seul mécanisme de résistance, identifié, aux antibiotiques [Grare

et al., 2007a].

3. Détermination des Concentrations Minimales Bactéricides (CMB) sur ces 10 souches (5
souches de référence, 5 isolats cliniques) afin d'évaluer le type d'action, bactéricide ou

bactériostatique du Cx1 (méthode de dénombrement en milieu gélosé).

4. Evaluation de la toxicité des différentes molécules par détermination des Concentrations
Inhibitrices 50% (Clsg) par le test au MTT, et des Concentrations Cytotoxiques 50% (CCsxg) par
le test au rouge neutre (RN). Ces tests ont été réalisés sur deux lignées de cellules
eucaryotes, HaCaT (kératinocytes humains immortalisés) et MRC-5 (fibroblastes pulmonaires,

embryonnaires humains).
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5. Détermination des Index de Sélectivité (IS) par calcul du rapport entre la Clsg ou la CCx et la
CMI, mesurées a 24 h. Cela nous permet d’avoir une idée de la balance toxicité/efficacité pour

les différentes molécules testées.

II. RESULTATS/DISCUSSION

GRARE ET AL., 2006, PATHOLOGIE BIOLOGIE. 54 :470-476.
GRARE ET AL., 2007A, JOURNAL OF ANTIMICROBIAL CHEMOTHERAPY. 60:575-581.
Ces travaux ont fait par ailleurs I'objet de communications affichées lors de congrés internationaux :
1. Grare M., Mourer M., Regnouf de Vains J.B., Finance C., Duval R.E. Para-guanidinoethylcalix[4]arene : a new product with

promising in vitro activity against drug resistant bacteria. 8" Congress of Chemotherapy and Infection (ECCB8), Budapest, 26-28

octobre 2006.

2. Grare M., Fontanay S., Mourer M., Regnouf de Vains J.B., Finance C., Duval R.E. Para-guanidinoéthylcalix[4]aréne : un

premier pas vers une nouvelle molécule antibactérienne ? 26°™ RICAI, Paris, 7-8 décembre 2006.

En conclusion, nous avons confirmé I'importance de la pré-organisation de charges positives de type
guanidinium dans une structure rigidifiante, telle que le calixaréne, pour améliorer ['activité
antibactérienne : absence d’'activité de la forme monomérique, mCx1, activité trés intéressante, a la
fois sur des bactéries & Gram — et a Gram + pour la forme calixarénique, Cx1. Cette activité est
comparable a celle de I'hexamidine, antiseptique couramment utilisé en thérapeutique, avec comme
avantage principal : un toxicité moindre, voire absente. Les index de sélectivité obtenus (16 a 131
selon les souches bactériennes considérées) sont trés intéressants ; et nous ont poussé a évaluer le
spectre antibactérien de notre composé leader. Une question restait cependant en suspend : le
caractere bactériostatique ou bactéricide du Cx1 ; les CMB en milieu solide étant de réalisation difficile
et souffrant d’'une faible reproductibilité. Dans un 2°me temps, nous avons donc effectué les courbes de

bactéricidie de notre molécule vis-a-vis des 4 souches de référence.

Pourquoi avoir choisi deux lignées cellulaires, et pourquoi celles-la (fibroblastes MRC5 et
kératinocytes HaCaT) ? Pourquoi avoir réalisé deux types de tests, viabilit¢ (MTT) et cytotoxicité
(RN) ? Comme exposé dans l'article [Grare et al., 2007a], nous n’avions pas a notre connaissance,
d’'antibiotique se rapprochant en terme de structure et de fonctions, au Cx1. Nous nous sommes par

conséquent orientés sur I'hexamidine, de structure lointaine par comparaison au Cx1, mais porteur de
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fonctions cationiques de type amidine, et vers la synthaline, porteuse de fonction guanidine. Pour le
1% nous avions peu (ou pas) de données sur sa toxicité cutanée (aucune donnée sur lignées
cellulaires in vitro), pour la seconde, nous savions que sa commercialisation avait été suspendue du
fait de sa toxicité trop importante. Nous avons donc voulu comparer le pouvoir cytotoxique de ces
molécules a celui du Cx1, sur deux lignées cellulaires pouvant servir de modéle pour une éventuelle

application de notre composé en tant que topique. Par ailleurs, ce sont des lignées humaines, non

cancéreuses, donc plus appropriées a I'évaluation d’antibactériens a visée humaine. D’autres auteurs
ont réalisé des tests similaires, et recommandé ces lignées pour I'évaluation du pouvoir « irritant
cutané » ou cytotoxique de certaines molécules

. Boyce et coll. ont par exemple évalué la
toxicité de la chlorhexidine, de la polymyxine B ou de la mupirocine, a la fois sur des fibroblastes et
des kératinocytes . D’autres auteurs ont montré une bonne corrélation entre le
pouvoir irritant connu de certaines molécules et I'effet in vitro (test XTT) sur la viabilité de cellules
HaCaT . Quant a l'utilisation de deux tests en parallele, un test d'effet sur la
viabilité (MTT) et un test de cytotoxixité (Rouge Neutre) ,
certains auteurs ont souligné la nécessité de valider I'utilisation de tout test in vitro, selon la lignée
cellulaire utilisée et la molécule testée . En effet, certaines molécules sont
capables de stimuler I'activité des deshydrogénases, et par conséquent de donner des résultats
faussement positifs par le test MTT ; et les lignées cellulaires répondent de facon plus ou moins
satisfaisante au test RN, qui nécessite une bonne adhésion des cellules au support de fait des
nombreux lavages. En conclusion, nous avons confirmé dans notre travail, I'intérét de l'utilisation de
deux lignées (les HaCaT apparaissent plus sensibles au traitement), et des deux types de tests, qui

apportent des données complémentaires.
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Objectives: Emergence of multidrug-resistant bacteria has encouraged vigorous efforts to develop
antimicrobial agents with new mechanisms of action. In this study, the in vitro antibacterial activity of
para-guanidinoethylcalix[4]arene was evaluated and compared with that of its constitutive monomer,
para-guanidinoethylphenol. Hexamidine, a widely used antiseptic, and synthalin A, an old antidiabetic
and anti-trypanosomal compound, were chosen as references.

Methods: MIC and MBC were determined for five reference strains (Escherichia coli ATCC 25922,
Staphylococcus aureus ATCC 25923 and ATCC 29213, Enterococcus faecalis ATCC 29212 and
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853), as well as five antibiotic-resistant clinical isolates. Toxicity on
MRC-5 and HaCaT eukaryotic cell lines was also evaluated by MTT and Neutral Red assays.

Results: No antibacterial activity was observed for para-guanidinoethylphenol (MIC > 512 mg/L) and
synthalin A (MIC > 64 mg/L). Conversely, para-guanidinoethylcalix[4]arene and hexamidine: (i) showed
a broad antibacterial spectrum, both on Gram-positive and on Gram-negative bacteria (MIC = 4 mg/L
against E. coli and 8 mg/L against S. aureus for para-guanidinoethylcalix[4]arene), to a lesser degree
against E. faecalis and P. aeruginosa (MIC = 32 mg/L); (ii) were bacteriostatic (MBC > 256 mg/L); and
(iii) MICs and MBCs obtained for clinical isolates were similar to those obtained with reference strains.
Both compounds, the monomer and the calixarene, showed no apparent cytotoxicity, whereas hexami-
dine and synthalin A had significant toxic effects that increased with time and concentration and in a
range of 100—1000 times that for calixarene.

Conclusions: In conclusion, results confirm para-guanidinoethylcalix[4]arene as a broad-spectrum new
agent or an auxiliary in antimicrobial chemotherapy.

Keywords: calixarene, antibacterial agent, ICso, CCso, selectivity index

Introduction

During the last three decades, a dramatic increase in nosocomial
infections caused by multidrug-resistant bacteria has taken place.
Recent studies reported that the prevalence of nosocomial infec-
tions caused by these microorganisms ranged from 4% to 10%
in Europe.' Four bacterial species can be considered as the most
frequent pathogens implicated in nosocomial infections:
Escherichia coli  (23%), Staphylococcus 20%),
Pseudomonas aeruginosa (11%) and Enterococcus spp. (6%).”
The emergence of antibiotic-resistant bacteria has increased the

aureus

complexity of anti-infective therapies being administered in
hospitals. Coagulase-negative staphylococci, S. aureus and
Enterococcus spp. are very often responsible for nosocomial
infections and often encountered in the hospital environment.
For 2004, in the USA, the National Nosocomial Infections
Surveillance (NNIS) system report identified methicillin resist-
ance in 59.5% of S. aureus infections in intensive care units
(ICUs).? This represented an increase of 11% in resistance when
compared with rates for the period 1998-2002. From the
European  Antimicrobial Resistance Surveillance System
(EARSS), data collected between 1999 and 2003 indicate that
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methicillin-resistant S. aureus (MRSA) accounted for 21% of
infections due to S. aureus in Europe, but with large variation
between countries, ranging from 1% in Northern Europe to 5%
to 20% in Central Europe and 30% to 40% for Southern Europe
and the UK." For many years, vancomycin was the only effec-
tive treatment for serious MRSA infections. However, the latest
NNIS report indicated that nearly 30% of all enterococci isolated
from patients infected in ICUs are now resistant to vancomycin.’
In Europe, the proportion of glycopeptide-resistant enterococci
is still limited; according to the EARSS, 0.9% of Enterococcus
faecalis and 9% of Enterococcus faecium isolates were resistant
to vancomycin.1 In the USA, the first four cases of
vancomycin-intermediate S. aureus (VISA) were reported
between 1997 and 1999;* and, more recently, strains fully resist-
ant to vancomycin [vancomycin-resistant S. aureus (VRSA)]
were isolated from three patients.5 In the past few years, only
four new agents with activity against MRSA and/or activity
against vancomycin-resistant enterococci (VRE) have been
introduced (quinupristin/dalfopristin, linezolid, daptomycin and
tigecycline). However, the emergence of linezolid resistance in
vancomycin-resistant E. faecium has been recently reported in
Italy.6

Gram-negative bacteria of the Enterobacteriaceae family are
also important causes of nosocomial infections, especially urinary
tract infections. According to the latest NNIS report, in 2003,
20.6% of all Klebsiella pneumoniae isolates from patients in
ICUs, in the USA, were non-susceptible to third-generation
cephalosporins.3 This represented a 47% increase when compared
with resistance rates during 1998-2002. Moreover, plasmid-
mediated quinolone resistance has been reported in K. pneumo-
niae and E. coli, associated with acquisition of the gnr gene.”

P. aeruginosa and Acinetobacter spp. are also a common
cause of morbidity and mortality in hospitalized patients world-
wide. According to the 2004 NNIS System report, the rate of
resistance to third-generation/antipseudomonal cephalosporins,
imipenem and quinolones increased by 20%, 15% and 9%,
respectively, for P. aeruginosa strains isolated in 2003 when
compared with isolates from 1998 to 2002.° Similar changes
have been noted in European countries.'

Thus, a growing number of bacteria are resistant to all or
almost all of our currently available drugs. Given this situation,
there is an urgent need to develop new antibacterial agents that
target the broadest spectrum of bacteria. A new therapeutic
agent with a new mechanism of action would be particularly
attractive, because it could show less potential for cross-
resistance to currently prescribed agents. Among the various
approaches that are under evaluation in our group is one dedi-
cated to polycationic calixarene-based guanidinium podands that
display an intrinsic antimicrobial activity. Calixarenes are oligo-
meric phenolic macrocycles, and it has been demonstrated that
their excellent organizing behaviour into rigid structures gives
them many functionalities. Very few reports, essentially only in
the form of patents, have studied their antimicrobial properties;
however, some calixarenes have shown interesting activities
against bacteria, fungi, viruses and cancerous cells.> 12 Most
experimental work has been carried out with Macrocyclon, since
1950. This compound enters macrophages by endocytosis and
significantly affects the growth of Mycobacterium tuberculosis
by disturbing lipid metabolism, with an inhibition of triglyceride
lipase and phospholipases.”‘15 In another approach, Ungaro
et al. studied macrobicyclic peptido calixarenes that linked with

the p-alanyl-p-alanine residue of the peptidoglycan and might
act as vancomycin mimics. The compounds tested showed an
anti-Gram-positive activity from moderate to good, although
slightly inferior to vancomycin, and no activity was found
against Gram-negative bacteria.'®!’

On the basis of the fact that most bacteria are negatively
charged, and focusing on the aforementioned organizing beha-
viour, the introduction of positive charges on the calixarene core
leads to a constrained oligomeric polycation. As antimicrobial
agents, the guanidinium derivatives have been modestly investi-
gated in recent years. Most of the studied compounds are poly-
guanidinium species derived from the old, but non-commercial,
anti-diabetic and anti-trypanosomal synthalin A.'"®' In our
laboratory, we have observed a remarkable gain of antibacterial
properties in the spatial organization of the monomeric para-
guanidinoethylphenol into its tetrameric cyclic isomer.?” The aim
of this study was to confirm and expand the above findings by
testing the activities of the para-guanidinoethylcalix[4]arene (com-
pound 4, Figure 1) and its monomeric equivalent (compound 3,
Figure 1), against five ATCC reference strains and five
antibiotic-resistant Gram-positive and Gram-negative strains, con-
taining different resistance determinants. Hexamidine (compound
1, Figure 1), a commonly used antiseptic solution, and synthalin A
(compound 2, Figure 1) were chosen as references in this study,
for their resemblance in terms of functional groups (guanidinium
or amidine functions). Drugs were also tested for effect on viability
by MTT assay, with determination of ICsq, and for cytotoxicity by
Neutral Red assay, with evaluation of CCs, in HaCaT and MRC-5
cell lines, in order to determine the selectivity index (SI).

Materials and methods

Bacterial strains

E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 25923 and ATCC 29213,
E. faecalis ATCC 29212 and P. aeruginosa ATCC 27853 were used
as reference strains, following guidelines of the CLSI (formerly
NCCLS)*' and of the Comité de I’Antibiogramme de la Société
Francaise de Microbiologie (CA-SEM).>> Five clinical isolates
obtained from blood or rectal specimens were also tested in this study:
penicillinase-producing E. coli (EcR1), methicillin-resistant S. aureus
(mecA gene) (SaR1), vancomycin-resistant E. faecium (vanB gene)
(EfR1), vancomycin- and teicoplanin-resistant E. faecalis (vanA gene)
(EfR2) and P. aeruginosa overexpressing efflux pumps (PaR1).
Isolates were selected on the basis of their resistant antimicrobial sus-
ceptibility testing profile [Table S1, available as Supplementary data
at JAC Online (http://jac.oxfordjournals.org)]. Antimicrobial resist-
ances were determined by the automated instrument VITEK2
(BioMerieux, France). Strains were grown on Mueller—Hinton agar
(Difco, 225250) or in Mueller—Hinton broth (Difco, 275730).

Antimicrobial agents

Four drugs were tested: hexamidine (M = 668.22 g/mol) (com-
pound 1), synthalin A (M = 498.45 g/mol) (compound 2), para-
guanidinoethylphenol (M = 293.24 g/mol) (compound 3) and
para-guanidinoethylcalix[4]arene (M = 1221.1 g/mol) (compound
4) (Figure 1). Compounds 3 and 4 were prepared as trifluoroace-
tate salts, as described previously.”® Compound 2 was prepared as
3 and 4, starting from 1,6-diamino hexane. Compound 1 was
obtained by evaporation and freeze-drying commercial alcoholic
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Figure 1. Chemical structures of: 1, hexamidine; 2, synthalin A; 3, para-guanidinoethylphenol; and 4, para-guanidinoethylcalix[4]arene.

solution at 1% (w/v). The four compounds were fully character-
ized, and each batch was controlled by means of ['H]- and
[*C]-NMR elemental analyses. Solutions were freshly prepared
and kept for 1 week at 4°C. The solutions were filtered through a
0.22 pm pore-size filter (Millex®GP, 0.22 wm, Millipore, France)
before each experiment.

MIC determination

MICs were determined by broth microdilution method recom-
mended by the CLSL>' For MIC determination, suspensions were
prepared by suspending one isolate colony from Mueller—Hinton
plates in 5 mL of Mueller—Hinton broth. After 24 h of growth,
suspensions were diluted in distilled water to obtain a final inocu-
lum of 5x10°-5x10° cfu/mL. Purity of isolates was checked
throughout the study by examining the colony morphology and
Gram staining. Two-fold serial dilutions of drugs were prepared
in Mueller—Hinton broth in 96-well plates (Greiner, 650161),
starting from a stock solution of 10"2>M. An equal volume of
bacterial inoculum was added to each well on the microtitre plate
containing 0.05 mL of the serial compound dilutions. After incu-
bation for 18—24 h at 35°C, MIC was determined with an ELISA
reader (read at 540 nm; Multiskan EX, Thermo Electron
Corporation, France) as the lowest concentration of compound
whose absorbance was comparable with the negative control wells
(broth only or broth with drug, without inoculum). Results are
expressed as mean values of four independent determinations.
Reference agents in clinical use were also tested in order to
check susceptibility of strains: amoxicillin, ampicillin, oxacillin,
penicillin G, ticarcillin and vancomycin.

MBC determination

The MBC was determined after the MIC assay. The MBC was
obtained by subculturing the contents of each negative well and
from the positive control (broth with inoculum, without drug) of
MIC determination, onto substance-free Mueller—Hinton agar Petri
dishes. The plates were incubated at 35°C for 24 h. The MBC was
taken as the lowest concentration of substance that results in more
than 99.9% reduction of the initial inoculum.”’ Results are
expressed as mean values of four independent determinations. If
MBC is one or two dilutions above MIC, the drug is considered
bactericidal.**

Cell lines and cell culture

HaCaT (human keratinocytes)® were kindly provided by Pierre
Fabre Institut (Toulouse, France) and MRC-5 (human pulmonary

embryonic fibroblasts) were obtained from BioMerieux (France).
These cell lines were chosen as a model for the evaluation of anti-
septics and/or antibiotics that could be used during acute skin infec-
tions, as previously proposed by some authors.”®>’ The cells were
maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (Invitrogen
61965) for HaCaT and in modified Eagle’s medium (MEM;
Invitrogen 41090) for MRC-5 supplemented with 10% decomple-
mented fetal bovine serum (Invitrogen 10270, lot 40Q5150K)
without antibiotics at 37°C, 5% CO,, under a humid atmosphere.
HaCaT or MRC-5 were plated at 10* cells/well in 96-well plates
(Sarstedt 831835). Forty-eight hours after plating, the growth
medium was removed and replaced with the test solutions (100 wL).
After 24, 48 and 168 h of exposure, viability and cytotoxicity tests
were performed.

MTT assay

Viability tests were performed using a commercially available
cell proliferation reagent MTT [3-(4,5-dimethylthiazolyl-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide] (Sigma 1350380), as described
previously.?®2° The assay is based on cleavage of the tetrazolium
salt MTT by active mitochondria to produce an insoluble purple for-
mazan salt. As this conversion only occurs with viable cells, it
directly correlates with cell count. After 24, 48 and 168 h of
exposure, 10 pL of a 5 mg/mL MTT solution was added to each
well and plates were incubated at 37°C for 4 h. Then, insoluble
purple formazan was dissolved by adding 100 pL of SDS to each
well. The absorbance Asy; was measured with a reference wave-
length of Agop, using an ELISA reader (Multiskan EX, Thermo
Electron Corporation). The results were expressed as the per cent
absorbance of treated versus untreated control cultures. Eight wells
per dose and time point were counted in three different experiments.

Neutral Red assay

The cytotoxicity assay is based on the incorporation of the supravital
dye, Neutral Red, into the lysosomes of viable cells after incubation
with drugs. The amount of dye, after extraction from the lysosomes,
is quantified spectrophotometrically and compared with Neutral Red
recovered from untreated control cultures. The test was performed as
described previously.>® After 24, 48 and 168 h of exposure, the
drug-containing medium from each well was replaced with 200 pL
of MEM without phenol red (Invitrogen 51200) containing 50 mg/L
Neutral Red for an additional 3 h incubation. Then, cultures were
rinsed three times with PBS. Following removal of PBS, 200 pL of
a solution of 1% acetic acid/50% ethanol was added to each well to
extract the dye from lysosomes of viable cells. Absorbance was read
at 540 nm using an ELISA reader (Multiskan EX, Thermo Electron
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Corporation). Eight wells per dose and time point were counted in
three different experiments.

Results

MIC and MBC values are listed in Table 1. Hexamidine 1
showed anti-Gram-positive as well as anti-Gram-negative activi-
ties, with weaker activity against P. aeruginosa. Synthalin A 2
was relatively poor against all strains tested. The monomer 3
was devoid of activity (MIC > 512 mg/LL for all strains),
whereas para-guanidinoethylcalix[4]arene exhibited an antibac-
terial spectrum quite similar to hexamidine. MICs obtained for
calixarene were 4 mg/L. against E. coli, 8 mg/L. against the two
strains of S. aureus and 32 mg/L against P. aeruginosa and
E. faecalis.

For clinical isolates (Table 1), MICs obtained for hexamidine 1
and para-guanidinoethylcalix[4]arene 4 were similar to those
obtained for reference strains (Table 1), although one or two
dilutions higher for some. However, differences observed were not
considered significant. Thus, these two compounds showed a
similar broad antibacterial spectrum, with activity extending to
antibiotic-resistant bacteria. Synthalin A 2 and the monomer 3
remained inactive against these clinical isolates.

MBC has not been determined for monomer 3, because
of high MIC values. MBCs obtained for hexamidine 1 and calix-
arene 4 were at least eight times higher than MICs (>64 mg/L
for both compounds; Table 1). This suggests that they are bacter-
iostatic, for all strains tested.

Viability and cytotoxicity results are summarized in Table 2.
When the viability and the cytotoxicity assays are compared, the
ICs50 and CCsq values obtained are in accordance. The results
from the two assays indicate that there are no differences
between the two cell lines regarding their sensitivity to four
compounds. The monomer 3 and the calixarene 4 showed no

apparent cytotoxicity whatever the time of incubation
(ICs50 > 256 mg/L after 24 h of exposure of HaCaT cells to both
monomer 3 and calixarene 4). In contrast, loss of cell viability
was seen after 24h of exposure to hexamidine 1
(IC50 = 36.1 mg/L for HaCaT), and slightly lower concentrations
were required for this effect after 48 and 168 h of incubation
(ICs0, respectively, 17.2 and 5 mg/L after 48 and 168 h for
HaCaT). Synthalin A 2 also showed significant cytotoxicity,
especially after 168 h of exposure (ICs(, respectively, 97 and
1.2 mg/L after 24 and 168 h for HaCaT).

On the basis of the MIC and ICs, values determined after
24h of exposure, the SI (SI=IC5o¢/MIC) was -calculated
(Table 3). SI values obtained with two assays (MTT and Neutral
Red) were in good agreement. Very good SI values were
obtained with the para-guanidino ethylcalix[4]arene 4 (SI = 131
for E. coli, 66 for both S. aureus strains and 16 for P. aerugi-
nosa), much higher than those obtained with monomer 3
(SI < 2 for all strains), hexamidine 1 (SI values between 0.6 and
37) or synthalin A 2 (SI values between 0.1 and 15), our refer-
ence compounds.

Discussion

Antibiotic- and antiseptic-resistant bacteria are the major cause
of nosocomial infections, with severe morbidity and mortality
worldwide. This rising health and socioeconomic problem
demands new measures for prevention and control. A number of
new antibiotics have recently been approved by the FDA, such
as tigecycline, the first compound of a new class of agents, the
glycyleyclines, and daptomycin, a cyclic lipopeptide effective
against MRSA. >3

The results presented here concern a new kind of polycatio-
nic synthetic compound displaying an intrinsic antibacterial
activity. To the best of our knowledge, no reference antibiotic in

Table 1. MICs and MBCs (mg/L) obtained by broth microdilution method, according to CLSI and CA-SFM guidelines

1 2 3 4 5
MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
Reference strains
E. coli ATCC 25922 8 256 64 256 512 ND 4 256 4*  ND
S. aureus ATCC 25923 4 128 64 >512 512 ND 8 256 <1® ND
S. aureus ATCC 29213 <1 128 16 >512 512 ND 8 256 <1® ND
E. faecalis ATCC 29212 2 128 256 >512 >512 ND 32 >256 <1° ND
P. aeruginosa ATCC 27853 32 >512 128 >512 >512 ND 32 256 16  ND
Clinical isolates
penicillinase-producing E. coli 8 64 64 >512 512 ND 2 256  >256* ND
MRSA (mecA gene) 2 64 64 64 512 ND 8 256 256"  ND
E. faecium (vanB gene) 2 64 256 >512 >512  ND 8 128 64° ND
E. faecalis (vanA gene) 4 256  >256 >512 >512 ND 64 256 256° ND
P. aeruginosa (overexpression of efflux pumps) 64 >512 256 >512 >512 ND 64 >256 64 ND

ND, not determined; 1, hexamidine; 2, synthalin A; 3, para-guanidinoethylphenol; 4, para-guanidinoethylcalix[4]arene; 5, reference antibiotics.

#Amoxicillin.
*Oxacillin.
“Vancomycin.
Ticarcillin.
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Table 2. Determination of ICsy and CCsq values from the data obtained with the viability assay (MTT) and the cytotoxicity assay (Neutral Red), respectively

CCso (mg/L) ICso (mg/L) CCsp (mg/L) ICso (mg/L) CCso (mg/L) ICs (mg/L) CCsp (mg/L)

IC 50 (mg/ L)

HaCaT MRC5 HaCaT MRC5 HaCaT MRC5 HaCaT  MRCS HaCaT MRC5 HaCaT MRC5 HaCaT MRC5  HaCaT  MRCS

Time

Antibacterial activity of para-guanidinoethylcalix[4]arene

37.1 9.1 10.5 97 140.6 34 181 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256

36.1

24 h

29.1 7.8 8.1 67 12.7 33 60 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256
<1 <1 <1 <1

17.2

48 h

>256 >256

141

>256

54.1 36 72

38.1

1.2

1.3

5 4.9

168 h

HaCaT and MRC-5 cell lines were grown as adherent-culture in a 96-well microplate. Compounds were added at concentrations from 256 to 1 mg/L for 24, 48 and 168 h. ICsy and CCs( values are

representative of three independent determinations. 1, hexamidine; 2, synthalin A; 3, para-guanidinoethylphenol; 4, para-guanidinoethylcalix[4]arene.

clinical use, or under current investigation, carries a guanidinium
function. Hexamidine, widely used in skin disinfection, and
synthalin A, a non-commercial aliphatic bis guanidinium, were
chosen here for their similarity in terms of functional groups, in
order to obtain some preliminary structure—activity relation-
ships. However, little data exist concerning the mechanism of
action of hexamidine and contradictory information about its
antibacterial spectrum is found in the literature.’® It has also
been suggested that the bactericidal activity of some commercial
alcoholic solutions is attributable to synergy between ethanol
and hexamidine.*? In our study, we confirm, for hexamidine 1, a
bacteriostatic activity extending to both Gram-positive and
Gram-negative strains. Synthalin A 2 is devoid of antibacterial
activity, so the guanidinium group alone seems not to be suffi-
cient for antibacterial activity. Hexamidine 1 and the para-
guanidinoethylcalix[4]arene 4 showed an interesting antibacterial
activity: aromatic heterocycles, alkyl side chains and guanidi-
nium groups, in the correct spatial orientation, could have a real
importance in terms of antibacterial activity. We confirmed here
the previously observed lack of antibacterial activity of mono-
meric para-guanidinoethylphenol 3 and the significant gain of
activity with the spatial organization into its tetrameric cyclic
isomer.”® The presence of aromatic heterocycles and guanidi-
nium groups is not sufficient to obtain an antibacterial activity;
organization into a calixarene structure that closely tethers and
arrays at its upper rim four guanidinium groups seem to be very
important; it could result in a synergistic effect in ionic inter-
actions with membrane targets. We are currently investigating
membrane targets that may synergize the ionic effects reported
here.

The para-guanidinoethylcalix[4]arene 4 appears as a very
interesting compound: taken together, our results show that this
drug is effective in inhibiting several Gram-positive and
Gram-negative bacteria, without increasing toxicity on HaCaT
and MRC-5 cell lines. Its broad antibacterial spectrum is similar
to hexamidine 1. Interestingly, hexamidine 1 and synthalin A 2
show a higher time-dependent cytotoxicity.

MTT and Neutral Red assays used in this study are com-
monly employed for the detection of cytotoxicity or cell viabi-
lity following exposure to various compounds. Only few
antibiotics and antiseptics have been tested on human fibroblasts
and keratinocytes.’®?’ Considering a possible topical use, it
appeared essential for us to test our compounds on these two
cell lines. Synthalin A was considered as a cytotoxicity control
because of its known toxicity on cells.'® It has been previously
reported that different cytotoxicity assays can give different
results depending on the test agent used and the assay
employed.>* In our study, the MTT assay appears to be
equally sensitive as the Neutral Red assay in detecting early
toxicity (after 24 h of exposure). However, two limitations
should be noted: (i) MTT assay measures the activity of mito-
chondrial dehydrogenases that could be enhanced by some com-
pounds; (ii) the Neutral Red assay seems to be more consistent
with the cell line; results are more reproducible, absorbances are
higher and standard deviations less significant when the test is
performed on the HaCaT cell line. We therefore decided that the
two assays should be used to determine cell viability (MTT
assay) and cytotoxicity (Neutral Red assay) in in vitro studies,
as this would increase the reliability of the results obtained.

As we demonstrated a significant antibacterial activity with
the para-guanidinoethylcalix[4]arene 4, against our five
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Table 3. SI obtained for five reference strains, after 24 h of exposure to four compounds, on HaCaT cell line

1 2 3 4
Reference strain MTT NR MTT NR MTT NR MTT NR
E. coli ATCC 25922 5 2 4 0.3 2 2 131 98
S. aureus ATCC 25923 9 5 4 0.3 2 2 66 50
S. aureus ATCC 29213 >37 >18 15 1 2 2 66 50
E. faecalis ATCC 29212 19 9 1 <0.1 <2 <2 16 12
P. aeruginosa ATCC 27853 1 0.6 2 0.1 <2 <2 16 12

NR, Neutral Red. 1, hexamidine; 2, synthalin A; 3, para-guanidinoethylphenol; 4, para-guanidinoethylcalix[4]arene.

reference strains, we attempted to determine whether its effi-
ciency is conserved against antibiotic-resistant bacteria. Five
clinical isolates were included in this study. These isolates were
chosen because of the presence of only one phenotypically or
genetically characterized resistance determinant. Resistance pro-
files are typical of resistant bacteria frequently isolated from
nosocomial infections.” We showed that the calixarene deriva-
tive 4 retains its efficiency against antibiotic-resistant bacteria,
such as MRSA or VRE. This means that the para-
guanidinoethylcalix[4]arene 4 is not affected by the resistance
mechanisms of these clinical isolates (such as [(3-lactamase,
PBP2a or efflux pumps) and may represent an alternative agent
or auxiliary to control important nosocomial pathogens. Time—
kill curve studies are currently under investigation to confirm
and expand our understanding of the time-dependent or
concentration-dependent nature of the various compounds.

These results make the para-guanidinoethylcalix[4]arene 4
potentially very valuable as a new agent or adjuvant for antimi-
crobial chemotherapy. A key to future developments is to clearly
understand the mode of action of this antibacterial compound.
Actually, several polycationic peptides isolated from animals,
plants and bacterial species have been studied in terms of
antimicrobial properties.>> Some of these small, positively
charged peptides possess a broad antibacterial spectrum, includ-
ing antibiotic-resistant bacteria such as MRSA. Structure—
activity relationship studies of these peptides reveal two main
requirements for antimicrobial activity: (i) a cationic charge; and
(ii) an induced amphipathic conformation.*® Their mechanism of
action has been most studied on Gram-negative bacteria; the
initial association of peptides with the bacterial membrane
occurs through electrostatic interactions between the cationic
peptide and anionic lipopolysaccharide in the outer membrane
leading to membrane perturbation.>® Access to the cytoplasmic
membrane is then possible through these destabilized areas.
Different mechanisms lead to perturbation of the integrity of the
cytoplasmic membrane or peptide translocation into the cyto-
plasm. Cationic peptides are thought to interact with DNA,
RNA and/or cellular proteins and to inhibit synthesis of various
compounds.

The para-guanidinoethylcalix[4]arene is a polycationic com-
pound, and we could speculate that its mechanism of action
should be close to that of polycationic peptides. Additional
studies are required to determine its actual mode of action and
to elucidate the relationship between calixarene structure and
antibacterial activity. This requires the development of parent

compounds and their non-conic conformers, as well as the linear
oligomers. This is under current investigation.
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[. OBJECTIFS

Compte tenu de I'absence d'activité du mCx1, et de la synthaline A, nous avons décidé de ne pas
poursuivre plus avant leur évaluation. Nous avons, en conséquence, choisi un nouveau comparateur,
la chlorhexidine (CHX), antiseptique cationique, a large spectre (Gram + et Gram -), plus comparable

en terme d’activité au Cx1

Le Cx1, comme montré précédemment, posséde une activité intéressante, a la fois sur les bactéries a
Gram + et a Gram -, et se distingue de I'hexamidine par I'absence de toxicité sur cellules eucaryotes.
Cela définit des index de sélectivité trés intéressants, supérieurs a ceux obtenus pour I'hexamidine, et
méme la chlorhexidine [Grare & Duval, données non publiées]. Nous avons voulu améliorer nos
connaissance sur le spectre d’'activité du Cx1 ; en conséquence, nous avons déterminé les CMI sur 77
isolats cliniques, et 13 souches de référence, afin d'évaluer le spectre d’'activité du Cx1 et de le
comparer a celui de I'hexamidine et de la chlorhexidine. Les isolats cliniques ont été choisis en
fonction de leur profil de résistance aux antibiotiques classiquement utilisés en routine, et de maniére
a avoir une vue d’ensemble sur I'activité du Cx1 sur les isolats le plus souvent rencontrés en clinique
(choix en fonction du genre, de I'espéce, et du ou des mécanisme(s) de résistance identifiés) [Grare et

al., 2009a].

Les isolats cliniques suivants ont été étudiés :

- Entérobactéries : 20 souches (E. coli, P. mirabilis, K. pneumoniae, K. oxytoca, C. koseri, P.
vulgaris, E. cloacae, M. morganii, P. stuartii, S. marcescens, Y. enterocolitica), porteuses de
pénicillinases, céphalosporinases, BLSE ou céphalosporinase hyperproduite, avec des profils

de résistance variables aux fluoroquinolones et aux aminosides ;

- Bacilles a Gram — non fermentants : 10 souches (P. aeruginosa, A. baumanii, B. cepacia, S.
maltophilia), possédant différents profils de résistance, certaines souches pouvant étre

classées comme multi-résistantes ;

- Staphylococcus aureus : 15 souches (3 SASM, 10 SARM, 2 VISA), possédant divers profils

de résistance aux aminosides et MLSK ;

- Staphylocogues a coagulase négative (SCN): 12 souches (2 SCN-MS, 10 SCN-MR),

possédant divers profils de résistance aux aminosides et MLSK ;
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- Enterococcus spp. : 14 souches (E. faecalis, E. faecium, E. casseliflavus, E. gallinarum, E.
avium), possédants différents profils de résistance aux glycopeptides (vanA, vanB,

vanC1/C2) ;

- Autres bactéries a Gram +: 5 souches (S. pyogenes, S. agalactiae, L. monocytogenes, C.

jeikeium, B. cereus) ;
- Mycobactéries : 1 souche (M. chelonae).

Sur I'ensemble de ces souches ont été évaluées les CMI du Cx1, de I'hexamidine et de la

chlorhexidine.

[I. RESULTATS/DISCUSSION

GRARE ET AL., 2009A, CLINICAL MICROBIOLOGY AND INFECTION. IN PRESS.

Ces travaux ont fait par ailleurs I'objet de communications affichées lors de congres internationaux :

3. Grare M., Mourer M., Fontanay S., Regnouf de Vains J.B., Finance C., Duval R.E.

Activity of para-guanidinoethylcalix[4]arene against clinical isolates of MRSA, VRE and extended-spectrum B-lactamase
producing Enterobacteriaceae. 47" ICAAC, September 17-20" 2007, Chicago, USA.

4. Grare M., Mourer M., Massimba Dibama H., Regnouf-de-Vains J.-B., Finance C., Duval R.E.

Le para-guanidinoéthylcalix[4]aréne : Activité sur SARM, ERG et sur Entérobactéries productrices de BLSE... Cytotoxicité...

Cible d'action ? 27°™ RICAI, 6-7 décembre 2007, Paris, France.

N.B. : Certaines données, obtenues lors d’'une étude préliminaire sur le Cx1 et I'hexamidine, n'ont pas

été publiées. Les résultats obtenus étaient les suivants :

0] une activité modérée sur Streptococcus pyogenes, Streptococcus agalactiae et Listeria
monocytogenes (32, 64, 64 mg/L pour le Cx1, et <1, 2 et 16 mg/L pour I'hexamidine,

respectivement pour chacune de ces 3 souches).

(ii) une activité intéressante sur Corynebacterium jeikeium et Bacillus cereus (<1 et 16 mg/L

pour le Cx1, et <1 pour I’hexamidine, respectivement pour les deux souches).

(i) une activité intéressante est obtenue sur Mycobacterium chelonae (CMI <1 mg/L sur la

souche de référence, 8 mg/L sur un isolat clinique pour le Cx1). Cette étude n'a pu étre
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menée, pour des raisons matérielles, que sur le Cx1. Les expériences ont été réalisées
dans le LSM3 du laboratoire de Bactériologie du CHU de Nancy, en collaboration avec le

Dr. Michele DAILLOUX, et le Dr. Catherine LAURAIN.

En conclusion, dans cette 2°™ partie de I'étude, nous avons confirmé le large spectre de notre
molécule, avec une activité conservée sur isolats cliniques résistants voire multi-résistants aux
antibiotiques : SARM, ERG, Entérobactéries productrices de BLSE... De fagon trés intéressante, une
activité trés variable a été obtenue d’'une Entérobactérie a une autre, ainsi qu’entre les différentes
souches de Staphylocoques et d’Entérocoques. Cela peut nous donner un 1°* indice guant a une
éventuelle interaction Cx1/paroi bactérienne, qui sera plus amplement discuté dans la partie

« Discussion Générale ».
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Cationic compounds with activity against multidrug-resistant bacteria:
interest of a new compound compared with two older antiseptics,

llhexamidine and chlorhexidine
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Abstract

Use of antiseptics and disinfectants is essential in infection control practices in hospital and other healthcare settings. In this study, the
in vitro activity of a new promising compound para-guanidinoethylcalix[4]arene (CxI) has been evaluated in comparison with hexamidine
(HX) and chlorhexidine (CHX), two older cationic antiseptics. The MICs for 69 clinical isolates comprising methicillin-resistant Staphylo-
coccus aureus, methicillin-sensitive S. aureus, coagulase-negative staphylococci (CoNS) (with or without mecA), vancomycin-resistant
enterococci, Enterobacteriaceae producing various ff-lactamases and non-fermenting bacilli (Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter bauma-
nii, Stenotrophomonas maltophilia) were determined. Cx| showed similar activity against S. aureus, CoNS and Enterococcus spp., irrespec-
tive of the presence of mecA or van genes, or associated resistance genes, with very good activity against CoNS (MIC <I mg/L).
Variable activities were observed against Enterobacteriaceae; the MICs determined seemed to be dependent both on the genus (MICs of
2, 8 and 64 mg/L for Escherichia coli, and Klebsiella pneumoniae and Yersinia enterocolitica, respectively) and on the resistance phenotype
(production of ESBLs or other f-lactamases; overproduction of AmpC). Poor activity was found against non-fermenting bacilli, irrespec-
tive of the resistance phenotype. CHX appeared to be the most active compound against all strains, with broad-spectrum and con-
served activity against multidrug-resistant strains. HX showed a lower activity, essentially against Gram-positive strains. Consequently,
the differences observed with respect to Cx| suggest that they are certainly not the consequence of antibiotic resistance phenotypes,
but rather the result of membrane composition modifications (e.g. of lipopolysaccharide), or of the presence of (activated) efflux-pumps.

These results raise the possibility that Cx| may be a potent new antibacterial agent of somewhat lower activity but significantly lower

P coxicity than CHX.
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the binding sites [2]. Biocides are clearly different from anti-
biotics with respect to their (i) mode of action, (ii) condition
of use, and (iii) acquired and intrinsic mechanisms by which
bacteria resist their effects. However, intensive exposure of
hospital pathogens to biocides, similar to that of antibiotics,
may result in the emergence of—often associated—resis-
tance to these agents [3]. For example, gac genes (which

Introduction ] )
confer resistance to quaternary ammonium compounds) are

often found in Staphylococcus aureus strains carrying mecA
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Quaternary ammonium compounds (QAC) such as benzalko-
nium chloride, bisbiguanides such as chlorhexidine (CHX),
polymeric biguanides such as polyhexamethylene biguanide
(PHMB) and diamidines such as hexamidine (HX) have been
widely used for over half a century [I]. Due to their intrinsic
positive charge, these cationic compounds bind with high

affinity to the negatively charged cell walls and membranes of

genes or the f-lactamase gene blaZ, on transposon Tn552
[4,5]. The progressive reduction of the therapeutic effective-
ness of the available antibiotics and antiseptics as a result of
the spread of antimicrobial resistance underlines (i) the
necessity to evaluate the efficiency of available antiseptics,
and (ii) the urgency of the development of new classes of
drugs for the treatment of infectious diseases. A major
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challenge is to find drugs that act against multiple multidrug-
resistant strains.

The antimicrobial activity of a new antibacterial drug,
para-guanidinoethylcalix[4]arene (Cxl), has been tested and
is presented here. This lead compound is a novel member of
the family of cationic antibacterial compounds; it is a calixa-
rene-based compound with four guanidinium functions, which
may interact with the negatively charged bacterial cell wall.
Cx| shows high water solubility, with broad in vitro activity
against Gram-positive and Gram-negative bacteria [6]. More-
over, it is devoid of cytotoxicity against two eukaryotic cell
lines, HaCaT and MRC-5. By contrast HX and CHX show
effects on cell viability after only 24 h exposure [6; M. Grare
and R. E. Duval, unpublished data].

The purpose of this study was: (i) to extend knowledge
about the in vitro activities of two widely used antiseptics,
HX and CHX, by testing them against 4| multidrug-resis-
tant Gram-positive bacteria [I5 S. aureus, methicillin-resis-
tant S. aureus (MRSA) or methicillin-sensitive S. aureus
(MSSA), 12 coagulase-negative staphylococci (CoNS), resis-
tant or susceptible to methicillin, 14 Enterococcus spp., with
or without van genes] and 30 multidrug-resistant Gram-
negative bacteria (20 Enterobacteriaceae, with or without
ESBL, and ten non-fermenting bacilli); and (ii) to investigate
the potential of a new antibacterial drug, named Cxl,

against these pathogens.

Materials and Methods

Bacterial strains

Escherichia coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 25923 and
ATCC 29213, E. faecalis ATCC 29212 and Pseudomonas aeru-
ginosa ATCC 27853 were used as reference strains following
guidelines of the CLSI (formerly NCCLS) [7] and of the
Comité de P'Antibiogramme de la Société Frangaise de
Microbiologie [8]. Other reference strains were chosen to
represent susceptible strains corresponding to resistant clini-
cal isolates tested: Proteus mirabilis ATCC 43071, Klebsiella
oxytoca ATCC 700324, Providencia stuarti ATCC 33672,
Yersinia enterocolitica ATCC 9610, Acinetobacter baumanii
ATCC 19606, S. epidermidis ATCC 12228 and Streptococcus
pneumoniae ATCC 49619. Also included were two VISA
strains (Mu3 and Mu50) [9].

Sixty-nine clinical isolates were collected from University
Hospital of Nancy: (i) 39 multidrug-resistant Gram-positive
isolates including three MSSA, ten MRSA, 12 CoNS resistant
(n = 10) or not resistant (n = 2) to methicillin and 14 Entero-
coccus spp., with or without van genes; (i) 30 multidrug-

resistant Gram-negative isolates including 20 ESBL-producing

©2009 The Authors

or -non-producing isolates of Enterobacteriaceae and 10
non-fermenting bacilli.

Each isolate was from a different patient, and each was
judged to be clinically significant when it was first recovered.
Isolates were selected on the basis of their antimicrobial sus-
ceptibility profile. Antimicrobial resistances were determined

BElby the automated instrument VITEK2 (bioMerieux, France).

The presence of resistance genes was investigated by PCR
multiplex analysis adapted from methods previously
described by Dutka-Malen et al. [10] for van genes, or Del
Vecchio et al. [II] for mecA genes. Strains were grown on
Mueller Hinton agar (BD, 225250) or Mueller Hinton broth
(MHB) (BD, 275730), complemented with 5% lysed sheep
blood for the streptococci.

Antimicrobial agents

Three drugs were tested: hexamidine diisethionate
(FW = 668.22; compound |), chlorhexidine digluconate

(FW = 847.74; compound 2), and para-guanidinoethylca-

BEllix[4]arene (FW = 1221.1; compound 3) (Fig.1.)

Compound 3 was prepared as trifluoroacetate salts as
described previously [12]. Compounds | and 2 were
obtained by evaporation and freeze-drying in commercial
alcoholic solution at 19, (w/vol). The three compounds were
fully characterized, and each batch was controlled by means
of 'H and '3C NMR elemental analyses. Solutions were

freshly prepared at the beginning of each week and kept at

NH
1 HN HOCH,CH,SOH
AN
O
HOCH,CH,SOH NH,
NH
H H H H H H
NN __N NN __N
Ny
\"/ \"/ (CH2)6 \"/ \"/
2 NH  NH NH  NH
cl cl
N, 4 CF,COOH
NH Ny NH m
)L HN NHz
NH
3 HN" N\ HN NH

FIG. I.Chemical structure of: (a) hexamidine diisethionate (HX);

(b) chlorhexidine (CHX); and (c) para-guanidinoethylcalix[4]arene

AER(CxK 1).
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4°C. The solutions were filtered through a 0.22 um-

Epore-size filter (Millex GP; 0.22 um, Millipore, France) before

each experiment.

MIC determination

MICs were determined using the broth microdilution
method recommended by the CLSI [7], and as described
previously [6]. For microdilution susceptibility testing of ref-
erence strains, assays were made in Mueller-Hinton media
supplemented or not with magnesium (12.5 mg/L) and cal-
cium (25 mg/L) in order to evaluate the influence of cations
on MICs. Results are expressed as means of four indepen-
dent determinations.

Results

The MICs of all compounds are provided in Tables [|-3.
The presence of magnesium (12.5 mg/L) and calcium
(25 mg/L) did not appear to affect the MICs, compared

with those determined in unsupplemented MHB (data not

3shown).

For the two reference strains (S. aureus ATCC 25923 and
ATCC 29213) and for three mecA-negative strains, the MIC
of Cx| was 4-8 mg/L (Table I). No difference in activity was
seen for ten mecA-positive strains or for the two VISA
strains (Mu3 and Mu50) (MIC 4-8 mg/L for all strains). CxI
showed better activity against CoNS (S. epidermidis, S. hominis,
S. warneri), independent of the resistance phenotype (MIC
<| mg/L of almost all strains, two mecA-negative and ten
mecA-positive) (Table 1). HX showed more variable and
moderate activity (MIC range <I-32 mg/L), with reduced
activity against the VISA strains tested (MIC = 128-256
mg/L). CHX was the most active compound against staphylo-
cocci (MIC <I mg/L for all strains).

Three E. faecalis strains (two vanA-positive), eight E.
faecium strains (six vanA-positive and two vanB-positive)
and one strain each of E. avium vanB, E. gallinarum and E.
casseliflavus  were tested for susceptibility to Cxl, HX
and CHX. Cxl| was more active against E. faecium
strains, whatever the resistance phenotype (MIC range

8-16 mg/L for E. faecium, vs. 64 mg/L for E. faecalis strains)

BA(Table 1).

Both the species and the Van phenotype seemed to influ-
ence Cx| efficacy with MICs of 8-64 mg/L for vanA+ strains,
4-16 mg/L for vanB+ strains (4 mg/L for E. avium), and of 2
and 16 mg/L, respectively, for strains of E. gallinarum
(vanCl+) and E. casseliflavus (vanC2/C3+), both naturally non-

E)susceptible to glycopeptides (Table 1). CHX and HX

displayed very good activity against vancomycin-resistant

TABLE |I. In vitro activities of para-guanidinoethyl-
calix[4]arene (Cxl), hexamidine (HX) and chlorhexidine
(CHX) against Staphylococcus aureus, coagulase-negative
staphylococci (CoNS), and Enterococcus spp., with various

resistance phenotypes. (): number of strains tested

Strains Tested agents MIC (mg/L)

S. aureus ATCC 25923 CxI 8
HX 2
CHX <2

S. aureus ATCC 29213 CxI 8
HX <l
CHX <l

MSSA (3) Cxl 4-8
HX <l
CHX <l

MRSA (10) Cxl 4-8
HX <1-32
CHX <l

VISA (Mu3) CxI 18
HX 256
CHX <l

VISA (Mu50) CxI 8
HX 128
CHX <l

S. epidermidis ATCC 12228 CxI <l
HX <l
CHX <l

MS-CoNS (2) Cxl <l
HX <l
CHX <l

MR-CoNS (10) Cxl <12
HX <1-8
CHX <l

E. faecalis ATCC 29212 Cxl 32
HX 2
CHX <l

E. faecalis Cxl 64
HX 4
CHX <l

E. faecalis van A (2) CxI 64
HX 4
CHX <12

E. faecium van A (6) Cxl 8-16
HX 4
CHX <12

E. faecium van B (2) CxI CxI
HX 4
CHX 8-16

E. avium van B CxI 4
HX 8
CHX |

E. gallinarum (van CI) CxI 16
HX 4
CHX 2

E. casseliflavus (van C2/C3) CxI 2
HX 16
CHX 2

S. pneumoniae ATCC 49619 Cxl 16-32
HX <l
CHX <l

MSSA, methicillin-sensitive S. aureus; MRSA, methicillin-resistant S. aureus.

enterococci (VRE), irrespective of species or resistance
phenotype (MIC range <I-2 mg/L of CHX, and 4-16 mg/L

BElof HX) (Table 1).

Concerning antimicrobial activity against Enterobacteriaceae,
more marked variations were observed whatever the com-
pounds tested. As for Cxl, good activity was noted against
Escherichia  coli, with particularly good efficiency against

ESBL-producing clinical isolates (MICs 2—4 mg/L for all

©2009 The Authors
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TABLE 2. In vitro activities of para-guanidinoethylcalix[4]-
arene (Cxl), hexamidine (HX) and chlorhexidine (CHX)

against Enterobacteriaceae, with various resistance
phenotypes. (): number of strains tested
Tested MIC
Strains agents (mg/L)
Escherichia coli ATCC 25922 Cxl 4
HX 8
CHX <l
Penicillinase-producing E. coli Cxl 2
HX 8
CHX <l
AmpC-hyperproducing E. coli Cxl 2
HX 16
CHX <l
ESBL E. coli (4) Cxl 2
HX 16-64
CHX <|-2
Proteus mirabilis ATCC 43071 CxI 256
HX 256
CHX 16
Penicillinase-producing P. mirabilis CxI 256
HX 64
CHX 2
P. vulgaris CxI 64
HX 16
CHX 8
Klebsiella oxytoca ATCC 700324 Cxl 16
HX 16
CHX 4
K. pneumoniae CxI 8
HX 64
CHX 4
ESBL K. pneumoniae (2) CxI 8-64
HX 32-64
CHX 24
Citrobacter koseri Cxl 4
HX 16
CHX <
Providencia stuartii ATCC 33672 CxI 64
HX 64
CHX 4
Fluoroquinolones-resistant P. stuartii Cxl 256
HX 16
CHX <l
Enterobacter cloacae Cxl 256
HX >256
CHX 8
AmpC-hyperproducing E. cloacae CxI >256
HX 128
CHX 8
ESBL E. cloacae CxI 32
HX 256
CHX 4
Morganella morganii CxI 8
HX 64
CHX 8
AmpC-hyperproducing Morganella morganii Cxl >256
HX 32
CHX 32
Serratia marcescens Cxl >256
HX 256
CHX 32
Yersinia enterocolitica ATCC 9610 CxI 16
HX 32
CHX 4
Y. enterocolitica CxI 64
HX 16
CHX 8

Escherichia  coli strains) (Table 2). Good activity was also
observed against K. oxytoca ATCC 700324, K. pneumoniae,
Citrobacter koseri and Morganella morganii (MICs = 16, 8, 4
and 8 mg/L, respectively) (Table 2). As for resistant clinical

CMmI

TABLE 3. In vitro activities of para-guanidinoethylcalix[4]-
arene (Cxl) and comparators against non-fermenting
bacilli, with various resistance phenotypes. (): number of

strains tested

Tested MIC
Strains agents (mg/L)
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Cxl 32
HX 32
CHX 4
Fluoroquinolones-resistant P. aeruginosa Cx| 32
HX 32
CHX 8
Porine D2-modified P. aeruginosa Cxl 64
HX 64
CHX 4
Multidrug-resistant P. aeruginosa (3) Cx| 64-256
HX 32-64
CHX 4-16
Acinetobacter baumanii ATCC 19606 Cx| 256
HX 32
CHX 8
Multidrug-resistant A. baumanii (2) CxI 1128-256
HX 32-64
CHX 4-16
Burkholderia cepacia Cx| 18
HX <l
CHX <l
Multidrug-resistant Stenotrophomonas maltophilia (2) Cxl I > 256
HX 32-256
CHX <1-32

an 8-32-fold MIC increase (MIC = 8-64 mg/L for ESBL-
producing K. pneumoniae and >256 mg/L for AmpC-overpro-
ducing Morganella  morganii). As for Enterobacter cloacae,
surprisingly only minimal activity of the compound was
observed against the wild-type strain and against the AmpC-
hyperproducing strain (MIC = 256 mg/L). However, greater
activity was observed when the strain expressed an ESBL

(MIC = 32 mg/L). Some Enterobacteriaceae showed a natural

Hlack of susceptibility to CxI.

Those tested were: Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Provi-
dencia stuartii, Serratia marcescens and Yersinia enterocolitica
(for these species, MICs were between 64 and >256 mg/L)
(Table 2). Similar observations were made for HX, generally
showing poor activity against Enterobacteriaceae (MIC
>64 mg/L for almost all strains tested) (Table 2). Once again,
CHX seemed to be the more active compound with very
low MICs [<I| mg/L (for Escherichia coli, including ESBL-
producing strains) to 32 mg/L (for AmpC-overproducing
Morganella morganii and Serratia marcescens]) (Table 2).

To all compounds evaluated in this study, non-fermenting
bacilli were the least susceptible. The MICs of Cxlranged
from 32 to >256 mg/L (the more resistant strains were
Stenotrophomonas maltophilia and Acinetobacter baumanii) and
the MICs of HX ranged from <I to 32 mg/L (Table 3). Burk-
holderia cepacia seemed to be the more susceptible strain,
whichever the compound tested (MICs of Cxl, HX and

isolates, a significant decrease in activity was observed with [lICHX =8, <I and <I mg/L, respectively (Table 3).

©2009 The Authors
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Discussion

The discovery and application of antimicrobial chemotherapy
and the use of biocides in the form of antiseptics and disin-
fectants, particularly in the latter half of the 20th century,
has allowed control over most infectious diseases. Cationic
antibacterials such as CHX and QACs have been shown to
be helpful in reducing the spread of multidrug-resistant
strains and hospital-acquired infections [13]. CHX is a known
antiseptic, active against a wide range of Gram-positive and
Gram-negative bacteria, but few data are available about its
activity against resistant clinical isolates. MIC values of CHX
determined in this study were comparable to those obtained
by other authors [14—16]. We have demonstrated under lab-
oratory conditions that this antiseptic is active against vari-
ous strains of MRSA, MR-CoNS, VRE and antibiotic-resistant
Enterobacteriaceae. Comparing the activity of CHX against
such strains with that against non-fermenting bacilli, CHX

activity was more variable with respect to genus and resis-

lB}tance phenotype, as previously described [15].

Nevertheless, a higher in vitro cytotoxicity of this antisep-

tic was observed in exposures of up to 24 h (M. Grare and

HER. E. Duval, unpublished data).

Moreover, other authors have demonstrated that CHX is
highly cytotoxic in vitro (for osteoblastic, endothelial and
fibroblastic cell lines) [17]. As for HX, this study confirms
reduced activity compared with CHX, with the spectrum
reduced to Gram-positive bacteria. Activity was observed
against MRSA and VRE; this could be of interest in control-
ling the spread of these pathogens. However, HX and CHX
also present high cytotoxicity during exposures of up to
24 h, in addition to reduced spectrum of activity [6]. These
cumulative data provide supplementary arguments to investi-
gate and research new compounds, with a comparable broad
spectrum but lower cytotoxicity, and prompted the current
investigation into a new cationic compound, Cxl, against
multidrug-resistant clinical isolates. In effect, Cx| seemed to
be a very interesting and potent antibacterial, with an
extended spectrum, one larger than that of HX, but slightly
narrower than that of CHX. Activity was obtained against
MRSA, MR-CoNS, VRE and ESBL-producing Enterobacteria-
ceae; more remarkably, we have previously demonstrated
that Cx| is devoid of cytotoxicity in vitro [6]. Compared with
HX and CHX, which are highly cytotoxic cationic antiseptics,
the low cytotoxicity of Cx| makes it a very promising new
antibacterial agent.

Relating our data of Cx| activity against clinical isolates to
its mechanism of action, there appears to be no correlation

between resistance to antibiotics (particularly multidrug

resistance) and Cx| efficacy. This implies that the mechanism
of action of Cxl is independent of the antibiotic resistance
phenotypes of the strains and isolates tested in this study.
We consider it unlikely that f-lactamase production or a
PLP-modification could influence the activity of CxI, a syn-
thetic compound with a structure very different from that of
p-lactams. Considering its chemical structure (Fig. lc), one
potential hypothesis for its mechanism of action is that the
four guanidium functions interact with the negative charges
of some specific components of the bacterial cell wall. This
is suggested by the variation in activity observed between
strains of the same genus or of the same species. Variations
in MICs were more noticeable with Gram-negative strains,
and the most striking variation was observed with Enterobac-
teriaceae. One of the characteristics of Gram-negative bacte-
ria is the presence of the outer membrane (OM). This
membrane is likely to be the first structure with which CxI
interacts, and it is well known that the composition of the
OM, and particularly of lipopolysaccharide (LPS), is highly
variable among genera and species, even from one strain to
another. The observed differences between clinical isolates
suggest one or more physico-chemical interaction of the
Cx| with the membrane. These interactions must depend on
the membrane composition, in particular the nature of the
LPS, and membrane properties, such as charge density and
membrane potential. Such differences in membrane composi-
tion and properties could explain differences in the MICs
observed in this study for the various strains of Enterobacteri-
aceae. Considering the Gram-negative non-fermenting bacilli,
it may be worth noting that MICs are increased for clinical
isolates with active efflux-pumps relative to the reference
strains (as in the case of Pseudomonas aeruginosa). The ques-
tions as to how CxI| penetrates the OM, and how this com-
pound can be extruded by efflux systems, warrant further
investigations into the structure of the bacterial cell wall.
Finally, we consider it unlikely that p-lactamases, or
other enzymes that have specific affinity for antibiotics,
have any influence on the activity of Cxl. It may be more
pertinent to address the resistance of Enterococcus spp. to
glycopeptides, since this type of resistance implies a modifi-
cation of the composition of the peptidoglycan (lactate or
serine, instead of alanine), and of the degree of its reticula-

HEEition.

Such modifications could potentially lead to altered inter-
actions with CxI. These ‘minor’ modifications in the compo-
sition of the peptidoglycan could perhaps also explain the
observed differences in Cx| activities against E. faecium and
E. faecdlis. Indeed, differences in terms of amino acid content
are revealing, i.e. the presence of chains of lysine-aspartate in

all Enterococcus spp. except for chains of lysine-alanine in

©2009 The Authors
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E. faecdlis (strains for which the MICs of Cx| were higher)

HH(18].

This probably results in modification of charges and pepti-
doglycan organization, and then, considering our hypothesis
for the mechanism of Cx| action, in differences in its activ-

[ 1615

In conclusion, we have demonstrated that (i) the antibi-
otic-resistant pathogens tested here have patterns of ele-
vated susceptibility to HX or CHX, and (ii) Cx| can present
a good alternative to these two older antiseptics, which are
characterized by higher cytotoxicity. Also, in line with previ-
ous observations [19], we confirm that the bacterial cell wall

BEdis 2 potential target of CxI|.

However, more detailed studies are necessary to under-
stand mechanism(s) of action of Cx|; they should include the
analysis of structure/activity relationships, of synergy with
antibiotics, and of peptidoglycan modification(s) in the pres-
ence of Cxl. So far, the results presented here support the
hypothesis that Cx| could represent a novel cationic
compound that in our opinion may be valuable as an adjuvant

for antimicrobial chemotherapy or disinfection.
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[. OBJECTIFS

La méthode de microdilution en milieu liquide a depuis longtemps été adoptée pour la détermination
des CMI : elle est peu colteuse, facile a réaliser, et permet d'obtenir des résultats reproductibles en
des délais courts. Cependant, la lecture visuelle manque d'objectivité et de précision, et la
turbidimétrie par photométre peut étre génée par certains additifs ou composés bactériens qui
peuvent affecter la couleur du milieu de culture, ainsi que par I'agrégation des bactéries [Eloff, 1998].
Les méthodes colorimétriques peuvent ainsi représenter une alternative intéressante. Les sels de
tétrazolium sont depuis longtemps utilisés comme indicateurs colorimétriques ; les bactéries ou les
champignons les convertissent en cristaux de formazan, qui peuvent alors étre quantifiés. Les sels de
tétrazolium sont réduits par les deshydrogénases et les cristaux insolubles de formazan formés dans
le cas du 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) sont solubilisés dans le
SDS (Sodium Dodécyl Sulfate). Aucune solubilisation n’est nécessaire pour le 2-[4-iodophenyl]-3-[4-
dinitrophenyl]-5-phenyltetrazolium chloride (INT). Ce sont ces deux sels de tétrazolium que nous

avons décidé d’évaluer.

Nous avions rencontré des problemes de croissances des souches d’Enterococcus spp. (absorbance
de la suspension bactérienne aprés 18-24 h de croissance en milieu Mueller Hinton < 0,1) ; par
ailleurs, certaines souches exigeantes (Streptococcus spp. ou Listeria monocytogenes) nécessitent la
réalisation des CMI en milieu Mueller Hinton + 5% de sang de mouton hémolysé, ce qui rend
particulierement difficile la lecture de la CMI. Nous souhaitions trouver une méthode rapide, simple et

peu colteuse, permettant de faciliter cette lecture.

L'objectif de cette étude est donc d’évaluer la pertinence de l'ajout de sels de tétrazolium a la

technique de microdilution en milieu liquide pour la détermination de la CMI.

[I. RESULTATS & DISCUSSION

GRARE ET AL., 2008, JOURNAL OF MICROBIOLOGICAL METHODS. 75:156-159.
L'addition de sels de tétrazolium ne permet pas d'améliorer ou de faciliter la lecture de la CMI,
quelque soit la souche considérée (E. coli, S. aureus, P. aeruginosa, E. faecalis, S. pneumoniae, S.

agalactiae, S. pyogenes). En conséquence, nous avons décidé d’abandonner cette technique.
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We reported evaluation of a colorimetric MIC assessment for routine susceptibility testing of non-fastidious
bacteria, with addition of growth indicators (INT and MTT). Our results made us postulate that the use of such
indicators was unnecessary for MIC determination in routine microdilution method.

© 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.

Evaluation of bacteriostatic and bactericidal activities is essential
for the assessment of susceptibility to antimicrobial drugs before
treatment and for screening of new drugs. Microbial growth or its
inhibition can be measured by a number of ways, e.g. viable counts,
direct microscopic counts, turbidity measurement, bioluminescence
and fluorimetry. Broth macro- or microdilution methods for Mi-
nimum Inhibitory Concentration (MIC) determination are recom-
mended by CLSI (NCCLS, 2003). We have adopted the micromethod
since it is less expensive and less cumbersome than the macrodilu-
tion method and it yields reproducible results. Furthermore, the use
of microplates allows large amounts of data to be generated quickly.
Bacterial growth could be assessed either visually by grading turbi-
dity or better spectrophotometrically by measuring optical density.
However, on one hand, visual assessment of bacterial growth
lacks objectivity and precision; on the other hand, the accuracy of
spectrophotometric readings may be hampered by (i) additives or
antibacterial compounds that affect the spectral characteristics of
growth media, (ii) the aggregation of bacteria, or (iii) bacterial pig-
ments (Eloff, 1998). Bioluminescence or fluorimetry measurements
are sensitive but demand expensive equipment and can require
extensive laboratory work prior to each assay. Consequently few
conventional methods of antimicrobial susceptibility testing are both
precise and reproducible when applied to bacteria that have specific
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0167-7012/$ - see front matter © 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.
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growth requirements or a slow rate of growth. In this context,
colorimetric methods could represent an alternative approach.
Tetrazoliums salts have been used as colorimetric indicators, since
bacteria or fungi convert them to colored formazan derivatives that
can be quantified. In the present study, we developed a colorimetric
assay for MIC determination, based on two different tetrazolium
salts, namely 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium
bromide (MTT) and 2-[4-iodophenyl]-3-[4-dinitrophenyl]-5-phenyl-
tetrazolium chloride (INT), by standardizing various factors that
influence tetrazolium conversion. Objectives of this study were (i) to
determine if the use of tetrazolium salts could enhance the
sensitivity and accuracy of MIC determination by broth microdilution
method for enterococci and streptococci which have specific growth
requirements; (ii) which salt is the most appropriate; (iii) which
concentration of salt must be used; (iv) whether all bacterial species
need the same conditions for the tetrazolium salt assay; and (v) to
verify the relation between inoculum size and the amount of
formazan produced in relation to incubation time.

Before starting experiments, we determined which wavelength is
the most appropriate for each assay, in order to avoid perturbation
due to broth components, especially for Mueller Hinton with 5% lysed
sheep blood. The ideal wavelength for determining formazan
production, should be negative in broth and tetrazolium salt absorb-
ance spectra. Our results (data not shown) indicated that the most
appropriate wavelengths were 492 nm and 540 nm for INT and MTT
assay respectively, when realized in MH broth, and 620 nm for MTT
assay in MHS broth.

Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 29213,
Enterococcus faecalis ATCC 29212, Pseudomonas aeruginosa ATCC
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Fig. 1. Comparison three assays: turbidimetry (540 nm), INT 0.6 mg/mL (492 nm) or MTT 0.6

vs. benzylpenicillin; D: E. faecalis vs. ampicillin.

27853, and Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 were used as
reference strains following guidelines of the CLSI (formerly NCCLS)
(NCCLS, 2003) and of the CA-SFM (CA-SFM, 2008). Two clinical
isolates of Streptococcus agalactiae and Streptococcus pyogenes were
also studied. Strains were maintained on Mueller Hinton agar (Difco,
225250) or Mueller Hinton broth (MH) (Difco, 275730), complemen-
ted with 5% lysed sheep blood (MHS) for the streptococci.

MTT (Sigma 1350380), and INT (Sigma 08428MC) were dissolved
in PBS to obtain final concentrations of 1, 0.8, 0.6, 0.4, 0.2 and 0.1 mg/
mL. After turbidity measurement, 10 pL of each MTT or INT solution
were was added to each well and plates were incubated at 35 °C for
20 min. Then, insoluble purple formazan obtained with MTT was
dissolved by added 100 pL SDS to each well, while with INT no
dissolution was necessary and absorbance was measured directly.
Very low conversion rates were observed with concentrations of 0.1
and 0.2 mg/mL, whatever the tetrazolium salt and strain tested (data
not shown). Among the different concentrations of MTT and INT
evaluated, relatively high conversion rates were generated with the
concentration of 0.6 mg/mL. In addition, the formazan production at
this concentration was high within 20 min exposure without
exceeding the detection limit of the spectrophotometer and low
background absorbance was obtained (data not shown). Beyond
0.6 mg/mL absorbance was over 1.4, and no correlation between signal
and amount of formazan formed can be made. So, according to our
results and previous observations (Weseler et al., 2005), a concentra-
tion of 0.6 mg/mL was chosen for the further investigations.

Fig. 1 presents MIC results obtained for four reference strains
(E. coli ATCC 25922; P. aeruginosa ATCC 27853; S. aureus ATCC 29213;
E. faecalis ATCC 29212). Antibiotics tested were the same as those
used for routine antimicrobial testing. They were supplied by the
manufacturers as base powders of known biological activity. These

B

Absorbance (nm)

=)

Absorbance (nm)

IS B
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mg/mL (540/690 nm). A: E. coli vs. amoxicillin; B: P. aeruginosa vs. ticarcillin; C: S. aureus

included amoxicillin, ampicillin, ticarcillin and benzylpenicillin (e.g.
penicillin G), dissolved in distilled water at a final concentration of
10 mg/mL. Stock solutions of each antibiotic were freshly prepared at
the beginning of each week and kept frozen at +4 °C. The solutions
were filtered through a 0.22 um-pore-size filter (Millex®GP, 0.22 um,
Millipore, France) before each experiment. Fig. 1 demonstrated no
gain in sensitivity whatever tetrazolium salts were used: with INT and
MTT assays, MIC values were similar to those obtained with turbidity
measurements. For Gram-negative bacteria, easiness of MIC deter-
mination is not improved by tetrazolium salt addition: turbidity
absorbance was already high and no gain of signal was obtained with
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Fig. 2. Evolution of formazan production in function of incubation time, with INT
0.6 mg/mL, for E. faecalis ATCC 29212.
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Fig. 3. Comparison of turbidimetry and MTT (0.1; 0.6 and 1 mg/mL) assays, for three fastidious strains, vs. amoxicillin. A: S. pneumoniae ATCC 49619; B: S. agalactiae; C: S. pyogenes.

INT (weak augmentation of signal) or MTT (attenuated signal probably
due to cell lysis with SDS) (Fig. 1A and B). For S. aureus, a real
improvement was obtained with a doubling of the absorbance in
comparison with turbidity (0.6 to 0.8 vs. 0.3) (Fig. 1C), which facilitates
reading. Surprisingly, for E. faecalis, no conversion of the tetrazolium
salt (INT or MTT) in formazan was observed, no coloration was visible
after 20 min incubation (Fig. 1D). So, no improvement of MIC deter-
mination was obtained.

As use of INT is more convenient, influence of incubation time for
E. faecalis was evaluated by monitoring INT conversion (0.6 mg/mL)
after 1, 2, 6 and 24 h. In comparison with turbidity, gain of sensibility
was obtained only after 24 h of incubation. A difference of one MIC
dilution was observed: 0.5 instead of 0.25 pg/mL of ampicillin (Fig. 2).
However, this result should be considered with caution for two
reasons. On one hand, broth control showed a very high absorbance,
higher than bacteria control. After classical control experiments, no
contamination was found. This phenomenon was observed for all
experiments (n=>5), without any explanation. On the other hand, if INT
is considered not to be toxic for bacteria, MIC may be besser better
after 48 h instead of 24 h. Other strains of Enterococcus spp. were
tested and similar results were obtained (data not shown). These
bacteria required no specific growth requirements but grew slowly,
and weak absorbance is obtained with turbidimetry. No improvement
is noted with the use of indicator. Our results are in agreement with
previous ones (Gabrielson et al., 2002; Al-Bakri and Afifi, 2007), so
that such assays seem to be not particularly useful for enterococci.
Moreover, such assay significantly increased the time allowed for
giving results, and in a clinical bacteriology laboratory, rapidity is
really important for diagnosis and treatment.

Otherwise we wanted to evaluate the relation between num-
ber of bacteria and amount of formazan produced. So an INT solu-

tion 0.6 mg/mL was added to different inocula of E. coli ATCC 25922
(10! to 10® CFU/mL), and absorbance was measured at different
incubation times (1 to 4 h). We observed that formazan pro-
duction was a function of inoculum size (data not shown): a large
amount is obtained with 105, 107, 10® and 10° CFU/mL and de-
creased rapidly with this number of bacteria (absorbance <0.2). For
all inocula, formazan production increased with incubation time.
Between 107 and 10° CFU/mL, 1 h incubation was sufficient to obtain a
good signal. Below these values, 3 or 4 h were was necessary. The
relation between inoculum and amount of formazan formed was
exponential.

Finally, similar results were obtained with the S. pneumoniae ATCC
49619, S. agalactiae and S. pyogenes (Fig. 3). No correlation between
tetrazolium salt concentration and absorbance intensity was docu-
mented: very low conversion rates were observed for all concentra-
tions tested. An attenuated signal was obtained, particularly for S.
pneumoniae, probably due to cell lysis with SDS (Fig. 3A). For other
strains, turbidity absorbance was already high and no gain of signal
was obtained with MTT (Fig. 3B and C); on the contrary, addition of
SDS resulted in a greatly decreased absorbance, and the signal
obtained was weaker than turbidity.

In conclusion, MTT and INT-based susceptibility testing in 96-wells
microplates does not optimize determination of MIC breakpoints. The
new assays are to be devoid of success for the strains tested. We do not
recommend the use of MTT or INT for clinical bacteriological
laboratories in routine susceptibility testing or for the identification
and evaluation of new antibacterial compounds.
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[. OBJECTIFS

Il est indispensable de déterminer si l'activité d'une nouvelle molécule est bactéricide ou
bactériostatique. Pour cela, nous avons mesuré la CMB par technique de microdilution en milieu
liquide puis dénombrement des colonies sur milieu gélosé . Cependant, les
résultats étaient peu reproductibles, et nous avons observé a plusieurs reprises, un « effet
paradoxal » ; c’est-a-dire I'absence de croissance des bactéries a une concentration donnée, et la
croissance a une concentration plus forte (sans que ces effets paradoxaux aient une reproductibilité).
Nous avons donc décidé d’évaluer le caractére bactéricide de notre molécule, le Cx1, par la technique
des courbes de bactéricidie (« time-kill curves »). L'activité du Cx1 est mesurée au cours du temps,
par numération du nombre de survivants par comparaison a un témoin non traité. Les résultats ont

présentés sous forme de courbes reliant le logarithme du nombre d survivants au temps.

L'objectif de cette étude est donc de déterminer I'effet antibactérien (bactériostatique ou bactéricide)

du Cx1 par la technique de courbes de bactéricidie, in vitro.

[I. MATERIELS & METHODES

I1.1. Matériels & Réactifs

Seringue de 10, 20 ou 50 mL

Filtre 0,22 um (filtres Millex®GP, 0,22 um, Millipore, France)

Tubes Falcon 15 et 50 mL

Pipettes stériles de 5, 10 et 25 mL

Fioles jaugées 50 mL

Aérotron (35°C, 150 rpm) (Infors SARL, Massy, France)

Géloses Mueller Hinton (Difco, 225250)

Bouillons Mueller Hinton (Difco, 275730)

Solution de la drogue a tester : Cx1 (M = 1221,11 g/mol) fournie par le Pr. Regnouf de Vains, sous

forme de poudre blanche, reprise en eau distillée stérile et filtrée sur 0,22 pum pour obtenir une solution
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stérile & 102 mol/L. Nous nous sommes procuré les antibiotiques commerciaux par les fabricants,

sous forme de poudre stérile, préte a I'emploi.

I11.2. Souches bactériennes étudiées

Quatre souches de référence ont été utilisées, correspondant a celles étudiées pour les CMI et les
CMB : E. coli ATCC 25922, S. aureus ATC 25923 & ATCC 29213, P. aeruginosa ATCC 27853. Du fait
de la difficulté de croissance d’E. faecalis ATCC 29212, et de la faible activité du Cx1 sur cette

souche, il a été décidé de ne pas réaliser les courbes de bactéricidie pour cette souche.

[11.3. Mode opératoire

J-1: Mise en culture des bactéries sur gélose MH

Incuber 24 h a 35°C.

JO : Ensemencement d’un bouillon MH

Prélever une colonie « moyenne » sur la gélose J-1 et ensemencer 5 mL de bouillon MH.

Incuber 24 h a 35°C.

J1 : Réalisation de la cinétique de bactéridie

& Préparation de la solution de drogue a tester

Préparer une solution mére de molécule a tester, dix fois concentrée, dans de I'eau distillée stérile.
Agiter vigoureusement au vortex pour bien homogénéiser la solution. Filtrer cette solution sur 0,22
pm. Dans un tube Falcon 50 mL, préparer une solution de concentration équivalente a 0,5 a 8 fois la
CMI, sous un volume de 30 mL de MH. Transférer cette solution dans un erlen stérile de 50 mL,

bouché avec du coton cardé ou avec un bouchon rouge a vis.

& Préparation de la suspension bactérienne

Transférer le contenu du tube en verre dans un tube Falcon 15 mL. Centrifuger 10 min a 4500 g.

Eliminer le surnageant. Reprendre le culot dans 1 mL eau distillée stérile.
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Réaliser une dilution au 1/3000°™ : 10 UL de la suspension bactérienne dans les 30 mL de milieu MH
contenant la drogue a tester (pour E. coli, qui a une vitesse de dédoublement trés rapide, évaluer le
trouble de la suspension bactérienne initiale et ajouter 2-3 pL dans 30 mL au maximum). Cela permet

d’obtenir un inoculum entre 5.10° et 5.10°° bactéries/mL.

© Pour chaque manipulation, réaliser un TEMOIN: 30 pL de suspension bactérienne dans 30

mL de milieu MH sans drogue.

& Prélevements at=0, 2, 4, 8, 12 et 24 h (voire 48 h) aprés la mise en contact drogue/bactéries

Déposer les trois erlens TEST + TEMOIN dans I'Aérotron a 35°C et sous agitation (150 rpm).

T=0h (Figure 59)

Arréter I'agitation de I’Aérotron, transférer les erlens sous la PSM.
Faire un prélevement de 1 mL dans chacun des erlens, dans un tube Falcon stérile de 15 mL.

- réaliser une dilution de la suspension bactérienne au 1/1000°™ : 10 pL + 1000 pL deau

distillée stérile : tube Falcon noté 10 :

- procéder ensuite & une série de dilution au 1/10°™ (100 uL de la dilution précédente dans 900
uL de milieu MH), afin d’obtenir les dilutions suivantes en tube Falcon : 10®, 10, 10, 107,

108,

Déposer 100 pL de chacune de ces dilutions au centre de deux géloses MH, préalablement ramenées
a température ambiante. Faire un étalement au rateau et laisser sécher les boites couvercle fermé
pendant quelques minutes (cela évite d’avoir un étalement sous forme d'amas, ce qui rend le

dénombrement impossible).

Incuber 24 h & 48 h (les colonies sont alors plus volumineuses, et donc plus faciles a dénombrer, en

particulier pour les cocci a Gram +) a 35°C.
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Figure 60 : Exemple d'évolution de la croissance bactérienne lors de la réalisation des courbes de

bactéricidie du Cx1 sur E. coli ATCC 25922.
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Avec ce qui reste de la suspension bactérienne prélevée :

- remplir 8 puits d’'une plaque 96 puits avec 100 pL de la suspension. Lire I'absorbance a 540
nm et tracer la courbe absorbance = f(temps) en faisant une moyenne de I'absorbance sur les

8 points ;

- si nécessaire : prélever quelques gouttes pour réaliser une coloration de Gram, ou un
marquage fluorescent (IP/SYTQO9, kit LIVE/DEAD BacLight Bacterial Viability and Counting Kkit,
Ref. L34856, Invitrogen). La techniqgue de marquage sera développée dans le Chapitre 8

consacré a la cytométrie en flux.

T=2,4,8,12,24,48h

Procéder de la méme facon qu'a T =0 h.
J2 et J3: Dénombrement des colonies. Comparaison par rapport au témoin non traité.

La drogue est considérée bactéricide si I'on observe une diminution d'au moins 3 log de l'inoculum

bactérien.

[11. RESULTATS

Ce travail a par ailleurs fait I'objet de communications affichées internationales :

5. Grare M., Fontanay S., Massimba Dibama H., Regnouf-de-Vains J.-B., Finance C., Duval R.E. Cinétique d'action du para-

guanidinoéthylcalix[4]aréne. 28°™ RICAI, 4-5 décembre 2008, Paris, France.

6. Grare M., Fontanay S., Massimba Dibama H., Regnouf-de-Vains J.-B., Finance C., Duval R.E. Time-kill analysis and kinetic
of membrane permeability modifications of Escherichia coli during exposure to Cx1, a new antibacterial drug. 49" ICAAC,

September 12-15" 2009, San Francisco, Etats-Unis. Soumis.

7. Grare M., Fontanay S., Massimba Dibama H., Regnouf-de-Vains J.-B., Finance C., Duval R.E. Time-kill analysis and kinetic
of membrane permeability modifications of Pseudomonas aeruginosa during exposure to Cx1, a new antibacterial drug. 49"

ICAAC, September 12-15™ 2009, San Francisco, Etats-Unis. Soumis.

8. Grare M., Fontanay S., Massimba Dibama H., Regnouf-de-Vains J.-B., Finance C., Duval R.E. Time-kill analysis and kinetic
of membrane permeability modifications of Staphylococcus aureus during exposure to Cx1, a new antibacterial drug. 49"

ICAAC, September 12-15" 2009, San Francisco, Etats-Unis. Soumis.
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Figure 61 : Courbes de bactéricidie du Cx1 sur E. coli ATCC 25922 a 0,5x, 1x, 2X, 4x et 8x la CMI sur

une période de 24 h (n = 4). La limite de détection est fixée a 2 log UFC/mL.
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Figures 60 a 67 sont présentées les courbes de bactéricidie obtenues pour les différentes souches.
Les courbes présentées correspondent a la moyenne de 3 ou 4 expériences pour chacune des
concentrations testées. Un exemple d'évolution de la croissance bactérienne lors de la réalisation des

courbes de bactéricidie pour E. coli ATCC 25922 est présenté Figure 60.

Les courbes de bactéricidie obtenues pour E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853, S.
aureus ATCC 25923 & ATCC 29213 montrent un effet bactéricide concentration-dépendant du
Cx1, a 4x et 8x (pour E. coli) la CMI, concentrations permettant d'obtenir la meilleure activité a 2 h
pour les quatre souches testées. L'activité bactéricide (limite de détection 99,9%) est distincte et
statistiquement différente a 2 h et a 24 h, lorsque le Cx1 est évalué a la concentration de 0,5x CMI
(absence totale d’effet quelque soit la souche testée), et a 4x la CMI (réduction rapide de I'inoculum),
pour les 4 souches testées. Une réduction de l'inoculum bactérien n'est pas détectée pour la
concentration sub-inhibitrice de 0,5x la CMI (a I'exception de P. aeruginosa), et avec les
concentrations de 1x et 2x la CMI pour E. coli et S. aureus ATCC 29213. Une reprise de la croissance
est observée a 4x la CMI pour E. coli et P. aeruginosa a 12 h et 24 h respectivement, a 2x la CMI pour
S. aureus ATCC 25923 ; aucun phénoméne de re-croissance n'est observé pour S. aureus ATCC
29213. Lorsqu'un effet bactéricide rapide est obtenu, cet effet persiste jusqu’a 48 h, sans observation

de re-croissance au bout de ce délai (données non présentées).

Les profils de bactéricidie obtenus pour les différentes souches sont détaillés ci-apres.

I11.1. Courbes de bactéricidie de E. coli ATCC 25922

Les courbes de bactéricidie obtenues pour E. coli ATCC 25922 montrent une activité bactéricide de
type concentration-dépendante, avec un effet maximal obtenu a 8x la CMI, concentration
permettant d'obtenir un effet bactéricide en moins de 4 h. Un effet bactéricide est observé a 8 h a
4x la CMI ; mais avec une reprise de la croissance a 12 h (Figure 61). A 2x la CMI, un ralentissement
de la croissance bactérienne est observé jusqu’a 4 h ; a partir de 8 h, le profil est ensuite similaire a
celui du témoin. Aucun effet n’est observé pour les concentrations correspondant & 0,5x et 1x la CMI

(profils similaires a celui du témoin non traité).
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Figure 62 : Courbes de bactéricidie du Cx1 sur E. coli ATCC 25922 a 2x, 4x et 8x la CMI sur une

période de 24 h (n = 4). Comparaison avec I'évolution du marquage IP/SYTQ9, observation des

bactéries au microscope a fluorescence.
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Mais que se passe-t-il ? Pour en savoir plus, nous avons suivi I'évolution de la perméabilité et de
I'intégrité membranaire, afin de faire le lien entre les effets du Cx1 au niveau pariétal et leur
retentissement sur la croissance bactérienne. Ainsi, aux différents temps et aux différentes
concentrations testées, des marquages fluorescents (SYTO9 et iodure de propidium, IP) ont été
réalisés a I'aide du kit LIVE/DEAD BacLight Bacterial Viability and Counting® kit (Invitrogen). Ces deux
fluorochromes se fixent au niveau des acides nucléiques : le SYTO9 est capable de pénétrer a
I'intérieur des bactéries présentant une membrane intacte (bactéries « vivantes » marquées en vert) ;
I'lP pénétre dans les bactéries uniguement lorsque la perméabilité membranaire est altérée (bactéries
« mortes », marquées en rouge). Apres 15 min de contact a I'abri de la lumiére, les bactéries étaient
observées au microscope a fluorescence (pour un protocole de marquage plus détaillé, voir chapitre 8

CMF). Les résultats sont présentés Figure 62.

Le marquage du témoin non traité, nous permet de mettre en évidence la multiplication de E. coli
entre TO et T24 : petits bacilles réguliers, marquées par le SYTQO9, trés peu de bactéries marquées

par I'lP.

A 2x la CMI, le Cx1 entraine dés 2 h une filamentation, les bactéries étant marquées par le SYTO9,
sans marquage par I'lP, et ce jusqu’a 4 h d’'incubation. A 8 h, parallelement a la reprise de croissance
observée sur la courbe de bactéricidie, nous observons la reprise de la division bactérienne :
présence de petits bacilles assez réguliers SYTO9+, persistance de quelques filaments SYTO9+ et/ou
IP+ (aspect ponctué de la fluorescence); cela donne un aspect en fluorescence quasi-identique au
témoin non traité. A 24 h, la multiplication a repris, et I'aspect microscopique est identique au témoin
non traité. Macroscopiquement, des agrégats sont observés dans le bouillon MH, par comparaison au

trouble homogéne observé pour le témoin (Figure 60).

A 4x la CMI, des 2 h, la croissance bactérienne est trés ralentie : nous n'observons que peu
d’éléments, de type filaments SYTO9+ ou IP+ (données non présentées).A T8 et T12, les bactéries
observables sont encore peu nombreuses, de forme uniguement filamenteuse. Il est intéressant de
noter que le marquage SYTOY/IP est ponctué (comme a 2x CMI, a T8), et semble indiquer I'existence
de zones de condensation de I'’ADN : multiplication du contenu en acides nucléiques, sans division
bactérienne. A 24 h, nous avons noté une reprise de la croissance, parfaitement visible en
fluorescence : observation de petits bacilles réguliers SYTO9+, comparables a ceux du témoin, mais

en quantité moindre ; et de filaments ponctués SYTO9+ (marquage IP trés faible).
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Figure 63 : Courbes de bactéricidie du Cx1 sur P. aeruginosa ATCC 27853 a 0,25x, 0,5%, 1x, 2x et 4x

la CMI sur une période de 24 h (n = 4). La limite de détection est fixée a 2 log UFC/mL.

Figure 64 : Aspect macroscopique du bouillon MH aprés 24 h de croissance de P. aeruginosa ATCC

27853, en présence de 2x CMI Cx1. Présence d’agrégats difficilement dissociables par agitation.
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A 8x la CMI (données non présentées), le nombre de bactéries observables étaient trop faible pour

mettre en évidence un marquage SYTO9 ou IP ; cela confirme I'effet bactéricide a cette concentration.

L'effet du Cx1 semble donc bien de type bactéricide, concentration-dépendant, avec altération
graduelle de la perméabilité membranaire, pouvant expliquer un ralentissement du métabolisme et de
la croissance bactérienne sous la pression de sélection créée par le Cx1. L'existence d'une
filamentation serait un signe supplémentaire d’une réaction de type ralentissement métabolique et
d'arrét de la division bactérienne, en réponse au stress créé par la présence du Cx1 dans le milieu
environnant (nous discuterons plus loin, dans le chapitre 6 « Génération de mutants résistants », de

I'éventuelle implication du systéme SOS dans la réponse d’'E. coli au Cx1).

[11.2. Courbes de bactéricidie de P. aeruginosa ATCC 27853

Les courbes de bactéricidie obtenues pour P. aeruginosa ATCC 27853 sont assez différentes de
celles obtenues pour E. coli ATCC 25922. Le profil obtenu montre une activité bactéricide de type
concentration-dépendante, avec un effet maximal obtenu a 4x la CMI, concentration permettant
d’obtenir un effet bactéricide en moins de 2 h. Pour les autres concentrations testées, alors qu’un
profil identique au témoin était observé pour E. coli, nous notons pour P. aeruginosa deux phases

dans les courbes :

1) Jusqu’'a 2 h pour 0,25x la CMI, 4 h pour 0,5x et 1x la CMI, et jusqu’a 8 h pour 2x la CMI, nous
avons observé un ralentissement de la croissance bactérienne par comparaison au témoin,
avec un effet « bactéricide transitoire » a 2 h pour la concentration équivalente a 2x la CMI

(Figure 63).

2) Au dela de cette période, une reprise de la croissance est observée, et a partir de 12 h, les
profils de bactéricidie aprés exposition au Cx1 sont similaires & celui du témoin. A 2x la CMI, a
24 h, I'aspect macroscopique du bouillon MHB met en évidence I'existence d'agrégats (Figure

64), constatation similaire a celle réalisée a 12 h, a 4x la CMI pour E. coli ATCC 25922.

Cela souligne I'effet concentration dépendant du Cx1 : il faut dépasser une certaine concentration
pour aller au-dela d'un effet bactériostatique (ralentissement de la croissance), et obtenir un effet

bactéricide. Cependant, la reprise de croissance observée a 4x la CMI a 24 h, est le témoin d'une lyse
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Figure 65 : Courbes de bactéricidie du Cx1 sur P. aeruginosa ATCC 27853 a 1x, 2x et 4x la CMI sur
une période de 24 h (n = 4). Comparaison avec I'évolution du marquage IP/SYTQ9, observation des

bactéries au microscope a fluorescence.
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partielle de la population bactérienne, et de I'existence de bactéries « résistantes », capables de

multiplication aprés un certain délai.

Mais quel est I'impact du Cx1 au niveau de la perméabilité et de I'organisation membranaire ? Ces
effets peuvent-ils expliquer les profils observés ? Aprés marquage IP/SYTQO9 (Figure 65), nous avons
noté l'absence de formes filamenteuses de P. aeruginosa ATCC 27853, quelque soit le temps
d’'incubation et la concentration en Cx1. Le nombre de bactéries observables par microscopie a
fluorescence est plus faible que celui obtenu avec E. coli: trés petits bacilles, SYTO9+ / IP-. Ce
nombre augmente au cours du temps, avec un ralentissement notable pour 1x et 2x la CMI, comme

précédemment exposé pour les courbes de bactéricidie.

A 1x la CMI, les bactéries observables sont trés peu nombreuses jusqu'a T8, délai a partir duquel
nous avons observé une reprise de la croissance bactérienne. A T24, I'aspect microscopique est

identique a celui du témoin.

A 2x la CMI, nous n'observons que peu de bactéries jusqu’a T12, avec reprise de la croissance a
T24 ; un point intéressant a noter Figure 65, est la présence d'agrégats de bactéries SYTO9+, par
comparaison a la répartition assez homogéne observée pour les autres conditions. Cela corrobore
I'observation macroscopique discutée ci-avant ; et confirme le phénomene observé avec E. coli. Ainsi,
a partir de T8, nous avons observé des amas trés importants, constitué de nombreux bacilles
SYTO9+/IP+, englobés dans une sorte d'enduit formant une couche autour des bactéries
(exopolysaccharides sécrétés par P. aeruginosa en réponse au stress créé par le Cx1 ?). A T12, la
croissance reprend progressivement, avec apparition de bacilles isolés, mais persistance des amas
SYTO9+/IP+ déja observés a T8. La reprise de croissance est franche a T24, avec persistance des
amas de bacilles englobés dans un enduit, mais avec un marquage uniqguement par I'lP, ce qui traduit

une atteinte de la perméabilité membranaire (part de la population « morte » ?).

A 4x la CMI, le nombre de bactéries observables étaient trop faible pour mettre en évidence un
marquage SYTO9 ou IP ; cela confirme I'effet bactéricide a cette concentration. A T24, les bactéries
restent peu nombreuses, essentiellement sous forme d'amas + enduit (méme aspect que

précédemment).

L'effet du Cx1 semble donc bien de type bactéricide, concentration-dépendant ; avec un effet rapide

sur la perméabilité membranaire (marquage IP+ dés 4 h d’'incubation).
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Figure 66 : Courbes de bactéricidie du Cx1 sur S. aureus ATCC 25923 a 0,5x, 1x, 2x et 4x la CMI sur
une période de 24 h (n = 4). Comparaison avec I'évolution du marquage IP/SYTQ9, observation des

bactéries au microscope a fluorescence.
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111.3. Comparaison des courbes de bactéricidie de S. aureus ATCC 25923 & 29213

Les courbes de bactéricidie obtenues pour S. aureus ATCC 25923 & ATCC 29213 sont relativement
semblables et montrent une activité bactéricide de type concentration-dépendante, avec un effet
maximal obtenu a 4x la CMI, concentration permettant d’obtenir un effet bactéricide en moins de 2
h. Un effet bactéricide est aussi observé a 4 h a 2x la CMI pour S. aureus ATCC 25923; mais avec
une reprise de la croissance a 24 h (Figures 66 & 67). Aucun effet n'est observé pour les
concentrations correspondant a 0,5x, 1x (et 2x la CMI pour S. aureus ATCC 29213) : les courbes sont
identiques a celle obtenue pour le témoin non traité. Les profils de bactéricidie obtenus pour ces deux
souches de S. aureus sont assez semblables a celui observé pour E. coli, avec cependant un effet
bactéricide & des concentrations moindres. L'effet de type « ralentissement de la croissance » noté

pour P. aeruginosa, n'est pas observé pour ces deux souches.

La méme question qu'auparavant se pose: qu'en est-il de I'évolution de la perméabilité
membranaire ? Ces effets peuvent-ils étre impligués dans une modification de la vitesse de
croissance bactérienne ? Seules les images obtenus pour S. aureus ATCC 25923 sont présentées,
les images étant similaires a celles observées pour S. aureus ATCC 29213. Le marquage réalisé sur
les bactéries témoin nous permet de mettre en évidence la croissance bactérienne, avec
augmentation du nombre de bactéries observables au cours du temps, marquées par le SYTO9, mais
pas (ou trés peu) par I'lP. Les cocci sont réguliers, bien définis, organisés en petits amas (forme

classique de la grappe de raisin) ou en courtes chainettes (Figure 66).

A 1x la CMI, a 8 h, trés peu de bactéries sont visibles au microscope a fluorescence jusqu'a T8 ; les
cocci sont regroupés sous forme de gros amas, ou la forme de cocci est difficile a distinguer : cocci
plus ou moins gros (certains plus gros que les cocci du témoin), mal définis, SYTO9+ et IP+. Des
amas semblables a ce qui a été obtenu pour P. aeruginosa sont observés ici, méme si « I'enduit »
entourant les bactéries est moindre. A 12 h, le nombre de bactéries observables augmente, mais elles
sont toujours regroupées sous forme d’amas avec un marquage trés intense IP+, et un marquage plus
faible SYTO9+. A 24 h, comme observé sur la courbe de bactéricidie, la croissance reprend, et

I'aspect est plus semblable a celui du témoin.

118



12,00
- TEMOIN 0,5xCMI 1XCMI 2xCMI 4xCMI
S
V)
L 10,00 -
)
(@]
o)
=
@ 8,00 -
2
D
o
|9
8 600 -
(]
©
(]
S 400
E I
o
=z
2,00 T T T T T
0,00 4,00 8,00 12,00 16,00 20,00 24,00
Temps (heures)

Figure 67 : Courbes de bactéricidie du Cx1 sur S. aureus ATCC 29213 a 0,5x, 1x, 2x et 4x la CMI sur

une période de 24 h (n = 4). La limite de détection est fixée a 2 log UFC/mL.



Chapitre 4. Cinétique d’activité & bactéricidie

A 2x la CMI, a 8 h, aucune bactérie n’est observable au microscope a fluorescence ; ce qui corrobore
I'observation en courbe de bactéricidie : effet bactéricide & cette concentration en moins de 4 h. A 12
h, les cocci restent trés peu nombreux, difficiles & observer, marqués SYTO9+ et IP+. A 24 h, la
croissance a repris : les cocci sont plus nombreux, en amas, de forme mal définie, avec un marquage

trés intense en IP, et plus faible en SYTO9.

A 4x la CMI (données non présentées), le nombre de bactéries observables étaient trop faible pour

mettre en évidence un marquage SYTO9 ou IP ; cela confirme I'effet bactéricide a cette concentration.

L'effet du Cx1 semble donc bien de type bactéricide, concentration-dépendant, avec altération
graduelle de la perméabilité membranaire, pouvant expliquer un ralentissement du métabolisme et de

la croissance bactérienne sous la pression de sélection créée par le Cx1.

[V. DISCUSSION

Comme expliqué précédemment dans la partie bibliographique, pour certains antibiotiques, I'activité
bactéricide augmente avec la concentration d’antibiotique : ces antibiotiques sont dits concentration-
dépendants, et ont généralement une vitesse de bactéricidie rapide (ex: les aminosides). Pour
d'autres, I'intensité de la bactéricidie augmente avec la concentration jusqu’a un certain niveau, et est
corrélée a la durée pendant laquelle cette concentration dépasse la CMI : on parle d'antibiotiques
temps-dépendant (ex: B-lactamines, glycopeptides). Cette observation est a la base du mode
d’administration proposé en une dose journaliere pour les antibiotiques concentration-dépendants, et

en doses fractionnées, voire en continu, pour les antibiotiques temps-dépendants.
Nous pouvons distinguer deux phases dans la méthode des courbes de bactéricidie :

a) la phase précoce (les six 1 heures) permet d'observer l'influence de la concentration et du

temps d’action de 'antibiotique ;

b) la phase tardive (a la 24°™ heure) est influencée par d’autres paramétres (stabilité de

I'antibiotique, résistance de la bactérie, hétérogénéité de la population bactérienne au départ).
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Les résultats obtenus en terme de courbes de bactéricidie pour E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC

25923 & ATCC 29213, et pour P. aeruginosa ATCC 27853, nous permettent de conclure :

- a un effet bactéricide, de type concentration-dépendant, du Cx1, quelque soit la souche

testée ;

- a l'existence de paramétres influencant I'activité « a long terme » du Cx1. L'observation de
phénoménes de «re-croissance » a 24 h, pour les concentrations « sub-bactéricides »
(concentrations pour lesquelles l'effet bactéricide n'est pas encore atteint, mais pour
lesquelles on a dépassé l'effet bactériostatique), pourrait s’expliquer par la dégradation du

Cx1, et/ou I'existence d’'une hétérogénéité dans la population initiale.

Combiner la réalisation des courbes de bactéricidie, et le marquage a différents intervalles de temps,
par deux fluorochromes (IP et SYTO9) permettant de déterminer I'évolution de la perméabilité
membranaire, est riche d'informations. Cela permet d’approcher de plus prés les mécanismes a
I'origine d’'une ralentissement de la croissance bactérienne ou d’un effet bactéricide. Ainsi, nous avons
montré, pour E. coli et S. aureus, une atteinte graduelle de l'intégrité membranaire, fonction de la
concentration en Cx1, résultats en totale concordance avec les profils obtenus pour les courbes de
bactéricidie. Ainsi nous avons démontré a la fois une atteinte membranaire (marquage IP fonction du
temps et de la concentration) et un retentissement métabolique (flamentation pour E. coli ATCC
25922), du traitement par le Cx1. Il semblerait donc qu’une des cibles du Cx1 soit pariétale, et ait un
retentissement interne, impliquant le ralentissement d’un ou de plusieurs métabolismes, et I'arrét de la
division bactérienne, sans arrét de la synthése des acides nucléiques (persistance et augmentation de
l'intensité des marquages par les deux fluorochromes). Les résultats obtenus pour P. aeruginosa
posent question : comment peut-on expliquer I'existence de ces amas volumineux, constitués de
bacilles doublement marqués par IP et SYTO9, et entourés d’une sorte d’enduit ? Peut-&tre pourrions
nous voir dans cet aspect, la réponse de P. aeruginosa au stress généré par le Cx1 : sécrétion
d’exopolysaccarides (équivalent du slime ?) jouant un rble protecteur pour empécher la fixation et/ou
la pénétration du Cx1 dans les bactéries ; ou relargage de certains éléments intracellulaires, suite a
I'altération de la perméabilité membranaire mise en évidence par le marquage. Cependant, I'effet du
Cx1 sur P. aeruginosa n’est pas bactéricide a 2xCMI, et il n’est que transitoire a 4x la CMI (reprise de
la croissance a T24), ce qui va plutét dans le sens d'une altération non I|étale de lintégrité
membranaire.
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[. OBJECTIFS

Du fait de la dissémination des bactéries multirésistantes, utiliser les antibiotiques en association
devient indispensable, afin d’étre efficace rapidement, durablement, et d'éviter la sélection de mutants

résistants.

L'objectif de cette étude est de déterminer, in vitro, I'éventuel bénéfice de I'association du Cx1 a divers
antibiotiques classiquement utilisés en routine, ayant des cibles d’action différentes. La nature de
I'effet (synergique, additif, indifférent ou antagoniste) est déterminée par la technique de I'échiquier

par microdilution en milieu liquide.

[1. RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES

De nombreuses méthodes ont été proposées pour I'étude de I'interaction entre molécules utilisées en
association. La plupart de ces méthodes ont été développées dans les domaines de la recherche en
chimiothérapie anticancéreuse, antibactérienne, antivirale [Prichard et al., 1993], ou méme en
enzymologie. En antibiothérapie, deux techniques sont traditionnellement utilisées pour I'évaluation de

la synergie :
- latechnique de I'échiquier ou « checkerboard study » ;

- la courbe de bactéricidie ou « time-kill synergy study ».

Le mécanisme exact de la synergie entre antibiotiques n’est toujours pas élucidé. Actuellement, la
seule synergie prouvée in vivo est celle entre les B-lactamines et les aminosides : chacun des
deux antibiotiques favorise I'action de I'autre. Ainsi, Miller et coll. ont montré I'effet précoce des (-
lactamines : ils augmentent I'accumulation des aminosides a des doses sub-inhibitrices lors des p0res
heures aprés l'administration, optimisant leur effet bactéricide [Miller et al., 1987]. Ensuite, la
perméabilisation de la membrane externe par les aminosides favorise I'accumulation des 3-lactamines

[Hancock et al., 1981]. Les aminosides déplaceraient les ions Mg** de la membrane externe, ce qui

favoriserait le passage des B-lactamines.
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I1.1. Définitions des termes : synergie, addition, indifférence, antagonisme

La confusion se retrouve tout d’abord au niveau des termes :

synergie ? potentialisation ? effet super-additif [Gori et al., 1979] ?

addition ? Ce terme a été évoqué pour la 1°"® fois en 1952 et défini comme I'état obtenu pour

un FIC = 1 [Jawetz & Gunnison, 1952] ;

indifférence ? interférence [Singer & Hitchings, 1954] ? indépendance [Hewlett, 1969] ?
autonomie [King et al., 1981] ? Le terme « indifférence » a été évoqué pour le 1°® fois en
1950 par Spicer [Spicer, 1950], puis défini par Jawetz en 1952 comme la situation dans
laguelle deux drogues en association n’offre ni une augmentation, ni une diminution de leur
activité [Jawetz & Gunnison, 1952 ; Hamilton-Miller, 1985]. La construction d'un
isobologramme laisse a penser que cette interaction est plutét « négative », et ne peut donc

s’appliquer a un FIC =1, d’ou le terme addition.

antagonisme ? relatif ou absolu ? [Loewe, 1953].

En 1985, Hamilton-Miller proposait les terminologies et définitions suivantes [Hamilton-Miller, 1985] :

FIC Terminologie recommandée Terminologie & abandonner

<0,7 Synergie Super-additif
0,7-1,29 Addition Indifférence, action similaire

>1,3 Antagonisme Interférence, infra-additif

La définition des seuils de ces différentes catégories est aussi sujet a controverses. En théorie, une

interaction est considérée comme synergique lorsque le EIC (Fractional Inhibitory Concentration) ou

FBC (Fractional Bactericidal Concentration) est inférieur a 1. Cependant, par la méthode de

I'échiquier, des erreurs d’une dilution peuvent survenir, et on considére généralement la synergie pour

un index < 0,5. Cependant, une synergie « mineure » (0,5 a 1) peut étre importante d'un point de vue

clinique, comme souligné par différents auteurs [Berenbaum, 1987]. Des seuils allant de > 1 a > 4

sont utilisés pour la définition de I'antagonisme. Cependant, le seuil de > 4 est largement accepté

aujourd’hui, puisqu’il permet d’éliminer I'influence des erreurs expérimentales.
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Ce manque de standardisation peut causer des problémes majeurs, dans la mesure ou il est
impossible de comparer les études, et donc d’'analyser les résultats obtenus. Certains auteurs ont
ainsi tenté de standardiser les définitions et la détermination de linteraction entre molécules par
diverses méthodes, c’est ce qui sera exposé paragraphe I.4. Malgré ces tentatives d’améliorations,
les deux techniques les plus utilisées restent la technique de [I'échiquier et les courbes de
bactéricidie ; ainsi, les données obtenues peuvent étre facilement comparées a celles présentes dans

la littérature.

[1.2. Technigue de I’échiguier

Cette technique est simple a comprendre, facile a mettre en ceuvre, mais trés consommatrice en
temps et en matériel. La détermination de la nature de I'interaction se fait par le calcul du FIC selon la

formule suivante :

FIC index = XA/ CMlI, + X / CMIlg + ... + Xy / CMIy = FICA + FICg + ... + FICy

Xy : concentration de la drogue N, nécessaire pour inhiber la croissance bactérienne en association

CMly : la CMI de la drogue seule pour la bactérie testée, en I'absence de tout autre agent

Méme si cette technique met une ceuvre une large gamme de concentrations, elle repose sur la
détermination subjective (visuelle) d’'un point critique d’inhibition de la croissance bactérienne, et ne
donne aucune information quant a I'évolution de cette bactériostase ou bactéricidie dans le temps. Par
ailleurs, cette technique souffre d’'une faible reproductibilité. Ainsi, Rand et coll. ont évalué la
reproductibilité en testant 5 souches de P. aeruginosa et 4 combinaisons d’antibiotiques, en répétant
I'expérience 10 fois pour chaque condition. Ills ont montré que 25% des répétitions montraient des
discordances [Rand et al., 1993]. Un autre inconvénient est que la détermination des FIC index est
trés dépendante des dilutions d’antibiotiques utilisées [Horrevorts et al., 1987]. Certains auteurs ont
conclu que cette méthode était en conséquence applicable uniguement en présence de contrbles a
chaque expérience, et en répétant au moins 3 fois cette détermination [Woottan et al., 1995 ; Mackay

et al., 2000].
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I1.3. Courbes de bactéricidie

C'est la 2°™ technique la plus utilisée et qui a I'avantage d’apporter des informations sur I'évolution
des interactions au cours du temps. Cependant, elle est tout aussi insatisfaisante, en particulier parce
qgu'elle ne permet d'étudier une association de molécules qu'a une concentration donnée pour
chacune d'elles : d'ou une nécessaire multiplication des expériences, et donc une lourdeur importante
pour le manipulateur. Le rationnel sur lequel repose le choix des concentrations testées (pic, vallée,
ou concentration obtenue au niveau du plateau) est souvent non expliqué et non justifié. En
conséquence, il est difficile d'extrapoler les résultats a des situations cliniques dans lesquelles les
concentrations sériques d'antibiotiques fluctuent au cours du temps. De plus, les seuils de définition
du type d'interaction sont souvent définis de maniére empirique : la synergie est généralement définie
comme une réduction de plus de 2 log du nombre de UFC/mL, entre I'association et la drogue utilisée

seule.
Le manque de standardisation de cette technique a été I'objet de nombreux débats :

- quelle concentration en antibiotique utiliser ?

L'utilisation de concentrations sub-inhibitrices favorise la re-croissance bactérienne pour les molécules
utilisées en monothérapie, I'effet étant variable et imprévisible lorsque I'on parle d'associations. A ces

concentrations, I'émergence de sous-populations résistantes est aussi envisageable.

- quel inoculum est le plus approprié ?

- quel est le temps d’incubation le plus approprié pour détecter une synergie ?

Par exemple, Glew et Pavuk ont montré une synergie a t = 7 h pour différentes souches
d’Entérobactéries, puis une repousse a 24 h avec disparition de la synergie [Glew & Pavuk, 1984].
Cette re-croissance peut étre due a des effets de concentrations, ou a I'adhésion de bactéries a la
surface du tube, qui sont secondairement relarguées dans le milieu [Haag et al., 1986], ou

I'inactivation des antibiotiques.

Si la technique des courbes de bactéricidie est associée a celle de I'échiquier, cela permet d’obtenir
des informations cinétiques plus détaillées, tout en ne demandant pas beaucoup plus de travail.
Cependant, des études ont souligné le manque de corrélation entre les deux techniques

classiquement utilisée pour les tests de synergie in vitro [Cappelletty et al., 1996]. Les différences
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observées entre les résultats obtenus par bactériostase ou bactéricidie s’expliquent tout simplement
par le fait que ce sont deux phénoménes différents qui sont mesurés. Cela, combiné a I'hypothése
que le calcul des FIC et FBC index est un réel reflet de la synergie et que les antibiotiques suivent une
courbe dose-réponse linéaire (ce qui est loin d'étre toujours vrai), peut expliquer les divergences
observées [Mackay et al., 2000]. Norden a proposé d’améliorer cette corrélation en réalisant les deux

technigues le méme jour [Norden, 1979].

I1.4. Intérét des tests de synerqie in vitro ?

De nombreuses études ont évalué l'intérét des tests de synergie in vitro. Les avis sont tres divergents.
Ainsi, dans une étude comparant I'activité in vitro de combinaisons d’antibiotiques dans des infections
cliniques séveres a P. aeruginosa, les auteurs suggerent que les données obtenues in vitro ne sont
pas transposables a l'activité in vivo [Norden, 1979]. Dans une autre étude, la méme année, portant
sur 30 isolats de P. aeruginosa responsables d’endocardites, I'absence de synergie in vitro était

prédictif d’'une résistance au traitement in vivo [Reyes et al., 1979].

Cependant, méme il n'est pas raisonnable de penser que ces tests sont aptes a prédire ce qui va se
passer in vivo (cela dépendant de nombreux autres facteurs pharmacocinétiques et
pharmacodynamiques), ils restent trés utilisés. Sans standardisation, quelque soit la méthodologie, la
comparaison des résultats reste hasardeuse. Cependant, ces tests, si peu standardisés soient-ils,
sont utilisés depuis plus de 20 ans, et ont été d'une grande aide en pratique clinique pour guider les

associations en chimiothérapie anti-infectieuse [Cappelletty et al., 1996 ; Mackay et al., 2000].

Alors que les associations d'antibiotiques sont de plus en plus fréquentes, du fait de 'émergence de
bactéries multirésistantes, des recommandations seront précieuses pour la réalisation et

I'interprétation de ces tests.
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[11. MATERIELS & METHODES

I11.1. Matériel & Réactifs

Seringue de 10, 20 ou 50 mL

Filtre 0,22 um (filtres Millex®GP, 0,22 um, Millipore, France)
Tubes Falcon 15 et 50 mL

Plagues de 96 puits (Greiner, 650161)

Géloses Mueller Hinton (MHA) (Difco, 225250)

Bouillons Mueller Hinton (MHB) (Difco, 275730)

Eau distillée stérile

Solution de la drogue a tester: Cx1 (M = 1221,11 g/mol) fournie par le Pr. Regnouf de Vains sous
forme de poudre blanche, reprise en eau distillée stérile et filtrée sur 0,22 pm pour obtenir une solution
stérile & 10 mol/L. Nous nous sommes procuré les antibiotiques commerciaux par les fabricants,

sous forme de poudre stérile, préte a I'emploi.

I11.2. Souches bactériennes étudiées

Trois souches de référence ont été utilisées, correspondant a celles étudiées pour les CMI et les
CMB : E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 29213, P. aeruginosa ATCC 27853 (du fait de la lourdeur
de ces manipulations, il a été décidé de n'étudier qu’'une seule souche de référence pour S. aureus).
Pour chacune de ces souches ont été choisis 3 isolats cliniques correspondant, présentant divers
profils de résistance aux antibiotiques classiquement utilisés en routine : EcCR1, EcR2, EcR3 / SaR1,
SaR3, SaR4 / PaR2, PaR3, PaR5. Les profils de sensibilité aux antibiotiques de ces isolats cliniques

sont figurés Annexe 1.

111.3. Mode opératoire : Technigue de I'’échiguier

J-1: Mise en culture des bactéries sur gélose MH

Incuber 24 h a 35°C.
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Figure 68 : Schéma de la plaque obtenue lors de la réalisation du test de synergie par la technique de

I'échiquier.
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JO : Ensemencement d’un bouillon MH

Prélever une colonie « moyenne » sur la gélose J-1 et ensemencer 5 mL de bouillon MH.

Incuber 24 h a 35°C.

J1: Préparation des plaques de 96 puits

& Préparation de I'inoculum bactérien

La pureté des souches est vérifiee par I'absence de contaminants sur la gélose MH ensemencée

parallélement au bouillon, et par réalisation d’'une coloration de Gram.

La suspension bactérienne est transférée dans un tube Falcon de 15 mL, centrifugée 10 min & 4500 g
puis le culot est remis en suspension dans 1 mL d’eau distillée stérile. Les dilutions adéquates sont

ensduite réalisées afin d’obtenir un inoculum bactérien entre 5.10° et 5.10° UFC/mL.

& Préparer les solutions : 1) ATB a tester, 2) Cx1

Les CMI des antibiotiques ont été déterminées préalablement pour chaque souche, par méthode de

microdilution en milieu liquide [CLSI, 2003].

Les dilutions adéquates sont réalisées afin d'obtenir une solution de concentration équivalente a 32
fois la CMI de I'ATB a tester, en milieu MH. Puis nous avons procédé a une série de dilutions d’ordre
2 en milieu MH afin d’obtenir les concentrations suivantes : 16, 8, 4, 2, 1, 0,5 et 0,25 fois la CMI (tubes
Falcon de 15 mL). Le méme mode opératoire est suivi pour le Cx1. Cela permet d’obtenir une gamme
de concentration de 8 a 0,06 fois la CMI dans la microplaque pour les deux molécules (dilution au
demi avec addition de la 2°™ molécule, puis nouvelle dilution au ¥ aprés ajout de la suspension

bactérienne). On obtient ainsi 64 combinaisons ATB/Cx1.

Pour chaque plaque, 1 mL de solution de chaque dilution est nécessaire.

& Préparation des microplagues (Schéma de plaque, Figure 68)

Le volume final contenu dans chacun des puits doit étre de 100 pL. Deux témoins doivent étre

présents sur chaque plaque :
- colonne 1 et 12 : témoin milieu

- colonne 2 et 11 : témoin milieu + bactéries

128



Additivité

Indifférence

0
=

TomMmon®>

w
A
=

f‘_\ —
)
o
] C] w
—~
O0|=*
)

.F\ﬂ
)
NS
QO f“' o
—
\_/
et

a[ﬁo
OO

Yolele)
Yolol
‘;(

a
000

00000\~
6I
,\

)L

—
o

) (
)

U
uOOOuﬁDOO
0000000 eee0do

000000000000

12 3 45 67 8 9101112

Fh-)t Juﬂ\")'r )r w_}f 1{“)“"\
55 = .

T oMM mB2 Mm@ >

Synergie

12 3 45 67 8 9101112

Antagonisme

Figure 69 : Schéma des différents profils obtenus

I o m Mmoo @

12 3 45 6,7 8 9101112

‘OOOOOOOH
00000000

00000000
ploje elelelolele)
( NelalelslelIole)
HDO00000000

. synergie, addition, indifférence, antagonisme.




Chapitre 5. Synergie (?) avec les antibiotiques

e Distribution du milieu MH
100 puL dans chacun des puits des colonnes 1 et 12.
50 pL dans chacun des puits des colonnes 2 et 11.

¢ Distribution de la gamme de dilution de I'ATB a tester et de la molécule d'intérét
Cx1: 25 pL dans les puits des colonnes 11 & 3, en commengant par la plus faible concentration.

ATB : 25 pL dans les puits des lignes H & A (colonnes 3 a 11), en commencgant par la plus faible

concentration.

e Distribution de la suspension bactérienne

50 pL dans chacun des puits des colonnes 2 a 11.

J2 : Lecture de la turbidité a 540 nm.

Les différents types d'interactions observées par la technique de I'échiquier sont présentées Figure

69. Détermination du Fractional Inhibitory Concentration Index (FIC) :

FIC = FICA + FICg = CMIs en assoc + CMIg en assoc
CMIl, seul CMlg seul

FIC 0,5 : effet synergique

0,5 < FIC £ 1 : effet additif

1 < FIC < 4 : effet indifférent

> 4 : effet antagoniste

Pour chaque souche et chaque combinaison antibiotique/Cx1, les expériences ont été répétées au

minimum 3 fois.
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Figure 70 : Représentation schématique des interactions obtenues selon les genres bactériens (4
souches/genre). A : E. coli ; B : S. aureus ; C : P. aeruginosa.
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[V. RESULTATS & DISCUSSION

Les résultats obtenus vous sont présentés de deux fagons :

- sous forme de graphiques par secteurs pour résumer les types d’interactions obtenues pour

les 4 souches d’'un genre bactérien (Figure 70) ;

- sous forme de tableaux, présentant de facon plus détaillée, par couple ATB/Cx1 : FIC index
obtenus lors des différentes expériences, concentrations optimales pour la synergie, CMI des
composés utilisés seuls, gammes évaluées et nature de l'interaction observée (Tableaux Il a

XIII).
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Tableau Il : FIC index et concentrations optimales Cx1/ATB, valeurs obtenues pour Escherichia coli ATCC 25922 (n=4).

Associations FIC index o%?irrf:|r£azﬂ109r}i) CMI (mg/L) Gamrzwrﬁzltl_e)stées Conclusion
Escherichia coli ATCC 25922
Cx1/Amoxicilline 1-4 nd 4/4 32/32 Indifférence
Cx1/Amoxicilline-Acide clavulanique 0,53-1 0,125/2 4/4 16/256 Additivité
Cx1/Pipéracilline 1-4 nd 4/2 16/256 Indifférence
Cx1/Céfotaxime 0,53/1 0,125/0,03 4/0,06 16/1 Additivité
Cx1/Ceftazidime 0,62-0,98 2/0,015 4/0,125 16/1 Additivité
Cx1/Imipénéme 1-4 nd 4/0,125 16/1 Indifférence
Cx1/Ertapéneme 0,625/1 1/0,07 4/0,015 16/1 Additivité
Cx1/Gentamicine 0,27-0,98 0,125/0,03 4/0,125 16/4 Synergie
Cx1/Amikacine 1-4 nd 4/0,25 16/4 Indifférence
Cx1/Tobramycine 0,365-1 0,5/0,06 4/0,25 16/4 Synergie
Cx1/Ciprofloxacine 1-4 nd 2/0,015 16/1 Indifférence
Cx1/Rifampicine 0,16-1 0,5/0,125 4/4 16/16 Synergie
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Tableau lll : FIC index et concentrations optimales Cx1/ATB, valeurs obtenues pour EcR1 (Pénicillinase acquise) (n=4).

Associations FIC index o%?ir;f;gﬂogr}i) CMI (mg/L) Gaane]:;/tLe)stées Conclusion
EcR1
Cx1/Amoxicilline 1-4 nd 2/>256 32/256 Indifférence
Cx1/Amoxicilline-Acide clavulanique 1-4 nd 2/16 16/256 Indifférence
Cx1/Pipéracilline 1-4 nd 2/256 16/256 Indifférence
Cx1/Céfotaxime 0,75-1 1/0,015 2/0,06 16/1 Additivité
Cx1/Ceftazidime 0,56-1 0,125/0,125 2/0,25 16/1 Additivité
Cx1/Imipénéme 1-4 nd 2/0,125 16/1 Indifférence
Cx1/Ertapénéme 0,75-1 0,5/0,07 2/0,015 16/1 Additivité
Cx1/Gentamicine 0,3/1 0,125/0,03 2/0,125 16/4 Synergie
Cx1/Amikacine 1-4 nd 2/0,25 16/4 Indifférence
Cx1/Tobramycine 1-4 nd 2/0,25 16/4 Indifférence
Cx1/Ciprofloxacine 1-4 nd 2/0,015 16/1 Indifférence
Cx1/Rifampicine 0,28-1 0,5/0,125 2/4 16/16 Synergie
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Tableau IV : FIC index et concentrations optimales Cx1/ATB, valeurs obtenues pour EcR2 (Céphalosporinase hyperproduite) (n=4).

Associations FIC index o%?ir;f;gﬂogr}i) CMI (mg/L) Gaane]:;/tLe)stées Conclusion
EcR2
Cx1/Amoxicilline 1-4 nd 2/256 16/256 Indifférence
Cx1/Amoxicilline-Acide clavulanique 0,56-1 0,125/128 2/256 32/256 Additivité
Cx1/Pipéracilline 0,56-1 0,125/16 2/32 16/256 Additivité
Cx1/Céfotaxime 1-4 nd 2/4 16/32 Indifférence
Cx1/Ceftazidime 1-4 nd 2/8 16/32 Indifférence
Cx1/Imipénéme 1-4 nd 2/0,125 16/1 Indifférence
Cx1/Ertapénéme 1-4 nd 2/0,03 16/1 Indifférence
Cx1/Gentamicine 0,31-1 0,125/0,5 2/2 16/4 Synergie
Cx1/Amikacine 1-4 nd 2/0,5 16/4 Indifférence
Cx1/Tobramycine 1-4 nd 2/4 16/4 Indifférence
Cx1/Ciprofloxacine 1-4 nd 2/0,125 16/1 Indifférence
Cx1/Rifampicine 0,31-1 0,25/0,5 2/2 16/16 Synergie
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Tableau V : FIC index et concentrations optimales Cx1/ATB, valeurs obtenues pour ECR3 (BLSE) (n=4).

Associations FIC index o%?ir;f;gﬂogr}i) CMI (mg/L) Gaane]:;/tLe)stées Conclusion
EcR3
Cx1/Amoxicilline 1-4 nd 2/>256 16/256 Indifférence
Cx1/Amoxicilline-Acide clavulanique 0,56-1 0,125/16 2/32 16/256 Additivité
Cx1/Pipéracilline 1-4 nd 2/128 16/256 Indifférence
Cx1/Céfotaxime 0,375-1 0,25/32 2/128 16/256 Synergie
Cx1/Ceftazidime 0,56-1 0,125/0,5 2/1 16/16 Additivité
Cx1/Imipénéme 1-4 nd 2/0,125 16/1 Indifférence
Cx1/Ertapéneme 1-4 nd 2/0,0015 16/1 Indifférence
Cx1/Gentamicine 0,31/1 0,125/0,5 2/2 16/4 Synergie
Cx1/Amikacine 1-4 nd 2/1 16/4 Indifférence
Cx1/Tobramycine 1-4 nd 2/4 16/4 Indifférence
Cx1/Ciprofloxacine 0,56/1 0,125/0,03 2/0,06 16/1 Additivité
Cx1/Rifampicine 0,25-1 0,25/0,5 2/4 16/16 Synergie
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Tableau VI : FIC index et concentrations optimales Cx1/ATB, valeurs obtenues pour Staphylococcus aureus ATCC 29213 (n=4).

Gammes testées

Associations FIC index Concentrations optimales (mg/L) CMI (mg/L) (Ma/L) Conclusion
Staphylococcus aureus ATCC 29213
Cx1/Pénicilline G 0,5-1 2/0,25 8/1 64/4 Additivité
Cx1/Imipénéme 1-4 nd 8/0,015 64/1 Indifférence
Cx1/Erythromycine 1-4 nd 8/0,5 64/4 Indifférence
Cx1/Vancomycine 0,75-1 4/0,125 8/0,5 64/4 Additivité
Cx1/Lévofloxacine 1-4 nd 8/0,125 64/4 Indifférence
Cx1/Amikacine 0,53-1 4/0,03 8/1 64/4 Additivité
Cx1/Gentamicine 0,49-1 2/0,06 8/0,25 64/2 Additivité
Cx1/Streptomycine 0,375-1 1/1 8/4 64/32 Synergie
Cx1/Linézolide 1-4 nd 8/2 64/8 Indifférence
Cx1/Tigécycline 0,18-1 0,5/0,03 8/0,25 64/2 Synergie
Cx1/Acide fusidique 0,125-1 0,5/0,125 8/2 64/8 Synergie
Cx1/Fosfomycine 0,18-1 0,5/1 8/8 64/32 Synergie
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Tableau VIl : FIC index et concentrations optimales Cx1/ATB, valeurs obtenues pour SaR1 (SARM, pas de résistances associées) (n=4).

Associations FIC index o%?ir;f;gﬂogr}i) CMI (mg/L) Gaane]:;/tLe)stées Conclusion
SaR1
Cx1/Pénicilline G 0,5-1 2/0,125 8/0,5 64/4 Additivité
Cx1/Imipénéme 0,625-1 0,5/0,06 8/0,25 64/4 Additivité
Cx1/Erythromycine 1-4 nd 8/0,5 64/4 Indifférence
Cx1/Vancomycine 1-4 nd 8/0,25 64/4 Indifférence
Cx1/Lévofloxacine 1-4 nd 8/0,25 64/4 Indifférence
Cx1/Gentamicine 0,49-1 2/0,06 8/0,25 64/2 Additivité
Cx1/Streptomycine 0,75-1 4/1 8/4 64/32 Additivité
Cx1/Linézolide 1-4 nd 8/2 64/8 Indifférence
Cx1/Tigécycline 0,18-1 0,5/0,03 8/0,25 64/2 Synergie
Cx1/Acide fusidique 0,245-1 1/0,06 8/0,5 64/8 Synergie
Cx1/Fosfomycine 0,31-1 0,5/0,5 8/2 64/32 Synergie
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Tableau VIII : FIC index et concentrations optimales Cx1/ATB, valeurs obtenues pour SaR3 (SARM, KT R, Ofloxacine R) (n=4).

Concentrations

Gammes testées

Associations FIC index optimales (mg/L) CMI (mg/L) (Ma/L) Conclusion
SaR3
Cx1/Pénicilline G 0,375-1 2/0,06 8/0,5 64/4 Synergie
Cx1/Imipénéme 0,56-1 2/0,06 8/0,25 64/4 Additivité
Cx1/Erythromycine 1-4 nd 8/0,5 64/4 Indifférence
Cx1/Vancomycine 1-4 nd 8/0,25 64/4 Indifférence
Cx1/Lévofloxacine 1-4 nd 8/8 64/32 Indifférence
Cx1/Gentamicine 0,74-1 4/0,03 8/0,125 64/2 Additivité
Cx1/Streptomycine 0,625-1 1/2 8/4 64/32 Additivité
Cx1/Linézolide 1-4 nd 8/2 64/8 Indifférence
Cx1/Tigécycline 0,245-1 1/0,03 8/0,25 64/2 Synergie
Cx1/Acide fusidique 0,365-1 1/0,06 8/0,25 64/8 Synergie
Cx1/Fosfomycine 0,18-1 0,5/2 8/16 64/32 Synergie
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Tableau IX : FIC index et concentrations optimales Cx1/ATB, valeurs obtenues pour SaR4 (SARM, KT R, MLSg constitutif, Ofloxacine R) (n=4).

Associations FIC index o%?ir;f;gﬂogr}i) CMI (mg/L) Gaane]:;/tLe)stées Conclusion
SaR4
Cx1/Pénicilline G 0,375-1 2/0,5 8/4 64/32 Synergie
Cx1/Imipénéme 0,375-1 1/0,5 8/2 64/32 Synergie
2/0,25

Cx1/Erythromycine 1-4 nd 8/>32 64/32 Indifférence

Cx1/Vancomycine 1-4 nd 8/0,25 64/4 Indifférence

Cx1/Lévofloxacine 1-4 nd 8/>32 64/32 Indifférence
Cx1/Gentamicine 0,30-1 0,5/0,06 8/0,25 64/2 Synergie
Cx1/Streptomycine 0,625-1 4/0,4 8/4 64/32 Additivité
Cx1/Linézolide 0,56-1 0,5/1 8/2 64/8 Additivité
Cx1/Tigécycline 0,18-1 0,5/0,03 8/0,25 64/2 Synergie
Cx1/Acide fusidique 0,08-1 0,5/0,06 8/4 64/8 Synergie

Cx1/Fosfomycine 1-4 nd 8/128 64/32 Indifférence
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Tableau X : FIC index et concentrations optimales Cx1/ATB, valeurs obtenues pour P. aeruginosa ATCC 27853 (n=4).

Associations FIC index O%%?ﬁ;gg?ﬂ?gr}i) CMI (mg/L) Gaane]:;/tLe)stées Conclusion
P.aeruginosa ATCC 27853

Cx1/Ticarcilline-Acide clavulanique 0,375-1 4/1 32/8 256/32 Synergie
Cx1/Pipéracilline-Tazobactam 0,31-1 2/4 32/16 256/128 Synergie
Cx1/Ceftazidime 0,375-1 4/1 32/4 256/64 Synergie
Cx1/Imipénéme 0,5-4 8/0,5 32/2 256/16 Additivité
Cx1/Rifampicine 0,12-1 2/4 32/64 256/256 Synergie
Cx1/Colimycine 0,5-1 nd 32/4 256/64 Additivité
Cx1/Fosfomycine 0,375-1 4/4 ou 2/8 32/16 256/256 Synergie
Cx1/Tobramycine 0,18-1 2/0,06 32/0,5 256/4 Synergie

Cx1/Amikacine 1-4 nd 32/0,5 256/4 Indifférence
Cx1/Ciprofloxacine 0,185-1 4/0,125 32/0,5 256/4 Synergie
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Tableau Xl : FIC index et concentrations optimales Cx1/ATB, valeurs obtenues pour PaR2 (n=4).

Associations FIC index oc;:)ctjir:ncslrgsragi]c}gr}i) CMI (mg/L) GaanletLe)stées Conclusion
PaR2
Cx1/Ticarcilline-Acide clavulanique 1-4 nd 32/512 256/512 Indifférence
Cx1/Pipéracilline-Tazobactam 0,25-1 4/64 32/512 256/512 Synergie
Cx1/Ceftazidime 1-4 nd 32/8 256/64 Indifférence
Cx1/Imipéneme 0,54 8/1 32/2 256/16 Additivité
Cx1/Rifampicine 0,185-1 4/4 ou 8/2 32/64 256/256 Synergie
Cx1/Colimycine 1-4 nd 32/8 256/64 Indifférence
Cx1/Fosfomycine 0,5-4 16/32 32/64 256/256 Additivité
Cx1/Tobramycine 0,31-1 2/0,25 32/1 256/4 Synergie
Cx1/Amikacine 1-4 nd 32/1 256/4 Indifférence
Cx1/Ciprofloxacine 0,5-4 nd 32/1 256/4 Additivité
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Tableau XII : FIC index et concentrations optimales Cx1/ATB, valeurs obtenues pour PaR3 (n=4).

Associations FIC index oc;:)ctjir:ncslrgsragi]c}gr}i) CMI (mg/L) GaanletLe)stées Conclusion
PaR3
Cx1/Ticarcilline-Acide clavulanique 1-4 nd 32/512 256/512 Indifférence
Cx1/Pipéracilline-Tazobactam 1-4 nd 32/512 256/512 Indifférence
Cx1/Ceftazidime 0,31-1 2/4 32/16 256/64 Synergie
Cx1/Imipénéme 0,5-1 8/8 32/32 256/256 Additivité
Cx1/Rifampicine 0,09-1 2/2 32/32 256/256 Synergie
Cx1/Colimycine 0,155-1 4/0,5 32/8 256/64 Synergie
Cx1/Fosfomycine 0,31-1 2/64 32/> 64 256/256 Synergie
Cx1/Tobramycine 0,185-1 2/8 32/64 256/256 Synergie
Cx1/Amikacine 1-4 nd 32/1 256/4 Indifférence
Cx1/Ciprofloxacine 0,5/4 8/0,125 32/0,5 256/4 Additivité
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Tableau XIlI : FIC index et concentrations optimales Cx1/ATB, valeurs obtenues pour PaR5 (n=4).

Associations FIC index oc;:)ctjir:ncslrgsragi]c}gr}i) CMI (mg/L) GaanletLe)stées Conclusion
PaR5
Cx1/Ticarcilline-Acide clavulanique 1-4 nd 32/32 256/512 Indifférence
Cx1/Pipéracilline-Tazobactam 0,31-1 2/8 32/32 256/512 Synergie
Cx1/Ceftazidime 1-4 nd 32/8 256/64 Indifférence
Cx1/Imipénéme 0,25-1 4/0,25 32/2 256/16 Synergie
Cx1/Rifampicine 0,185-1 2/2 32/16 256/256 Synergie
Cx1/Colimycine 0,187-1 2/2 32/16 256/64 Synergie
Cx1/Fosfomycine 0,375-1 8/2 ou 4/4 32/16 256/256 Synergie
Cx1/Tobramycine 0,25-1 4/0,125 32/1 256/4 Synergie
Cx1/Amikacine 1-4 nd 32/0,5 256/4 Indifférence
Cx1/Ciprofloxacine 0,31-1 2/0,25 32/1 256/4 Synergie
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Tout d’abord, trois observations intéressantes peuvent étre faites :

- aucun antagonisme n'a été observé, quelque soit la souche et les associations testées ;

- P. aeruginosa est la souche pour laquelle nous avons obtenu le plus grand nombre
d’'associations synergiques, avec des antibiotiques tres variés (B-lactamines, aminosides,

fluoroquinolones...) ;

- une restauration de I'activité de certains antibiotiques est observée pour tous les isolats

cliniques testés.
Par ailleurs, les antibiotiques pour lesquels nous avons obtenu une synergie agissent au niveau :

- dela paroi : fosfomycine (sachant que le mécanisme d’'action spécifique de la fosfomycine se
traduit par une synergie d'action quasi-constante avec les autres antibiotiques actifs sur la
paroi bactérienne) mais aussi avec les associations pipéracilline-tazobactam & ticarcilline-

acide clavulanique, et la ceftazidime ;

- de la synthése des protéines : tigécycline, gentamicine, tobramycine, streptomycine, acide

fusidique ;

- delasynthése des acides nucléiques : rifampicine, ciprofloxacine.

Comment le Cx1 peut-il agir en synergie avec ces antibiotigues ?

L’hypothése la plus probable reste la déstabilisation de la paroi bactérienne. Ainsi, le Cx1 permettrait,
une pénétration plus facile de ces molécules, favorisant I'accés des antibiotiques a leur cible

intracellulaire. Le Cx1, composé polycationique pourrait favoriser I'entrée :

(i) en déstabilisant la paroi par un jeu d’interactions électrostatiques, un peu comme un détergent

cationique, ou la chlorhexidine.

(i) en activant ou en favorisant certains mécanismes de transport actif tels que les porines ou d'autres
systemes de transport liés a la chaine respiratoire... Par activation de certaines voies de transmission

du signal ?

(iii) par fixation de fagon aspécifique sur la membrane, assemblage et formation de canaux, un peu

comme ce qui est observé avec certains peptides cationiques...
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Chapitre 6

GENERATION de MUTANTS RESISTANTS

144






Chapitre 6. Génération de mutants résistants

[. OBJECTIFS

Les nouveaux agents antibactériens sont invariablement évalués pour le potentiel de sélection de
mutants résistants et leur fréquence d’'apparition in vitro. Cela apporte des informations
indispensables sur la rapidité d’apparition des résistances, in vivo, que ce soit au cours d'une
antibiothérapie ou dans I'environnement [O'Neill & Chopra, 2001]. De plus, les mutants obtenus au
cours de telles expérimentations peuvent étre importants en vue de l'identification du mécanisme
d’action de ces nouveaux agents [Stabb et al., 1998 ; Margolis et al., 2000], mais aussi pour prédire
les mécanismes de résistance qui peuvent survenir lors de leur usage en chimiothérapie anti-
infectieuse. De telles évaluations sont indispensables avant le passage en phase clinique, et certains
auteurs recommandent méme la détermination du potentiel de sélection de mutants résistants sur des

souches hypermutatrices [O'Neill & Chopra, 2001].

L'objectif de cette étude est d’évaluer le potentiel du Cx1 a générer des mutants in vitro, a quelle

dose, dans quel délai et sur quelles espéces bactériennes.

[I. RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES

I1.1. Généralités sur les mutations et '’émergence de mutants résistants aux ATB

Les mutations peuvent survenir :

® dans les génes de structure des cibles des antibiotiques,
(i) dans des genes de régulation ou encore,
(i) dans des régions modulant I'expression de génes de résistance. Généralement, une

mutation ne confére la résistance que vis-a-vis d'un antibiotique ou de plusieurs
molécules appartenant a la méme classe. Il s'agit le plus souvent de la streptomycine, la
rifampicine, I'acide fusidique, la fosfomycine et les quinolones ; mais d’autres antibiotiques

peuvent étre touchés.

Exemples :

(1) la mutation Ser351Leu dans RpoB (sous-unité B de 'ARN polymérase) est a l'origine d’'une

résistance a la rifampicine chez M. tuberculosis.
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(2) La combinaison de la mutation Met485Ala et de I'insertion d’une sérine en position 466 est

associée a une résistance a haut niveau aux -lactamines chez E. faecium.

(3) La mutation A2058G dans I'ARN ribosomal 23S entraine la résistance aux MLSg chez H.

pylori et Propionibacterium spp.

Certaines bactéries peuvent devenir « hypermutatrices » par inactivation de systemes qui
normalement corrigent les erreurs de réplication (mutations dans les génes mut) ou par induction du
systeme SOS (lui-méme pouvant étre induit par des antibiotiques comme les quinolones) entrainant la
synthése de polymérases qui fonctionnent avec une moins grande fiabilité. Livermore a ainsi montré
gue 36 % des patients atteints de mucoviscidose étaient affectés par des souches multirésistantes de
P. aeruginosa hypermutatrices, contrairement au groupe témoin ou aucune souche semblable n'a été
retrouvée [Livermore, 2003]. Par ailleurs, Cirz et al. ont montré que prévenir I'induction du systéme
SOS rendait impossible la sélection in vivo de souches d’'E. coli résistantes a la rifampicine et a la

ciprofloxacine [Cirz et al., 2005].

Certaines mutations affectent la perméabilité et/ou I'efflux et peuvent alors conférer une résistance a
des antibiotiques multiples non reliés structurellement. Ce type de mutation a souvent des effets en
cascade. C'est le cas chez E. coli ou une mutation dans le régulon mar affecte simultanément
I'expression de plus de soixante genes réduisant la production de la porine OmpF et augmentant
celle de AcrAB, une pompe assurant l'efflux des pB-lactamines, des fluoroquinolones, du
chloramphénicol, de la tétracycline, et de certains colorants et détergents. Un autre exemple concerne
la résistance de P. aeruginosa a I'imipéneme : elle résulte le plus souvent d’'une mutation entrainant la

baisse de production de la porine OprD2.

Enfin, certaines mutations altérent la structure du site actif d’enzymes, élargissant ainsi leur spectre
de substrats. Les exemples les plus connus sont les B-lactamases a spectre étendu (BLSE) qui

résultent de mutations ponctuelles dans les génes de p-lactamases de type TEM, SHV, ou CTX-M.

I1.2. Sélection de mutants résistants in vitro

La fréquence des mutations conduisant a la résistance aux antibiotiques, et le colt que cela
représente au niveau du «fithess » de la bactérie sont des parameétres clés qui déterminent

I’émergence et la survie des mutants résistants au sein des populations bactériennes [Nilsson et al.,
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2003 ; Andersson, 2006 ; Vickers et al., 2007]. Ces parameétres peuvent étre estimés par les tests de
mutation in vitro, et peuvent prédire comment peut survenir la résistance et comment elle peut se

maintenant lors d’une chimiothérapie anti-infectieuse.

La sélection de bactéries résistantes, sous la pression de sélection des antibiotiques, résulte
généralement de la croissance de bactéries spontanément résistantes avant tout traitement [Ferran et
al., 2007]. Quand linoculum bactérien au site de I'infection est supérieur a 10%-10'° UFC/mL, il est
exact de s'attendre, avec une fréquence de mutation spontanée d’environ 10°-107, & ce qu’avant tout
contact avec un antibiotique, une petite sous-population de mutants résistants co-existe avec une
population beaucoup plus large de bactéries sensibles. La CMI permet d’'estimer la susceptibilité de la
population bactérienne prédominante, alors que la Concentration de Prévention des Mutations
(CPM) autorise une estimation de la sensibilité de la petite sous-population résistante. La CMI et la
CPM définissent les bornes de la «fenétre de sélection des mutants », une échelle de
concentration d’antibiotiques favorisant la sélection de ces mutants spontanément résistants [Zhao &

Drlica, 2001 ; Firsov et al., 2003 ; Zinner et al., 2003].

L’influence de l'inoculum bactérien a déja été montré, que ce soit sur la valeur de la CMI ou sur
I'’émergence de mutants résistants [Ferran et al., 2007 ; Quinn et al., 2007]. Ainsi, il a été démontré
que méme si la taille de I'inoculum n’influence pas I'effet bactéricide initial de la marbofloxacine sur E.
coli ATCC 25922, une apparition systématique de mutants spontanément résistants était obtenue
avec un inoculum de 10° UFC/mL, alors que les mutants n’était observé que dans 1/3 cas pour les
inoculum 10° et 10’ UFC/mL [Ferran et al., 2007]. Cet effet inoculum a été confirmé pour d'autres
antibiotiques (vancomycine, daptomycine, autres fluoroquinolones), et d’autres souches (S. aureus)

[Firsov et al., 2006 ; Quinn et al., 2007].
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[11. MATERIELS & METHODES

I11.1. Matériel & Réactifs

Seringue de 10, 20 ou 50 mL

Filtre 0,22 um (filtres Millex®GP, 0,22 um, Millipore, France)
Tubes Falcon 15 et 50 mL

Tubes en verre stériles, & bouchon a vis

Plaques 96 puits a fonds U (Greiner)

Géloses Mueller Hinton (Difco, 225250)

Bouillons Mueller Hinton (Difco, 275730)

Eau distillée

Solution de la drogue a tester : Cx1 (M = 1221,11 g/mol) fournie par le Pr. Regnouf de Vains sous
forme de poudre blanche, reprise en eau distillée stérile et filtrée sur 0,22 um pour obtenir une solution
stérile & 10 mol/L. Une nouvelle solution est préparée au minimum chaque semaine, et conservée a

+4°C.

[11.2. Souches bactériennes étudiées

Trois souches de référence ont été utilisées, correspondant a celles étudiées pour les CMI et les
CMB : E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 29213, P. aeruginosa ATCC 27853. La génération de
mutants résistants est évaluée pour un inoculum d’environ 10° UFC/mL pour les 3 souches, et I'effet

d’'un inoculum plus fort (10° UFC/mL) a été évalué pour E. coli ATCC 25922.

I1l. 3. Mode opératoire : sélection de mutants par passages successifs in vitro

J-1: Mise en culture des bactéries sur gélose MH

Incuber 24 h a 35°C.

JO : Ensemencement d’'un bouillon MH

Prélever une colonie « moyenne » sur la gélose J-1 et ensemencer 5 mL de bouillon MH.
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Incuber 24 h a 35°C.

J1: Préparation des tubes avec milieu MH + molécule a tester

& Préparation de la gamme de Cx1 en milieu MH

Dans des tubes en verre stériles, a bouchon a vis, des dilutions de la solution mére de Cx1 & 107

moles/L sont réalisées afin d’obtenir des concentrations correspondant a 0,25/0,5/1 /2 / 4 et 8 fois
la CMI. Pour cela, une solution équivalente a 10 fois la concentration la plus élevée est préparée en
eau distillée stérile puis stérilisée par filtration sur filtres 0,22 um dans un tube Falcon. Dans des tubes

en verre stériles, les dilutions nécessaires sont effectuées dans 5 mL de MH.

& Sélection de mutants résistants

La pureté de la souche bactérienne ensemencée en bouillon est vérifiée par observation de la gélose

MH ensemencée en paralléle et par réalisation d’une coloration de Gram.

dans les tubes de la gamme, 10 pL de la suspension bactérienne sont déposés ;
- lagamme estincubée 24 h a 35°C ;

- le lendemain, nous observons la croissance des différents points de gamme : il faut
considérer le tube pour lequel la croissance bactérienne est visible pour la plus forte

concentration de molécule ;

- 10 pL de ce tube sont ensemencés dans chacun des tubes d’'une nouvelle gamme de milieu

MH + Cx1 ;
- lagamme estincubée 24 h 4 35°C;

- 30 PASSAGES sont ainsi réalisés.

A chaque passage, I'absorbance de la gamme est lue, aprés 24 h de croissance, sur lecteur de

plague ELISA a 540 nm. Pour cela :
- transférer le contenu de chacun des tubes dans un case d’'une multi-cuve ;

- prélever 100 uL et les déposer dans 8 puits (1 colonne) d’'une plaque de 96 puits a fond en U ;
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- lire 'absorbance a 540 nm et tracer un histogramme afin d’évaluer I'évolution de I'absorbance

de la gamme au jour le jour.

Pour la souche de P. aeruginosa ATCC 27853, a chaque passage est noté la présence ou non de

pigment pyocyanique a la surface de chacun des tubes de gamme. Un histogramme est tracé afin

d’évaluer I'évolution de la production de pigments.

La CMI par méthode de microdilution en milieu liquide (cf. protocole correspondant, [Grare et al.,

2007a]) est déterminée tous les 5 passages : PO, P1, P5, P10, P15, P20, P25, P30. Les souches sont
ensemencées sur gélose MH et sur gélose au sang (TSA, ref. 43001, bioMérieux) afin d’observer
I'aspect macroscopique des colonies. Sur ces colonies ainsi que sur les bouillons a été réalisée une

coloration de Gram

A noter que pour E. coli ATCC 25922, nous avons surveillé I'évolution de la susceptibilité aux

antibiotiques classiquement utilisés en routine, par méthode de dilution automatisée en milieu liquide
(Vitek-2, bioMérieux, Laboratoire de Bactériologie, CHU Nancy). Nous avons en paralléle analyser la
taille et la structure des souches obtenues tous les 5 passages et aprés arrét de la pression de
sélection, par cytométrie en flux (EPICS-XL, Beckman Coulter, Laboratoire de Biochimie, CHU

Nancy).

& Arrét de la pression de sélection

Tous les 5 passages, la pression de sélection par le Cx1 est arrétée :
- prélever 10 pL de la suspension bactérienne P5, P10, P15, P20, P25, ou P30 ;

- les déposer dans un tube en verre stérile contenant 5 mL de milieu MH ne contenant pas la

molécule a tester ;
- Incuber 24 h a 35°C;

- Le lendemain, prélever 10 pL de la suspension Px sans molécule P1, et les déposer dans un

tube contenant 5 mL de milieu MH : solution Px sans molécule P2...
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- etc. ... jusqu’a Px sans molécule P10.

La CMI par méthode de microdilution en milieu liquide (cf. protocole correspondant) est déterminée

aprés 1, 5 et 10 passages en I'absence de molécule (vérification de la stabilité de la mutation).

Interprétation

On considére que la souche observée a muté lorsque I'on obtient une augmentation de la CMI de plus

de 4 fois aprés 20 passages ou moins.

Chaque expérience a été réalisée 6 fois. Les résultats présentés sont la moyenne de ces 6

expériences.

V. RESULTATS

Une partie de ce travail a fait I'objet d’'une communication affichée internationale :

9. Grare M., Ribon A., Massimba Dibama H., Regnouf-de-Vains J.-B., Finance C., Duval R.E.
In vitro mutation studies with a new promising compound, the para-guanidinoethylcalix[4]arene

48" ICAAC, October, 22-25", 2008, Washington, USA

IV.1. Résultats obtenus pour E. coli ATCC 25922

V.1.1. Evolution de la CMI en présence de Cx1

La CMl initiale du Cx1 est de 4 mg/L pour E. coli ATCC 25922. L'apparition de mutants résistants est

donc considérée lorsque nous obtenons une CMI équivalente a 64 mg/L (perte de 4 dilutions).

Lors d’'une exposition répétée au Cx1, la sélection de mutants résistants survient au bout de 20 et 15
passages pour E. coli ATCC 25922, respectivement pour l'inoculum normal (106 UFC/mL) et
I'inoculum fort (108 UFC/mL) (Figure 71). Au-dela de ce seulil, les CMI s’accroissent pour atteindre une
valeur maximale de 256 mg/L aprés 30 passages. Ainsi, nous avons constaté un effet inoculum avec :

(i) une différence au niveau non seulement du délai de sélection des mutants (P15 pour inoculum fort
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contre P20 pour inoculum normal), mais aussi (i) au niveau de la stabilité de ces mutants (plus

stables lorsque l'inoculum est plus faible).

Le Cx1 induit la sélection de mutants résistants, avec un effet inoculum, aprés un nombre élevé de

passages.

IV.1.2. Evolution de la CMI apres arrét de la pression de sélection

Aprés arrét de la pression de sélection, E. coli ATCC 25922 retrouve progressivement sa CMI initiale,
apres 5 et 10 passages en présence de Cx1 (Figure 72). De fagon paradoxale, nous observons une
augmentation de la CMI, aprés 15 passages en présence de Cx1, lors de l'arrét de la pression de
sélection : CMI 32, 64, 128 mg/L, respectivement apres 1, 5 et 10 passages en absence de Cx1. A
partir de P20 (passage pour lequel nous sommes en présence de mutants, CMI > 64 mg/L), nous
obtenons une décroissance de la CMI aprées arrét de la pression de sélection, mais sans retour a la

CMl initiale (Figure 72).

IV.1.3. Observation microscopigue de la souche E. coli ATCC 25922 au cours
des passages

Deux observations essentielles ont pu étre réalisées par coloration de Gram :

- nous avons obtenu des bactéries filamenteuses, de longueur trés augmentée par
comparaison a la morphologie initiale de la souche de référence E. coli ATCC 25922 (Figure

73), et cela dés P1.

- la population bactérienne était de plus en plus hétérogene au fur et & mesure des passages,
avec une taille et une épaisseur variable, et une coloration de Gram variable : du rose tres

péle au rose franc voire violacé (Figure 73).

Concernant l'aspect macroscopique des colonies obtenues sur gélose MH et TSA, aucune
modification majeure n'a pu étre remarquée, si ce n'est la coexistence de grosses et de petites
colonies a partir de P15, identifiées par Vitek2 comme étant toutes deux des souches de E. coli

présentant la méme sensibilité aux antibiotiques.
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Figure 74 : Evolution de la taille et de la granulosité de la souche E. coli ATCC 25922, au cours des
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| . | 1 N
P10 8 oL ! | | [l
| N il 4 r'l "| | U f l-.

- e (ol
|: | RI i-\
= | \ J \ J
| S sl | el S JAp s SRSt B [ S L 0 B
® Taille LOG g - Taille LDG i ¢ 5 ure LOG !
£ i ] . ¥ 1
w0 | I |
P15 wxa il f
gl 5 L | | ( |I
H - g | E
%' C | | ,3J 3 Il | . ]
& W | 5 52| ! I |
|
| | | |
o e B *L_,_._,_n_,_..,_,:'_,_.l':;— ...... -] ’1 e—
- Taille LOG Ao = Taille LUG Lo x

108
P .
o

P20

| B el
- 1] | - JiN
el LN
|| 1 —%
-, | |
- N ] 4 LY
o - S S — vt
1 e A Tl A 1888
Taille LOG Tallle LOG Structure LOG
5 3 —aE
P25 | | I
w2 I\ |i |
ol !y - ﬁ
= \ [
) ol b
\ )
\ i A
| 1] )
X | i ’\_
=l e WD ™ - =] s L
1 0] 1 1888 1 1080
Tallle LDG Tallle LOG Structure LOG

Figure 75 : Cytogrammes de répartition FSC/SSC (en logy).



Chapitre 6. Génération de mutants résistants

coli ATCC 25922 au cours des passages

Les données obtenues en terme de taille et de structure ont été analysées a partir des histogrammes
de répartition FSC et SSC. Le pourcentage d’augmentation de la taille ou de la granulosité a été
calculé a partir des moyennes des courbes de répartition, obtenues pour deux séries d’expériences de
génération de mutants résistants. Cette méthode est approximative mais permet tout de méme de
toucher assez finement les modifications des souches en termes de taille et d’hétérogénéité

structurale.

Ainsi, nous avons observé une augmentation significative de la granulosité et de I'hétérogénéité de la
population a partir de P15, passage pour lesquels nous avons obtenu les premiers mutants résistants
au Cx1 : +80% a P15, +50% a P20 et +120% a P30 (Figure 74). La taille moyenne n’est que peu
modifiée, si ce n'est & P30, ou la longueur des bacilles est augmentée de 20% (Figure 74). Cela
confirme les observations microscopiques par coloration de Gram : hétérogénéité trés importante de

la population avec cependant quelques éléments filamenteux.

Figure 75 sont présentés les cytogrammes de répartition FSC/SSC (en log). Nous pouvons observer
un éclatement de la population, avec un déplacement vers les éléments hétérogénes de grande taille.
La région C est la région centrale, ou se regroupe la majorité des bactéries en absence de traitement.
La région G est le témoin d’'une augmentation de I'hétérogénéité de structure, la région H de sa
diminution. Enfin, la région F est le reflet d’'une augmentation a la fois de I'hétérogénéité de structure
et de la taille. Sur les histogrammes «taille seule » ou « structure seule », les régions J et |
respectivement permettent d’évaluer la moyenne et la médiane de distribution des différentes

populations.

Apres arrét de la pression de sélection, les bactéries ont été suivies, en terme de taille et de
granulosité, par cytométrie en flux, de méme que précédemment. Nous avons observé aprés 5, 15 et
20 passages en présence de Cx1, une diminution significative de la granulosité (-10 a -45%) apres
remise en culture en milieu dépourvu de Cx1, ce qui semble traduire une reprise de la multiplication et

de la division bactérienne, en I'absence de pression de sélection (Figure 76).
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Figure 77 : Evolution de la susceptibilité d’E. coli ATCC 25922 aux antibiotiques (CMI) au cours des
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I'étude a été menée pour les différents points de gamme, suivant la concentration de Cx1 auxquelles
la souche est exposée).
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Aucune modification significative de la taille n'est obtenue, mis a part pour P5 aprés 10 passages en
absence de Cx1 (-20%) (Figure 76). Cela correspond au retour a la CMI initiale (4 mg/L). Un élément
intéressant a noter, par ailleurs, est la diminution conjointe de taille et de granulosité a P20-P1
(division des formes filamenteuses = division du contenu en ADN = diminution de la granulosité et de
la taille). Cela est suivi d'un « effet rebond » avec faible ré-augmentation de la taille et de la

granulosité (reprise du fithess en I'absence de pression de sélection ?).

IV.1.5. Evolution de la sensibilité aux antibiotigues (analyse sur Vitek2,

La susceptibilité de la souche E. coli ATCC 25922 a été évaluée a différents passages, par technique
de microdilution en milieu liquide, semi-automatisée (Vitek2, bioMérieux — laboratoire de Bactériologie,

CHU Nancy).

Nous avons observé une augmentation de 1 ou 2 dilutions pour les CMI de la céfalotine, de la
céfoxitine, de la fosfomycine et de la nitrofurantoine a partir de P25 ou P30 (Figure 77). Cette
évolution n'est pas significative puisqu’elle ne modifie pas la catégorisation des souches (sensibles),

sauf pour la céfalotine, pour laquelle les souches sensibles deviennent intermédiaires.

Aprés 15 passages en présence de Cx1 puis 10 passages sans Cx1, E. coli a perdu en plus la

sensibilité & l'association pipéracilline-tazobactam (CMI 8 au lieu < 4 pg/mL), & la céfoxitine

(céphalosporine de 2°™ génération) (CMI 8 au lieu < 4 pg/mL), et au céfixime (céphalosporine 3°™

génération, voie orale) (CMI 1 au lieu < 0,25 pg/mL).
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Figure 78 : Evolution de la CMI pour S. aureus ATCC 29213 en présence de Cx1 (n = 6).
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IV.2. Résultats obtenus pour S. aureus ATCC 29213

IV.2.1. Evolution de la CMI en présence de Cx1

La CMI initiale du Cx1 est de 8 mg/L pour S. aureus ATCC 29213. L'apparition de mutants résistants

est donc considérée lorsque nous obtenons une CMI équivalente a 128 mg/L (perte de 4 dilutions).

Lors d'une exposition répétée au Cx1, aucun mutant résistant n'a été mis en évidence pour S. aureus

ATCC 29213 (Figure 78). Un maximum de 64 mg/L est obtenu dés P10, et se maintient jusqu’a P30.

IV.2.2. Evolution de la CMI aprés arrét de la pression de sélection

Aprés arrét de la pression de sélection, S. aureus ATCC 29213 retrouve progressivement sa CMI
initiale, aprés 5 et 10 passages en présence de Cx1 (Figure 79). Aprés 15 a 30 passages, nous avons

obtenu une décroissance de la CMI, dans retour a la CMI initiale.

Aucune investigation complémentaire n'a été menée, puisque aucun mutant résistant n'a pu étre

détecté par cette technique.
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IV.3. Résultats obtenus pour P. aeruginosa ATCC 27853

IV.3.1. Evolution de la CMI en présence de Cx1

La CMI initiale du Cx1 est de 32 mg/L pour P. aeruginosa ATCC 27853. L'apparition de mutants
résistants est donc considérée lorsque nous obtenons une CMI équivalente a 512 mg/L (perte de 4

dilutions).

Lors d'une exposition répétée au Cx1, aucun mutant résistant n'a été mis en évidence pour P.
aeruginosa ATCC 27853 (Figure 80). Un pallier a 128 mg/L est obtenu dés P10 et se maintient

jusgu'a P25. Un maximum de 256 mg/L est obtenu pour P30.

IV.3.2. Evolution de la CMI apres arrét de la pression de sélection

Aprés arrét de la pression de sélection, P. aeruginosa ATCC 278533 retrouve progressivement sa
CMI initiale, aprés 5, 10 et 15 passages en présence de Cx1 (Figure 81). Aprés 20, 25 et 30

passages, nous avons obtenu une décroissance de la CMI, sans retour a la CMl initiale.

Lors des manipulations avec P. aeruginosa ATCC 27853, nous avons suivi la production de pigments
dans les 6 tubes de gamme, chaque jour. Etaient notés le dernier tube pour lequel le pigment était

observé, ainsi que le dernier tube ou nous avons obtenu une croissance bactérienne.

Il est intéressant de noter que la production de pigment ne correspond pas a la croissance
bactérienne. Pour les concentrations les plus fortes en Cx1, nous avons noté une absence de pigment
(1 ou 2 dilutions de différence entre les deux observations) (Figure 82). Nous avons par ailleurs
observé 3 intervalles de temps au cours desquels la production est quasi-nulle, quelque soit le point
de gamme considéré: P3-P5, P14-P15, P26-P27. Cet effet de «vague » est parfaitement
superposable d'une expérience a une autre (n = 6); ce qui élimine I'hypothése d'une carence

nutritionnelle liée a un défaut du milieu MH.
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De facon surprenante et intéressante, cela correspond aux différents points d’inflexion de la courbe
d’évolution de la CMI en fonction du nombre de passages : P5 = passage de 32 a 64 mg/L, P15 =

passage de 64 a 128 mg/L, P25 = passage de 128 & 256 mg/L.

V. DISCUSSION

1 conclusion : en présence de Cx1, une sélection de mutants in vitro

- est obtenue a partir de P15 ou P20 pour Escherichia coli ATCC 25922 (N.B.: selon les
publications, on considéere les mutants lorsque I'on obtient une CMI = 4 dilutions de la CMI
initiale) (CMI = 64 mg/L a partir de P15 ou P20, 256 mg/L pour P30, contre 4 mg/L pour la

CMl initiale).

- n’est pas obtenue pour Staphylococcus aureus ATCC 29213 (CMI = 64 mg/L a partir de P15

ou P25 selon la gamme, mais jamais atteinte de 128 mg/L, contre 8 mg/L pour la CMI initiale).

- n’est pas obtenue pour Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (augmentation graduelle de la
CMI sans jamais atteinte de 512 mg/L, contre 32 mg/L pour la CMl initiale).

La sélection de mutants résistants apparait donc genre-dépendant.

2°™ conclusion : stabilité des mutants au cours du temps

Les mutants obtenus sont stables et d'autant plus stables que le hombre de passages est important :
restauration de la CMI de départ aprés arrét de la pression de sélection a P5 et/ou P10, perte d’'une

ou deux dilutions pour les passages = P15, mais sans restauration de la CMI initiale.

Concernant les mutants obtenus pour E. coli ATCC 25922, différentes hypothéses peuvent étre

formulées concernant le mécanisme conduisant aux mutations stables, et concernant les cibles

d’action du Cx1 :

1. par coloration de Gram, et par cytométrie en flux (FSC/SSC), nous avons observé une
augmentation de la taille et de la granulosité (hétérogénéité) des bacilles, avec apparition de

formes filamenteuses, a coloration ponctuée, prenant moins bien la coloration de Gram.

157






Chapitre 6. Génération de mutants résistants

+ ... La question se pose donc éventuelle atteinte du métabolisme (ralentissement), ou d'une cible
intracellulaire autre induisant des dommages a I’ADN, entrainant ainsi une levée de la répression de
LexA (géne répresseur), et/ou une induction du systéme SOS sous pression de sélection. Des études
ont d’or et déja montré I'implication du systeme SOS dans la réponse a certains antibiotiques et dans
certains mécanismes de résistance des bactéries. L'existence de formes filamenteuses est en effet le
témoin d’'un arrét de la division cellulaire, avec accumulation d’acides nucléiques dans le cytoplasme.

Ce phénomeéne, conjugué a une altération de la paroi, peuvent expliquer 'augmentation de la

granulosité.

+ |'existence d'un « rebond » aprés arrét de la pression de sélection pourrait s’expliquer par : (i) une
stimulation de I'expression de la résistance aprés arrét de la pression de sélection et/ou (ii) la
récupération d'un fitness plus favorable en l'absence de Cx1. Nous ne connaissons ni la cible
intracellulaire du Cx1, si elle existe, ni si cette molécule est capable d'induire des mutations entrainant

une modification du métabolisme bactérien ou du fitness.

+ Apres arrét de la pression de sélection, nous avons obtenu pour la plupart des souches, une
diminution significative de la granulosité (SSC) avec une réduction moindre de la taille (FSC). Cela
pourrait s’expliquer par une reprise de la division bactérienne (répartition du contenu en acide

nucléiques), et de la synthése pariétale.

2. au cours des différents passages, nous avons observé une diminution de la sensibilité des

souches a différents antibiotiques : céfalotine, céfoxitine, fosfomycine (nitrofurantoine).

+ L’ensemble de ces antibiotiques agissent sur la synthése du peptidoglycane, ou sur la paroi
bactérienne, a différents niveaux. Le Cx1 pourrait induire une modification de la paroi bactérienne,

entrainant une modification de la sensibilité des mutants a ces antibiotiques.

» Le dégradé de coloration obtenu par Gram, pourrait s’expliquer par une atteinte graduelle de la

paroi bactérienne, avec rétention plus ou moins importante de la coloration.
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Chapitre 7

A LA RECHERCHE DE LA OU DES CIBLE(S) D’ACTION :

APPROCHE MICROMETRIQUE & NANOMETRIQUE DES
PROPRIETES PARIETALES

GRARE ET AL, 2007B, PATHOLOGIE BIOLOGIE. 55:465-471.
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[. OBJECTIFS

Les bactéries présentent une charge globale nette de surface négative. Il a été postulé que le Cx1,
composé polycationique, pourrait agir au niveau de la paroi bactérienne par réorganisation des
charges de surface, cette neutralisation ou cette désorganisation pouvant résulter en un effet délétére.
La microélectrophorése nous permet d'évaluer a la fois la charge globale de surface, et les propriétés

de perméabilité de la paroi bactérienne.

L'objectif de I'étude en microélectrophorese est de savoir si aprés 24 h de contact avec une molécule
d'intérét, ces différentes propriétés sont modifiées ou non. L’AFM permet quant a elle, non seulement
d’'obtenir des images (mode contact), mais aussi de déterminer les forces régissant les interactions
entre la pointe et la surface (spectroscopie de force). L'objectif de cette étude est donc de mettre en
évidence des altérations de la paroi bactérienne (images), mais aussi une modification des forces

d’interaction.

Les expériences de microélectrophorese ont été réalisées en collaboration avec Etienne Dague,

doctorant, au sein de 'UMR 7564 (directeur Pr. J.-C. Block).

[1. RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES

GRARE ET AL, 2007B, PATHOLOGIE BIOLOGIE. 55:465-471.

[11. MATERIELS & METHODES

I11.1. Microélectrophorése

Les bactéries sont mises en suspension dans une solution de KNO; de force ionique croissante, sous
agitation. Au niveau de la cellule de mesure, la vitesse de déplacement des bactéries (mobilité
électrophorétique) est mesurée par application d'un champ électrique. Les bactéries chargées
négativement vont se déplacer vers le pble positif. Leur mobilité électrophorétique dépend de leur

charge de surface et de la densité des polyméres de surface.
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[11.1.2. Matériel & Réactifs

Tubes en verre stériles

Tubes Falcon 15 et 50 mL

Filtres 0,22 um (filtres Millex®GP, 0,22 um, Millipore, France)

Bouillons Mueller Hinton (Difco, 275730)

Géloses Mueller Hinton (Difco, 225250)

Solutions de KNO3 0,001 M et 2 M stériles (préparation extemporanée a chaque expérience)
Eau distillée stérile

Eau MilliQ

Solution de la drogue a tester : Cx1 (M = 1221,11 g/mol) et mCx1 (M = 293,24 g/mol) sont fournies
par le Pr. Regnouf de Vains sous forme de poudre blanche, reprises en eau distillée stérile et filtrées
sur 0,22 um pour obtenir une solution stérile & 10 mol/L. Une nouvelle solution est préparée au

minimum chaque semaine, et conservée a +4°C.

[11.1.3. Souches bactériennes et molécules étudiées

Quatre souches de référence ont été utilisées, correspondant a celles étudiées pour les CMI : E. coli
ATCC 25922, S. aureus ATCC 25923 & ATCC 29213, Enterococcus faecalis ATCC 29212, P.

aeruginosa ATCC 27853. Les bactéries sont cultivées en bouillon MH ou sur gélose MH, a 35°C.

Pour chaque souche, il a été choisi de tester une concentration correspondant & 0,5 x CMI ainsi
gu'une concentration correspondant a la CMI. Lors d’'une seule et méme manipulation seront testés
les deux concentrations pour chacune des molécules : hexamidine, Cx1, mCx1, ainsi que
I'antibiotique de référence correspondant a la souche évaluée (amoxicilline & ticarcilline pour E. coli
ATCC 25922, pénicilline G pour S. aureus ATCC 29213, amoxicilline pour E. faecalis ATCC 29212 et
ticarcilline pour P. aeruginosa ATCC 27853). Les antibiotiques ont été obtenus sous forme de poudre
blanche, par les différents fabricants. L’hexamidine est obtenue par évaporation d'une solution

alcoolique a 1%, comme décrit précédemment [Grare et al., 2007b].
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Figure 83 : Schéma simplifié de I'appareillage de microélectrophorése.
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J-4 : Isolement des bactéries sur gélose MHA

J-3 : Mise en bouillon MHB

Ensemencer 5 mL de bouillon MH avec une colonie — Incuber 24 h a 35°C.

J-2 : Ré-ensemencement en bouillon MH

Agiter au vortex les bouillons de 24 h

Prélever 10 pL pour ensemencer 5 mL de bouillon MH frais. Incuber 24 h a 35°C.

J-1: Mise en contact avec la drogue

o4 Etude témoin (bactéries non traitées)

Agiter au vortex les bouillons de 24 h

Prélever 10 uL pour ensemencer 5 tubes de 5 mL de bouillon MH frais. Incuber 24 h a 35°C.

4 Etude de I'effet de différentes molécules antibactériennes

a

Préparer une solution mére en eau distillée & partir de la solution mére & 102 M (Cx1, mCx1,
hexamidine), ou a 10 mg/L (antibiotiques) ; puis préparer 5 x 5 mL de chacune des solutions test en

bouillon MH, dans 5 tubes en verre stériles.

Prélever 10 pL de la suspension bactérienne pour ensemencer 5 tubes de 5 mL de bouillon MH frais.

Incuber 24 h a 35°C.

JO : Micro-électrophorese
- transférer le contenu des 5 tubes dans un tube Falcon 50 mL ;

- centrifuger 10 min a 4500 g ;

éliminer le surnageant ;

- faire un lavage puis remettre le culot en suspension dans 2 mL de KNO3 0,001 M.
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Figure 84 : Fenétre de capture de la mobilité électrophorétique.
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Figure 85 : Exemple d’histogramme de répartition des bactéries en fonction de leur mobilité, obtenu
pour P. aeruginosa.
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24 Préparation de la cellule de mesure (Figure 83, schéma de I'appareillage)

- mettre 250 mL de KNO; 0,001 M dans un bécher ;

- ajouter 1 ou 2 mL de la suspension bactérienne (selon hombre de bactéries observées dans

la cellule ; doit se situer entre 50 et 150) ;
- mettre dans le bécher : I'électrode a pH et la pale de I'agitateur (vitesse : environ 140 rpm) ;

- au niveau de la cellule de mesure, ouvrir les 2 vannes, aspirer environ 20 mL a la seringue,

fermer les vannes.

La mesure de la mobilité se fait ensuite grace au logiciel ZetaPhoremeter. La fenétre « Inspect

Sample » : permet de voir la densité des bactéries dans la cellule de mesure, et d'observer leur

mobilité intrinséque (absence ou présence en fonction du traitement effectué) (Figure 84).

Aprés capture de la mobilité par la caméra et le logiciel de traitement d'image, nous obtenons
I'histogramme de répartition des bactéries en fonction de leur mobilité (Figure 85). Un écran nous
donne ensuite les différents paramétres de la mesure, a noter ensuite les différents parametres sur le

cahier de mesure : pH, force ionique, nombre total de bactéries, mobilité + écart-type.

24 Madification de la force ionigue

Procéder par ajouts successifs de KNO; 2 M en augmentant progressivement le volume ajouté (200,
500, 1000, 5000 pL...) afin de réaliser une dizaine de mesures réparties de facon homogéne entre
107 et 5.10™ M pour la force ionique. Avant d’effectuer la nouvelle mesure, attendre quelques minutes

pour 'homogénéisation du milieu.

24 Nettoyage du matériel lors du changement de souche bactérienne

Rincer a I'eau distillée I'électrode du pHmétre et la pale de I'agitateur.

Eliminer la suspension bactérienne restant dans le bécher dans un bocal contenant de I'eau de Javel.

Rincer ensuite le bécher a I'eau MilliQ.

Rincer la cellule de mesure par aspiration d’environ 100 mL d’eau distillée.
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25 Nettoyage du matériel a la fin de la manipulation

Rincer a I'eau distillée I'électrode du pHmétre et la pale de I'agitateur.
Remettre I'électrode a pH dans sa solution de conservation.

Eliminer la suspension bactérienne restant dans le bécher dans un bocal contenant de I'eau de Javel.

Rincer ensuite le bécher a I'eau MilliQ.

Rincer la cellule de mesure par aspiration d’environ 200 mL d’eau distillée.

I11.2. Microscopie a force atomique (AFM)

Aprés 24 h de contact avec la drogue, les bactéries sont déposées sur une lame de verre recouverte
de polyéthyléneimine (PEI), et maintenues en milieux aqueux (KNO3z 0,1 mol/L afin de diminuer la
contribution des charges électrostatiques liées aux charges de la surface bactérienne). Les images en
mode contact sont ensuite obtenues avec un levier de constante de raideur 0,01 N/m ; et les courbes

de force sont réalisées par utilisation d’'un levier de constante de raideur calibré.

I11.2.2. Matériel & Réactifs

Tubes en verre stériles

Tubes Falcon 15 et 50 mL

Filtres 0,22 um (filtres Millex®GP, 0,22 um, Millipore, France)

Géloses Mueller Hinton (Difco, 225250)

Bouillons Mueller Hinton (Difco, 275730)

Solutions de KNO; 0,1 M

Eau distillée

Eau MilliQ
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Solution de la drogue a tester : Cx1 (M = 1221,11 g/mol) fournie par le Pr. Regnouf de Vains sous

forme de poudre blanche, reprise en eau distillée stérile et filtrée sur 0,22 um pour obtenir une solution
stérile & 10 mol/L. Une nouvelle solution est préparée au minimum chaque semaine, et conservée a

+4°C.

111.2.3. Souches bactériennes et molécules étudiées

Cette étude a été menée uniquement sur P. aeruginosa ATCC 27853 (pour des raisons de probleme
d’adhésion sur le PEI). Les molécules suivantes ont été testées: hexamidine, Cx1, mCx1, a une

concentration équivalente a la CMI. A chaque manipulation a été réalisé un témoin non traité.

[11.2.4. Mode opératoire

J-4 : Isolement des bactéries sur gélose MH

J-3 : Mise en bouillon MH

Ensemencer 5 mL de bouillon MH avec une colonie — Incuber 24 h a 35°C.

J-2 : Ré-ensemencement en bouillon MH

Agiter au vortex les bouillons de 24 h ;

Prélever 10 uL pour ensemencer 5 mL de bouillon MH frais. Incuber 24 h a 35°C.

J-1: Mise en contact avec la drogue

o4 Etude témoin (bactéries non traitées)

Agiter au vortex les bouillons de 24 h ;
Prélever 10 pL pour ensemencer 4 tubes de 5 mL de bouillon MH frais. Incuber 24 h a 35°C.

S Etude de I'effet de différentes molécules antibactériennes

Préparer une solution mére en eau distillée a partir de la solution mére a 102 M (Cx1, mCx1,
hexamidine), ou a 10 mg/L (antibiotiques) ; puis préparer 5 x 5 mL de chacune des solutions test en

bouillon MH, dans 5 tubes en verre stériles.
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Prélever 10 yL de la suspension bactérienne pour ensemencer 5 tubes de 5 mL de bouillon MHB

frais. Incuber 24 h a 35°C.

JO : Passage des bactéries en AFM
- transférer le contenu des 5 tubes dans un tube Falcon 50 mL ;

- centrifuger 10 min a 4500 g ;

- éliminer le surnageant ; X 2

- reprendre le culot dans 5 mL de KNO3; 0,1 mol/L ;

- apres 2 lavages, le culot est repris dans 5 a 10 mL de KNO3 0,1 mol/L, selon la densité de

'inoculum bactérien.

Au LCPME, préparation des bactéries en vue du passage en AFM :
- déposer la suspension bactérienne sur une lame de verre recouverte de PEI (solution a 2 %) ;
- laisser en contact 2 h a température ambiante ;

- rincer la lame abondamment a I'eau MilliQ ;

recouvrir ensuite la lame de KNO3 0,1 mol/L.

Détermination de la sensibilité du levier

Avant chaque manipulation, la sensibilité (S) du levier est déterminée par réalisation d’'une quinzaine
de courbes de force sur une lame de verre recouverte de KNO3 0,1 mol/L. La sensibilité correspond a

la pente de la courbe de force : déflection du levier = f (déplacement du piézoélectrique).

Obtention des images en mode contact

Les images et courbes ont été obtenues a température ambiante, en milieu aqueux, sur un
microscope commercial (Thermomicroscope Explorer EcuPlus, Veeco Instruments). Une seule pointe
calibrée (MLCT-EXMT-BF, Veeco instruments) de constante de raideur égale a 0,01 % * 10 % N/m

est utilisée pour la réalisation de I'ensemble des images.
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Obtention des courbes de force

Une seule pointe calibrée (MLCT-EXMT-BF, Veeco Instruments) (calibration réalisée par le
Physikalisch-Technische Bundesanstalt, Berlin), de constante de raideur égale a 0,0639 N/m a été
utilisée pour I'ensemble des mesures de force. Ces mesures ont été effectuées en solution de KNO;
0,1 mol/L, a la vitesse de 0,1 um/s. Pour chaque condition testée, une trentaine de courbes ont été
obtenues sur 5 a 6 bactéries. Une ou plusieurs courbes moyennes ont ensuite été calculées, selon le
ou les comportements observés. Ces courbes moyennes déflection/déplacement du piézoélectrique
ont été converties en courbes de force en utilisant la constante de raideur (kc = 0,0639 N/m) et la

sensibilité (S = 0,178 A/m) du levier.

Les courbes d'indentation sont obtenues par suppression de l'effet lié au support. L'indentation est
une longueur ; pour une force exercée donnée, elle est obtenue en soustrayant le déplacement du
quartz piézoélectrigue mesuré sur le support et celui enregistré sur la bactérie. Il s’agit donc de la

profondeur de pénétration de la pointe dans la bactérie.
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Figure 86 : Evolution de la mobilité électrophorétique en fonction de la force ionique. Courbes
obtenues pour E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 25923, E. faecalis ATCC 25922 & P. aeruginosa

ATCC 27853. Les résultats sont exprimés en mobilité moyenne, calculée sur 5 expériences, menées

sur les bactéries en absence de traitement.* nombre

moyen de bactéries observées.
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Figure 87 : Evolution de la mobilité électrophorétique en fonction de la force ionique. Courbes

obtenues pour P. aeruginosa ATCC 27853 avant et aprés traitement (moyenne sur n = 4). *nombre

moyen de bactéries observées.
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IV. RESULTATS

GRARE ET AL, 2007B, PATHOLOGIE BIOLOGIE. 55:465-471.

IV.1. Microélectrophorése

IV.1.1. Comparaison de la mobilité électrophorétigue des 4 souches testées

Sur I'histogramme de répartition, la distribution apparait plus hétérogéne pour les bacilles a Gram

négatif, et cette hétérogéenéité se réduit lorsque la force ionique augmente. Ainsi, une distribution

beaucoup plus large pour P. aeruginosa que pour E. faecalis, a la force ionique de 1 mM est

observée. Cette différence s’atténue a la force ionique de 200 mM, pour laquelle un pic unique étroit

est obtenu pour les deux espéces (données non présentées).

Les courbes présentées Figure 86 sont des courbes moyennes obtenues a partir de 5 expériences

réalisées sur les souches bactériennes non traitées. Sur cette figure, on constate que :

@0

(ii)

(iii)

(iv)

les bactéries peuvent étre classées comme suit par ordre croissant de mobilité
électrophorétique : E. coli < P. aeruginosa < S. aureus < E. faecalis, les mobilités des trois
premiéres souches pouvant cependant étre considérées comme comparables. E. faecalis
se distingue, avec une mobilité d’environ -2,8.10® m2/V/s a une force ionique de 1 mM,

contre environ -2,1.10°® m2/V/s pour les autres souches.
cette différence de mobilité tend a s’atténuer avec 'augmentation de la force ionique.

la mobilité électrophorétique des bactéries diminue lorsque la force ionique augmente,
avec atteinte d’'un plateau pour lequel la mobilité demeure constante quelque soit la force
ionique. Ce plateau est atteint pour des forces ioniques d’environ 100 mM pour E. coli, P.
aeruginosa et S. aureus, et d’environ 500 mM pour E. faecalis. Cela s’explique par une
neutralisation des charges de surface bactérienne par les cations présents en solution.
Plus la force ionique est élevée, plus le nombre de cations est important et donc plus

I'effet « couverture » s’accentue.

la courbure des courbes n'est pas la méme suivant les bactéries. Alors que les bactéries
a Gram négatif (E. coli et P. aeruginosa) présentent un profil électrophorétique

relativement atténué (la mobilité diminue faiblement avec la diminution de la force
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Figure 88 : Courbes obtenues pour P. aeruginosa ATCC 27853 aprés traitement par

(A) : hexamidine ; (B) : ticarcilline ; (C) : mCx1 ; (D) : Cx1.
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I’histogramme de répartition des bactéries en fonction de leur mobilité.
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ionique), ceux des bactéries a Gram positif (S. aureus et E. faecalis) sont nettement plus
linéaires, particulierement pour E. faecalis. Cette tendance suggere une perméabilité
(caractére mou) des parois plus importante pour les bactéries a Gram négatif en accord
avec la structure de leur paroi, comme suggéré par d’'autres auteurs [Sonohara et al.,

1995].

Les résultats obtenus en microélectrophorése démontrent tout d’abord que cette technique présente

une sensibilité suffisante pour différencier, grace a leurs propriétés de surface, les 4 souches

étudiées. Ainsi pour les souches non traitées, nous avons montré que E. faecalis se distingue des 3

autres souches, avec une mobilité électrophorétique moyenne de -2,8.10° m2/V/s & une force ionique

de 10 moliL, contre environ -2,1.10® m2/V/s pour les autres souches. Cette sensibilité a déja été

décrite, pour la distinction de E. coli et S. aureus par exemple [Sonohara et al., 1995]. Dans cette

étude, Sonohara et coll. ont montré que E. coli a une surface plus rigide et plus chargée négativement

que S. aureus, ce que nous ne retrouvons pas dans notre étude (la mobilité des deux espéces étant

similaire), la nature des souches utilisées n'étant pas précisées et les conditions expérimentales étant

différentes (culture sur gélose trypticase-soja, tampon de suspension des bactéries, appareillage

(Kem System 3000, Pen Kem Inc, New York USA)...).

IV.1.2. Résultats obtenus pour P. aeruginosa ATCC 27853

Figures 87 et 88 sont présentées les courbes obtenues pour P. aeruginosa ATCC 27853 traitée par

hexamidine (16 et 32 mg/L), ticarcilline (8 et 16 mg/L) mCx1 (256 et 512 mg/L), Cx1 (16 et 32 mg/L),

comparées au témoin non traité.

Trois comportements différents sont observés (détaillés, avec écart-types, Figure 87) :

@

(ii)

aucune modification de la mobilité électrophorétique moyenne n’'est obtenue pour

I'hexamidine et le mCx1, quelque soit la concentration testée.

deés les faibles forces ioniques, une diminution significative de la mobilité est observée
avec le Cx1; on obtient ainsi une mobilité de -1,04.10° m2V/s et -0,61.10° m2V/s
respectivement pour les concentrations de 16 et 32 mg/L testées, contre -1,58.10° m2/V/s

pour le témoin non traité, a une force ionique de 10° mol/L. Un plateau (pour lequel la
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Figure 88 (suite) : Courbes obtenues pour P. aeruginosa ATCC 27853 apreés traitement par

(A) : hexamidine ; (B) : ticarcilline ; (C) : mCx1 ; (D) : Cx1.

Les écarts types représentés sur le graphique sont le reflet de la distribution obtenue sur
I'histogramme de répartition des bactéries en fonction de leur mobilité.
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mobilité reste constante quelque soit la force ionique) est rapidement atteint (& partir

d’environ 30 mM).

Cet effet traduit une augmentation trés significative du caractére perméable des parois en présence

de cette molécule et/ou une adsorption spécifique des calixarénes a la surface des bactéries.

(i) pour les faibles forces ioniques, une augmentation significative de la mobilité est observée

avec la ticarcilline. Cela traduirait une baisse du caractére perméable de la paroi.

De facon intéressante, nous avons suivi l'aspect macroscopique des bouillons aprés 24 h de
croissance en présence des différentes molécules, ainsi que l'aspect « microscopique », dans la

cellule de mesure du Zetaphorémetre avant capture des images. Nous avons ainsi pu constater :

0] pour le Cx1 : obtention d’'un trouble homogéne des bouillons, assez semblable a celui du
témoin, ainsi qu’'une production importante de pigment pyocyanique. Au niveau de la
cellule de mesure, les bactéries semblaient augmentées de volume, et étaient réunies

sous formes d’'agrégats ;

(i) pour la ticarcilline, 'hexamidine et le mCx1 : absence totale de production de pigment
pyocyanique, avec présence de nombreux agrégats bactériens pour la ticarcilline et
I’lhexamidine. Au niveau de la cellule de mesure, une augmentation de la taille des
bactéries et la formation d’'agrégats étaient observés pour la ticarcilline ; pour les autres

molécules, rien a signaler.
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Figure 89 : Evolution de la mobilité électrophorétique en fonction de la force ionique. Courbes

obtenues pour E. coli ATCC 25922 avant et apres traitement. Les résultats sont exprimés

moyenne, calculée sur 3 ou 4 expériences.*nombre moyen de bactéries observées.

Force ionique KNO; (mM)

en mobilité

1 10 1000
T 0,00
-0,50
=<
o
o
=5
S o
-1,00 Ly
3,2
bate]
<3
—
“©w o
< o
=2
-1,50 Ke]
c
]
---@---- nontraité (n=167)* n -2,00
®
---#--- Hexamidine 4 mg/L (n=148)*
-==0---- Hexamidine 8 mg/L (n=114)*
-2,50

Figure 90 : Courbes obtenues pour E. coli ATCC 25922 aprés traitement par I'hexamidine.

Les écarts

types représentés sur le graphique sont le reflet de la distribution obtenue sur I'histogramme de

répartition des bactéries en fonction de leur mobilité.
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Figure 89 sont présentées les courbes obtenues pour E. coli ATCC 25922 traitée par hexamidine (4
et 8 mg/L), amoxicilline (2 et 4 mg/L), ticarcilline (2 et 4 mg/L), mCx1 (256 et 512 mg/L), Cx1 (2 et 4
mg/L), comparées au témoin non traité. Deux comportements différents sont observés (seules seront

détaillées les courbes obtenues avec I'hexamidine, avec écart-types, Figure 90) :

0] aucune modification de la mobilité électrophorétique moyenne n’est obtenue pour

I'amoxicilline, la ticarcilline, le mCx1 ou le Cx1, quelque soit la concentration testée.

Il semble donc que I'effet observé sur P. aeruginosa a I'origine (potentielle) de I'activité du Cx1, ne soit
pas observable, a cette échelle, sur E. coli ATCC 25922. La microélectrophorése ne nous permet pas
de mettre en évidence, dans ce cas, d'atteinte de la paroi bactérienne (pas d’augmentation du

caractéere perméable, pas d’adsorption du Cx1).

(ii) des les faibles forces ioniques, une diminution significative de la mobilité est observée
avec I'hnexamidine, de facon cependant atténuée par comparaison a ce que nous avons
obtenu pour P. aeruginosa et Cx1. Ainsi, on obtient ainsi une mobilité de —1,51.10° m2/V/s
et —1,63.10° m2/V/s respectivement pour les concentrations de 4 et 8 mg/L testées, contre
—2,09.10°® m2/V/s pour le témoin non traité, & une force ionique de 10 mol/L. Un plateau
(pour lequel la mobilité reste constante quelque soit la force ionique) est atteint plus

rapidement qu’avec le témoin (a partir d’environ 50 mM) (Figure 90).

Cet effet semblerait traduire une augmentation du caractére perméable des parois en présence
d’hexamidine, ce qui n'avait jamais été décrit jusqu’alors, mais ne parait pas reproductible d'une

souche a une autre (aucun effet sur P. aeruginosa).

De méme que pour P. aeruginosa, des observations macroscopiques et microscopiques ont été
réalisées. Au niveau de l'aspect des bouillons, le trouble était toujours homogéne, sans formation
d'agrégats, ni de filaments. Au niveau de la cellule de mesure du Zétaphorémetre, la population
témoin apparait tres hétérogene au départ (aspect de double pic), puis cet effet s'atténue avec
'augmentation de la force ionique (& partir de 50 mM). Cette hétérogénéité trés importante de la

population de E. coli ATCC 25922, est visible au niveau des écart-types obtenus pour les mobilité

171



10

Force ionique KNO; (mM)

1000

---®-- non traité (n=112)*

---@---- Hexamidine 1 mg/L (n=98)*

¢

- Pénicilline G 1 mg/L (n=102)*

b ---@--- Cx18mg/L (n=104)*

100
-~~~ Hexamidine 0,5 mg/L (n=110)* -
Pénicilline G0,5 mg/L (n=107)*
- Cx14mg/L (n=101)* ""
i e

0,00

-0,50

-1,00

-1,50

-2,00

Figure 91 : Evolution de la mobilité électrophorétique en fonction de la force ionique. Courbes

obtenues pour S. aureus ATCC 29213 avant et aprés traitement. Les résultats sont exprimés en

mobilité moyenne, calculée sur 3 ou 4 expériences. *nombre moyen de bactéries observées.
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Figure 92: Evolution de la mobilité électrophorétique en fonction de la force ionique. Courbes

obtenues pour E. faecalis ATCC 29212 avant et aprés traitement. Les résultats sont exprimés en

mobilité moyenne, calculée sur 3 ou 4 expériences. *nombre moyen de bactéries observées.
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moyenne (le double de ceux obtenus avec les autres bactéries). Pour I'hexamidine et le Cx1, les pics
de distribution de la population en fonction de la mobilité étaient beaucoup plus fins (homogénéisation
de la population), avec un aspect assez homogéne dans la cellule de mesure. Pour I'amoxicilline,
mais de fagon encore plus marquée pour la ticarcilline, les bactéries apparaissaient sous forme
d’amas ou de « petites chenilles », avec une forme plus allongée que le témoin. Un hétérogénéité trés

importante de la population était visible avec I'amoxicilline : pic a base trés large.

IV.1.4. Résultats obtenus pour S. aureus ATCC 29213

Figure 91 sont présentées les courbes obtenues pour S. aureus ATCC 29213 traitée par hexamidine
(0,5 et 1 mg/L), pénicilline G (0,5 et 1 mg/L), Cx1 (4 et 8 mg/L), comparées au témoin non traité.
Aucune modification de la mobilité électrophorétique moyenne n’est obtenue pour I'amoxicilline,
guelque soit la molécule et la concentration testées. Les courbes sont quasiment superposables, les

écart-types minimes, reflets d’'une population tres homogéene.

Il semble donc que I'effet observé sur P. aeruginosa a l'origine (potentielle) de I'activité du Cx1, ne soit
pas observable, a cette échelle, sur S. aureus ATCC 29213. La microélectrophorése ne nous permet
pas de mettre en évidence, dans ce cas, d’atteinte de la paroi bactérienne, quelque soit la molécule

testée.

IV.1.5. Résultats obtenus pour E. faecalis ATCC 29212

Figure 92 sont présentées les courbes obtenues pour E. faecalis ATCC 29212 traitée par hexamidine
(1 et 2 mg/L), amoxicilline (0,5 mg/L), mCx1 (256 et 512 mg/L), Cx1 (16 et 32 pg/mL), comparées au
témoin non traité. Aucune modification de la mobilité électrophorétique moyenne n'est obtenue

quelque soit la molécule et la concentration testées.

Il semble donc que I'effet observé sur P. aeruginosa a I'origine (potentielle) de I'activité du Cx1, ne soit
pas observable, a cette échelle, sur E. faecalis ATCC 29212. La microélectrophorése ne nous permet
pas de mettre en évidence, dans ce cas, d'atteinte de la paroi bactérienne, quelque soit la molécule

testée.
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Figure 93 : Images AFM en mode contact d’E. coli ATCC 25922 non traitée.
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Figure 94 : Courbe de force obtenue pour E. coli ATCC 25922 non traitée en comparaison a celle
obtenue pour le support (lame de verre + PEI).
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IV.2. Résultats obtenus en microscopie a force atomique

Les résultats présentés ici concernant la microscopie a force atomique (AFM) ne sont que ceux d’'une
étude préliminaire, et n'ont pas pu étre I'objet de confirmation sur d’autres expériences. Ces résultats
ere

sont donc a considérer comme une 17 approche de ce que peut donner I'étude de I'effet pariétal de

molécules antibactériennes par cet outil innovant.

Les bactéries sont fixées sur une lame recouverte de PEI. Nous avons souhaité, en préambule a cette
étude, évaluer la toxicité éventuelle du PEI afin d’éliminer d'éventuels artefacts. Cette toxicité a été
déterminée par la réalisation des CMI par méthode de microdilution en milieu liquide, adaptée a la
texture visqueuse du PEI : les plaques étaient pré-coatées avec différentes concentrations de PEI
(0,0125% a 6,4%) pendant 24 h & 35°C, puis la technique classique en milieu MHB était réalisée.
Aucune toxicité (CMI > 6,4%) n’a été observée sur les quatre souches testées (E. coli ATCC 25922,
S. aureus ATCC 25923, E. faecalis ATCC 29212, P. aeruginosa ATCC 27853) (données non

présentées).

IV.2.1. E. coli ATCC 25922 non traitee

Les images présentées Figure 93 montrent des bacilles de longueur 2 a 7 um environ, de largeur 0,5
a 1 um et d’épaisseur environ 0,5 um. Il est cependant a noter que les mesures sont effectuées en
mode contact: on appuie sur la bactérie, I'épaisseur mesurée est donc sous-estimée [Velegol &
Logan, 2002]. L'aspect de ces bacilles est assez homogéne, leur taille plus variable. Certains sont en

cours de division (fleches).

Une comparaison des courbes de force obtenues sur le support (lame de verre recouverte de PEI) et
sur la bactérie non traitée a été réalisée. La Figure 94 montre une relation linéaire caractérisant les
forces s’exercant entre le support et la pointe de 'AFM (). La courbe de force obtenue sur E. coli non

traitée (@) offre, quant a elle, deux phases caractéristiques, précédemment décrites [Dufréne, 2002] :

0] une phase dite non lin€aire, pour les faibles forces. Cette phase correspond a la pénétration

de la pointe dans les couches externes de la paroi bactérienne, et est caractéristique de son

I'élasticité (module de Young (E)); l'élasticité dépend a la fois de I'épaisseur et de la
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Figure 95 : Courbe de force obtenue pour P. aeruginosa ATCC 27853 non traitée en comparaison a
celle obtenue pour le support (lame de verre + PEI).
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composition de la paroi, et de la nature des groupements présents. Plus le module de Young

est élevé, plus la bactérie est rigide.

(i)  une phase dite linéaire, pour les forces plus importantes, dépendante de la constante de

raideur du levier (k.) et la constante de raideur de la bactérie (kg). Au cours de cette phase, le
levier subit une déformation linéaire qui est en relation avec la pression osmotique interne de

la bactérie.

Ces deux phases peuvent étre considérées comme le reflet de I'ultrastructure de la paroi bactérienne.
Ainsi, il a déja été démontré dans la littérature que, (i) la phase non linéaire correspond a une
compression progressive des structures externes de la paroi, (ii) la phase linéaire, quant a elle, est
induite par une compression progressive de la membrane plasmique, maintenue par la pression

osmotique interne [Arnoldi et al., 1998 ; Arnoldi et al., 2000].

IV.2.2. P. aeruginosa ATCC 27853 non traitée

Les images présentées Figure 97A (page 177) montrent des petits bacilles, un peu trapus, d'aspect

assez homogene : 2 a 3 um de long, 1 um de large et épaisseur 0,5 pm environ.

Une comparaison des courbes de force obtenues sur le support (lame de verre recouverte de PEI) et
sur la bactérie non traitée a été réalisée. De méme que précédemment, la Figure 95 montre une

relation linéaire caractérisant les forces s’exercant entre le support et la pointe de I'AFM (m).

La courbe de force obtenue sur P. aeruginosa non traitée (#) offre deux phases caractéristiques, tout

comme ce qui a été obtenu avec E. coli non traitée :
(i)  une phase dite non linéaire, pour les faibles forces

(i)  une phase dite linéaire, pour les forces plus importantes

On constate des différences significatives entre les courbes de force réalisées sur les supports
incubés avec E. coli ou P. aeruginosa. Une des difficultés dans ce genre d'expérience est de
comparer les différents résultats. En effet, I'étape d'incubation peut conduire & une adhésion non

négligeable de résidus organiques et/ou de produits issus de lyses bactériennes sur la lame de verre
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Figure 96 : Comparaison des courbes d’'indentation obtenues pour E. coli ATCC 25922 non traitée et
P. aeruginosa ATCC 27853 non traitée. Pour chacune des souches testées, les courbes de force ont
été déterminées sur 5 bactéries, a raison de 5 courbes par bactérie en moyenne ; la courbe présentée
est une courbe moyenne.
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préalablement recouverte de PEI. De plus, cet effet est probablement différent suivant les souches
bactériennes et les conditions physico-chimiques. Enfin, des expériences trés récentes viennent de
montrer que la localisation spatiale des courbes de force sur le sommet des bactéries requiert une
résolution de I'ordre de la cinquantaine de nanometres correspondant aux limites de I'appareil actuel
(forte hystérese des piezo-électriques impliquant un décalage entre lI'image et la localisation de la
courbe de forces). Une des maniéres d'éviter cet aspect serait de réaliser des courbes forces-volume
(Images 2D des courbes de force) et ainsi reconstruire les courbes effectivement au sommet des
bactéries. Cette analyse sera envisagée de maniéere a confirmer ces premiers résultats qualitatifs.

Afin d'apprécier les caractéristiques nanomécaniques des cellules, les courbes de force sont
transformées en courbes force-indentation par soustraction de la contribution du levier (cf. partie

expérimentale).

La Figure 96 présente les courbes d’'indentation obtenues pour E. coli et P. aeruginosa non traitées.
Ces deux courbes, daspect général similaire, sont cependant clairement distinctes, avec,
gualitativement, une élasticité plus grande de P. aeruginosa, et une pente de la partie linéaire plus
importante pour E. coli. Cela signifie que E. coli présente une rigidité supérieure a celle de P.
aeruginosa ; ces résultats restant a confirmer. Ainsi, ces deux bactéries non traitées semblent pouvoir

étre différenciées par leur courbe d’'indentation.

IV.2.3. P. aeruginosa ATCC 27853 apres 24 h d’exposition a 'hexamidine, au
mCx1 et au Cx1

Les images présentées Figure 97 permettent d’appréhender d’infimes changements dans I'aspect de
la paroi de la bactérie. Figures A, et C, sont présentées des bactéries tronquées (fleches), cela est
peut étre d0 a un décollement de la bactérie lors du balayage de la surface par la pointe

nanomeétrique.
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Figure 97 : Images en mode contact obtenues pour P.aeruginosa ATCC 27853.

A1,3:non traité ; By, 3 : hexamidine 32 pg/mL ; C;,3 : mCx1 512 pg/mL ; Dy 53 : Cx1 32 pg/mL
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® Hexamidine (Figure 97B) :

Par comparaison au témoin non traité (A), le traitement par I'hexamidine semble entrainer un
« aplanissement » de la surface des bactéries (Figure B;). La courbe de suivi du balayage de la
surface nous a permis en effet d'observer une surface plane au lieu de la surface bombée observée
chez les bactéries non traitées. Un zoom plus précis sur une seule bactérie (Figures B,, Bz) montre

une surface plus rugueuse, avec une succession de déformations (Figure B, fleches).

(i) mCx1 (Figure 97C) :

Aucune modification majeure n’est visible lors du traitement par mCx1 a la concentration de 512 mg/L.
On observe ainsi, Figure Cs, de petits bacilles aux dimensions similaires a celles des bactéries

témoins non traitées (Figure Az), et a la surface lisse.

(i) Cx1 (Figure 97D) :

Le traitement par Cx1 a la concentration de 32 mg/L semble entrainer diverses modifications des
propriétés de surface. Il est tout d'abord a noter que nous avons observé une sensibilité accrue des
bactéries au passage de la pointe ; en effet, celles-ci semblaient moins bien adhérer et étaient
facilement emportées lors du balayage de la pointe (Figure D3, fleches blanches). Par ailleurs, les
images réalisées par un zoom précis sur quelques bactéries ont permis de remarquer I'existence de
« bréches » dans la membrane des bactéries traitées (Figures D, et D3, fleches bleues) ; ainsi, on a pu
observer soit des creux, soit des endroits ol des « lambeaux de membrane » se décollent de la
surface bactérienne (Figure Dj). Certaines bactéries sont amputées d'une partie de leur corps

bactérien ou déformées (Figure D,, fleche verte).
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Figure 98 : Comparaison des courbes d’indentation obtenues pour P. aeruginosa ATCC 27853 non
traité et aprés 24 h de contact avec hexamidine (32 mg/L), mCx1 (512 mg/L) et Cx1 (32 mg/L). Pour
chacune des conditions testées, les courbes de force ont été déterminées sur 5 bactéries, a raison de

5 courbes par bactérie en moyenne.
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Les courbes d'indentation (Figure 98), obtenues a partir de P. aeruginosa ATCC 27853 ayant subi les
différents traitements, ont permis d’apporter des informations complémentaires aux observations

réalisées sur les images en mode contact, et en milieu liquide.

0] Hexamidine (@)

Aprés 24 h d’exposition, aucune modification des interactions entre la pointe et la bactérie ne semble
perceptible sur la courbe d’indentation. Cela laisserait supposer que le traitement par I'hexamidine, a
la concentration de 32 mg/L, n'entrailne aucun changement majeur de l'ultrastructure des couches

externes de la paroi ou de la pression osmotique interne.

(i) mCx1 (¢,¢,9)

De fagon tres intéressante, plusieurs comportements ont été obtenus aprés 24 h de contact avec
mCx1 a la concentration de 512 mg/L. Alors gu’aucun changement n’était visible sur les images, trois
profils différents de courbe d’'indentation sont apparus : les profils (1) (®) et (2) (@) significativement
différents du profil t¢émoin (), avec une pente trés importante de la partie linéaire, le profil (3) (®)
étant plus proche de celui obtenu avec les bactéries non traitées ou aprés 24 h d’exposition a
I'hexamidine. Cela laisserait supposer que le traitement par mCx1 entraine une atteinte graduelle de

P. aeruginosa, avec une augmentation de la rigidité et de la pression osmotique interne.

(i) Cx1 ()

La courbe d'indentation, obtenue aprés 24 h de contact avec Cx1 a la concentration de 32 mg/L, est
significativement différente de la courbe témoin non traité. La partie initiale est trés similaire a celle de
la courbe (3) obtenue aprés exposition au mCx1, la pente de la courbe étant ensuite plus importante.
L'effet du Cx1 semble donc comparable a celui du mCx1, avec une augmentation de la rigidité de la

bactérie, sans toutefois présenter un effet graduel.
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V. DISCUSSION

Aprés 24 h d'exposition aux différentes molécules, aucune modification de la mobilité
électrophorétique moyenne n'a été obtenue dans nos conditions expérimentales, pour les deux
souches de cocci a Gram + testées : S. aureus ATCC 29213 & E. faecalis ATCC 29212. Il semblerait
donc que les propriétés de paroi des bactéries a Gram + et/ou que la sensibilité de la technique de
microélectrophorése, ne soient pas adaptées a la mise en évidence d’altérations pariétales apres

traitement par une molécule antibactérienne.

En revanche, divers changements ont été constatés lors du traitement par I'hnexamidine sur E. coli
ATCC 25922 et par la ticarciline et le Cx1 sur P. aeruginosa ATCC 27853. Une diminution
significative de la mobilité a été observée pour P. aeruginosa en présence de Cx1 et pour E. coli en
présence d’hexamidine. Cet effet traduit une augmentation trés significative du caractére perméable
des parois en présence de cette molécule, et/ou une adsorption spécifique du calixaréne sur les sites
chargés négativement de la paroi. La légére augmentation de mobilité obtenue pour P. aeruginosa en
présence de ticarciline, aux basses forces ioniques, est reproductible. Cela pourrait indiquer

qualitativement une diminution "légere” de la perméabilité de la paroi.

Cependant, méme si elle apporte des indications sur les propriétés de surface, la microélectrophorése
ne permet cependant pas de statuer sur l'origine d’une maodification, ni sur la part d’implication de
chacun de parametres pouvant étre en cause. Les analyses théoriques des différents profils obtenus
sont une des perspectives de ce travail : quantification respectivement de la densité de charge (p0) et
du caractere « mou » des couches les plus externes de I'enveloppe, de maniére a distinguer les effets
de sorption de ceux conduisant a la perte/augmentation du caractére « mou/dur » des parois, avant et
aprés stimulation. Notre étude nous a permis d'évaluer la capacité de la microélectrophorése a
évaluer des modifications consécutives a un traitement des bactéries ; des incertitudes persistent

guant a la sensibilité de cette technique appliquée a ce type d'évaluation.

L’évolution obtenue pour P. aeruginosa ATCC 27853 indique l'importance de la perméabilité des
parois dans les mécanismes d'action de composés antibactériens. Ces différents résultats démontrent
la spécificité des molécules en relation avec les caractéristiques électrophorétiques différentes des
souches testées, conduisant a des effets plus ou moins marqués suivant la nature et la structure des

parois.
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L’AFM nous a apporté des informations complémentaires a celles obtenues en microélectrophorése,
grace aux images obtenues en mode contact mais aussi a la spectroscopie de force. Ainsi, les
expériences menées sur E. coli et P. aeruginosa nous ont permis de montrer que les courbes
d'indentation permettent de distinguer les deux souches non traitées, E. coli apparaissant plus rigide.
Cette donnée est en accord avec les valeurs de kg rapportées dans de précédentes études : 0,04 N/m
pour E. coli et 0,02 N/m pour P. aeruginosa [Yao et al., 2002 ; Vadillo-Rodriguez et al., 2004].
L'évaluation de I'effet de I'hnexamidine, du mCx1 et du Cx1 a ensuite été réalisée sur P. aeruginosa.
Les images obtenues en mode contact nous ont permis d'appréhender des altérations de la paroi
bactérienne apres 24 h d’exposition a I'hexamidine et au Cx1. Les courbes d'indentation ont montré
une augmentation de la rigidité des bactéries suite au traitement par mCx1 et Cx1. La détermination
des valeurs des constantes de raideur des bactéries kg et du module de Young (E) est une des
perspectives logique de ce travail, aprés confirmation des profils de courbes de force obtenus, par

répétition des essais menés ici.

Ces différents résultats obtenus par AFM semblent confirmer le changement de propriétés de surface
obtenus par microélectrophorése, particulierement au moment ou les images ont été enregistrées
(diminution de I'adhésion en présence de Cx1). Toutefois, il est trés difficile de quantifier des forces de
cisaillement. Les premiers résultats obtenus par spectroscopie de force démontrent une variabilité
importante des courbes en fonction de la souche mais aussi au sein d'une méme espéce. Cette
tendance est probablement en relation avec les probléemes de résolution spatiale indiqués

précédemment. Des expériences complémentaires devront réalisées afin de différencier ces effets.

Des divergences ont été aussi observées entre les images et les courbes de force. Ainsi, alors que le
traitement par 'hexamidine semblait entrainer un aplanissement des bactéries, aucune modification
n'a été obtenue sur les courbes de force. Inversement, alors qu’aucune altération n'était visible sur les
images apres exposition au mCx1, une augmentation de la rigidité apparaissait sur les courbes
d’'indentation. Ces différences peuvent étre liées (i) au fait que les images sont uniqguement
reconstituées, a partir des déflections du levier, et donc pas toujours d'une qualité suffisante, (ii) que

le balayage de la pointe peut entrainer des altérations, considérées a tort comme dues au traitement.

Au cours de nos expérimentations, nous nous sommes par ailleurs heurtés au probléme d’adhésion
des bactéries sur les lames de verre recouvertes de PEI : soit les bactéries n'adhéraient pas du tout,
soit 'adhésion était trop faible et les bactéries étaient emportées lors du balayage par la pointe. Trois

souches non traitées ont été testées dans un premier temps : E. coli, E. faecalis et P. aeruginosa.
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L'adhésion des deux premiéres était inconstante, nous avons donc poursuivi notre étude sur P.
aeruginosa. Il est a prendre en compte aussi un éventuel changement des propriétés de surface lié au
traitement, et donc une modification de la capacité d’adhésion des bactéries traitées ; c’est ce qui a
été observé apres 24 h d’exposition au Cx1, avec une augmentation de la sensibilité des bactéries au
passage de la pointe. Dans la littérature, diverses surfaces ont été utilisées pour I'adhésion des
bactéries : PEI avec E. coli [Razatos et al., 1998 ; Ong et al., 1999 ; Li & Logan, 2004], polyL-lysine
avec K. terrigena [Vadillo-Rodriguez et al., 2004], mica avec P. aeruginosa [Touhami et al., 2006],
piégeage de S. aureus dans une membrane polymérique poreuse [Touhami et al., 2004]... Il serait
intéressant, dans le cadre d'expériences futures et complémentaires, d'étudier l'adhésion sur

polystyréne et polyL-lysine afin d’améliorer 'adhésion d’'E. coli.

Cette étude nous a permis de montrer que 'AFM, réalisée en milieu aqueux, en mode spectroscopie
de force plutdt qu’en mode image, peut étre utilisée pour évaluer I'effet d’'un traitement antibactérien

sur les propriétés nanomécaniques de surface des bactéries, a une échelle nanométrique.
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Résumé

Les propriétés de surface bactérienne jouent un role prépondérant dans les phénomenes tels que I’adhésion ou la formation de biofilms (sur
cathéters ou prothéses par exemple). Comprendre ces phénomeénes ainsi que les interactions survenant entre bactéries et antibiotiques reste diffi-
cile, du fait de la complexité et de la nature dynamique des constituants de la paroi bactérienne. De nombreuses techniques ont vu le jour ces
derniéres années, permettant une exploration a différentes échelles : macroscopique, microscopique, voire moléculaire. Deux de ces outils vont
étre le centre de cette étude : (i) la microélectrophorése, qui permet une évaluation des propriétés électrohydrodynamiques, par mesure de la
mobilité électrophorétique ; et (ii) la microscopie a force atomique (AFM), permettant d’imager les cellules en milieu liquide mais aussi de
mesurer les propriétés nanomécaniques des enveloppes bactériennes. Aprés une bréve présentation des principes et instrumentation, nous pré-
senterons les applications possibles de ces deux techniques dans le domaine de la microbiologie, et nous discuterons la place de ces outils dans la
détermination des cibles d’action de molécules antibactériennes.
© 2007 Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés.

Abstract

Microbial cell surface properties play a central role in controlling phenomena such as bacterial adhesion and biofilm formation (on stent or on
prosthesis for example). The quantification of these properties and the understanding of interactions with antibacterial compounds remain diffi-
cult, in view of the complex and dynamic nature of the cell wall constituents. Various approaches, macroscopic, microscopic or molecular, have
been developped. Two of them interest us today: (i) microelectrophoresis, which permits to evaluate surface modifications by measuring eletro-
phoretic mobility; and (ii) atomic force microscopy (AFM), a high resolution imaging device, which allows investigations at nanometric scale.
After brief presentation of principles and instrumentations, the aim of this article is to present the different applications of these techniques in
Microbiology, and to discuss interest of these tools in order to investigate mechanism of action of antibacterial compounds.
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1. Introduction

La structure de la paroi des bactéries est complexe et joue
un réle clé dans le contréle de phénomenes tels que 1’adhésion
des bactéries et la formation de biofilms (sur des cathéters ou
des prothéeses par exemple). Explorer les propriétés de surface
au niveau macroscopique, microscopique, voire moléculaire,
est difficile au vu de la complexité et de la nature dynamique
des constituants pariétaux. Diverses approches macroscopiques
ont été développées ; elles sont essentiellement fondées sur
I’estimation :

e de I’hydrophobicité de surface par mesure d’angle de
contact, ou test MATS (microbial adhesion to solvents) ;

o de l’efficacité d’adhésion de bactéries a différents substrats ;

e du potentiel zéta par mesure de mobilité électrophorétique
(technique de microélectrophorése).

Méme si ces méthodes ont largement contribué a la compré-
hension des propriétés de surface bactérienne, elles restent
limitées et correspondent a des approches considérant les par-
ticules biologiques comme des sphéres dures et homogenes.
Cette limitation a été récemment levée a 1’aide d’études théo-
riques récentes qui permettent de quantifier les propriétés élec-
trohydrodynamiques (densité de charge, perméabilité) tout en
considérant le caractére mou et hétérogene des interfaces bac-
tériennes [1]. A 1’aide de ces nouveaux outils théoriques, les
propriétés électrocinétiques des bactéries peuvent étre décrites
en relation avec leurs structures de surface (capsule, fibrille,
LPS) [2-4].

En paralléle, des techniques de microscopie ont été large-
ment développées ces dernicéres décennies afin d’étudier la
structure des bactéries, et plus particuliérement leurs enve-
loppes, a des échelles submicroscopiques. La microscopie
¢lectronique a transmission a fait I’objet de nombreuses étu-
des malgré son caractére fortement agressif vis-a-vis des
ultrastructures de surface (ex : capsule, fibrille, LPS, subs-
tances extracellulaires...) le plus souvent €éliminées par des

Agitateur (125 tr/min)

Electrode pH

L

Bactéries en suspension
dans une solution de KNO3

méthodes conventionnelles de préparation [5]. Cependant,
des méthodes récentes de cryosubstitution permettent de pré-
server au mieux ces structures mais sont malheureusement
trés demandeuses en temps de préparation. Malgré ces pro-
grés méthodologiques, ces microscopies électroniques sont
limitées a des conditions d’observation ex situ. Dans ce
contexte, la microscopie a force atomique (AFM : atomic
force microscopy), découverte par Binnig et al. en 1986
[6], est probablement la méthode la plus adaptée pour étudier
les bactéries en milieu aqueux, et ce, avec une résolution de
I’ordre du nanomeétre par newton. En particulier, cette
microscopie permet d’imager et quantifier les propriétés de
surface et les interactions a la surface des bactéries.

Nous présenterons ici les caractéristiques générales de deux
techniques, la microélectrophorése et ’AFM, et en nous
appuyant sur quelques études récentes, nous montrerons 1’inté-
rét de I’application de telles techniques au domaine de la
microbiologie, et plus particulierement, a I’é¢tude de I’effet de
molécules anti-infectieuses sur les parois bactériennes.

2. Microélectrophorese
2.1. Principe général

Les particules en suspension sont placées dans la chambre
de mesure constituée de deux compartiments contenant les
électrodes, et d’une cellule de mesure (Fig. 1). Un courant est
appliqué entre ces deux électrodes créant ainsi un champ élec-
trique uniforme dans lequel se déplacent les particules
chargées : les particules positives se déplacent vers la cathode,
et les particules négatives se déplacent vers I’anode.

Lorsque le courant est appliqué, les particules mais aussi
le fluide se déplacent dans la chambre de mesure. Ce phéno-
meéne d’électro-osmose est caractérisé¢ par un mouvement du
fluide dans un sens a la surface de la chambre de mesure,
ainsi qu’un retour de flux dans le sens opposé au centre de la
chambre de mesure. Il existe une zone ou le fluide est consi-
déré stationnaire ; c’est au niveau de ce plan stationnaire que

Seringue pour aspirer la suspension
dans la cellule de mesure

Cellule de mesure

Fig. 1. Schéma simplifié¢ de 1’appareillage de microélectrophorese.
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sont réalisées les mesures de mobilité électrophorétique. La
mesure est réalisée en illuminant 1’échantillon par un laser
permettant ainsi de visualiser sur une image optique la
réflexion du laser par les cellules. La mobilité électrophoré-
tique est ensuite calculée a partir d’une série d’images enre-
gistrées a plusieurs temps consécutifs a 1’aide d’un logiciel
d’analyse d’image. Classiquement, entre 50 et 150 trajectoi-
res correspondant a des cellules individuelles sont mesurées
pour une condition physicochimique particuliére (pH, force
ionique). A partir de ces données, les histogrammes de répar-
tition des mobilités électrophorétiques peuvent étre représen-
tés comme illustré sur la Fig. 2. Il faut noter que cette repré-
sentation permet d’identifier des comportements hétérogénes
au sein d’une méme souche, c’est-a-dire plusieurs popula-
tions avec des mobilités différentes [7]. En régle générale,
une distribution du type gaussien est observée et, les moyen-
nes et écarts types des mobilités électrophorétiques sont cal-
culés a partir de ces données.

Dans le cas de sphére dure, ces mobilités sont directement
proportionnelles au potentiel zéta ({) des particules a partir de
I’équation de Smoluchowski. En aucun cas, cette équation
n’est valable pour les systémes bactériens du fait de leurs
caractéres mous, hétérogénes et perméables aux ions. Dés
lors, ces mobilités électrophorétiques sont analysées par des
modeles théoriques prenant en compte ces différents caractéres
et conduisant & définir une densité de charge (po) a I'intérieur
d’une zone polymérique présentant une certaine perméabilité
(mollesse hydrodynamique, Ay ' : capacité du flux a pénétrer
dans le polymére) et une certaine hétérogénéité spatiale
(Fig. 3). La quantification de ces paramétres repose sur la
modélisation des données de mobilités électrophorétiques en
fonction de la force ionique. En effet, ’augmentation du carac-
tére mou—perméable conduit a un changement significatif des
profils mobilité—force ionique (Fig. 4).

2.2. Applications en microbiologie

Les premiers travaux prenant en compte le caractére mou
pour décrire les mobilités électrophorétiques ont été réalisés
par Ohshima [8,9]. Dans son modéle, il a proposé de repré-
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