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Prevention and Control

El : Effet inoculum

FSM : Fenétre de sélection des mutants

GIM : German imipenemase

IMI : Initiatives pour les Médicaments

Innovants

INSERM : Institut National de la Sante et de

la Recherche Médicale

Itr : transférase initiatrice

KHM : Kyorin Unniversity Hospial

imipenemase

L-Leu : L-leucine

LOS : lipooligosaccharide

M. calcoaceticus: Micrococcus calcoaceticus

MBL : métallo-R-lactamase
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MBL : métallo-R-lactamases

NDM : New Delhi metallo-f3-lactamase

OMS : Organisation Mondiale de la Santé

OXA : oxacillinase

PAVM : pneumonie acquise sous ventilation

mécanique

PER : Poirel Esthel Ronco

PK : pharmacocinétique

PMB : polymyxine B

PPR : Programme Prioritaire de Recherche

RND : drug/metabolite transporter

S. aureus : Staphylococcus aureus

SHV : Sulfhydral variable

SMR : small multidrug resistance

Tscwmi : temps au-dessus de la CMI

TKC : Time-kill curves

MFS : major facilitator superfamily

OMPs : outer membrane proteins

OMVs : outer membrane vesicules

P. aeruginosa : Pseudomonas aeruginosa

PD : pharmacodynamique

PEtN : phospho-éthanolamine

PLP : protéine liant les pénicillines

PNAG : poly-R-1-6-N-acetylglucosamine

PSC : polysaccharide capsulaire

RND : resistance-nodulation-division

S. pneumoniae : Streptococcus pneumoniae

SIM : Seoul imipenemase

SPM : Sdo Paulo metallo-f3-lactamase

TEM : Temoneria

TLRs : Toll-Like Receptors
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Und-P : Udécaprényl-pyrophosphate

VIM : Verona intregon-encoded metallo-f3-

lactamase

VEB : Vietnam extended-spectrum f3-

lactamase
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La découverte des antibiotiques durant le 20¢ siecle est I'un des plus grands succes de la
médecine (Wright 2007). En 2019, prés de 45 doses journalieres définies d’antibiotiques pour
1000 habitants ont été utilisées en France (usages communautaire et hospitalier confondus)

Figure 1 (« Geographical Distribution of Antimicrobial Consumption » s. d.).
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Figure 1. Consommation mondiale des antibiotiques en 2019 — D’apres les données du

European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC)

L'utilisation intensive des antibiotiques en médecine humaine et vétérinaire, mais aussi en
agriculture animale, ainsi que leur mauvais usage ont conduit a I'apparition de bactéries
résistantes aux antibiotique (Wright 2007). Ainsi, a la fin du 20¢ siécle, des bactéries
résistantes a plusieurs classes d’antibiotiques (ou bactéries multirésistantes) se sont
développées. Or, on estime que si rien n’est fait pour trouver de solutions face a ces bactéries
multirésistantes, d’ici 2050, le taux de mortalité due a I'antibiorésistance pourrait atteindre
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10 millions de morts et ainsi dépasser le taux de mortalité estimé pour le cancer (Dadgostar

2019).

C’est pour cela que I'Organisme Mondial de la Santé (OMS) a publié en 2017 une liste de 12
bactéries classées en trois catégories constituent actuellement un danger pour la santé
humaine, étant donné leur degré de résistances aux antibiotiques et donc I'urgence de trouver
de nouvelles solutions thérapeutiques pour ces agents pathogénes (Tableau 1) (« L'OMS
publie une liste de bactéries contre lesquelles il est urgent d’avoir de nouveaux antibiotiques »
2018). Parmis ces 12 agents pathogénes, on retrouve les 6 bactéries du groupe « ESKAPE », a
savoir : Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa, et Enterobacter spp. Ce groupe de 6 bactéries sont
nommeées ainsi ainsi en reaison de leur capacité a « échapper » a I'action des antibiotiques.
Elles représentent le plus haut risque de mortalité en lien avec leur forte virulence et de leur
multirésistance, mais aussi un colt important d0 par aux soins des infections qu’elles

provoquent en clinique (Founou, Founou, et Essack 2017).

La catégorie « Priorité 1 : Critique » regroupe les bactéries représenant une priorité critique.
Ces bactéries sont toutes résistantes soit aux carbapénémes, soit aux céphalosporines de 3¢
génération, des antibiotiques qui étaient jusque la réservés au traitement des infections liées
aux soins (aussi appelées infections nosocomiales), telles que des bactériémies et des
pneumonies, causées par des bactéries multirésistantes avec un fort taux de mortalité. Ces
bactéries représentent un danger pour les patients hospitalisés, placés en maisons de retraite
ou encore chez les patients dont les soins nécessitent une ventilation mécanique ou encore la
pose de cathéters sanguins. Parmi les trois types de bactéries de cette classe, on retrouve les

souches d’Acinetobacter baumannii (A. baumannii) résistantes aux carbapénémes.

Les bactéries classées dans les catégories « Priorité 3 : Moyenne » et « Priorité 2 : Elevée »
comprennent des bactéries de plus en plus résistantes, a |I'origine de maladies courantes telles

gue la gonorrhée et les infections alimentaires par les salmonelles.
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Tableau 1. Liste de I’'OMS des bactéries prioritaires pour la recherche et le développement de
nouvelles solutions thérapeutiques

Classe 1 : Critique

e Acinetobacter baumannii*, résistant aux carbapénémes (CRAB pour carbapenem
resistant A. baumannii)

e Pseudomonas aeruginosa*, résistant aux carbapénémes

e Entérobactéries* dont K. pneumoniae*, résistantes aux carbapénémes et
produisant des R-lactamases a spectre large (BLSE)

Classe 2 : Elevée

e Enterococcus faecium*, résistant a la vancomycine

Staphylococcus aureus*, résistant a la méthicylline et a la vancomycine
Helicobacter pylori, résistant a la clarithromycine

Campylobacter ssp., résistant aux fluoroquinolones

Salmonellae, résistant aux fluoroquinolones

Neisseria gonorrhoeae, résistant aux céphalosporines et aux fluoroquinolones

Classe 3 : Moyenne

e Streptococcus pneumoniae, insensible a la pénicilline
e Haemophilus influenzae, résistant a I'ampicilline
e Shigella spp., résistant aux fluoroquinolones

* : bactéries ESKAPE

A travers cette liste, I'OMS encourage la recherche et le développement de nouvelles solutions
thérapeutiques pour faire face aux infections liées aux soins causées par ces bactéries. Ainsi,
les gouvernements sont incités a mettre en ceuvre des dispositifs pour que les agences,
financées par les secteurs public et privé, s’investissent davantage dans la recherche
fondamentale, mais aussi dans la recherche et le développement de nouveaux antibiotiques.
C’est dans ce cadre que s’inscrivent les projets « Initiative pour les médicaments innovants »
(IMI) (« About IMI » s.d.). Ces projets sont des partenariats public-privé entre I'Union
européenne et la fédération européenne des associations et industries pharmaceutiques
(EFPIA) dont I'objectif est de développer de nouveaux traitements, comme les antibiotiques.
Du coté de la recherche fondamentale, des études sont menées dans le but d’optimiser
I'utilisation des antibiotiques déja existants. C'est dans ce but que la plateforme de

collaboration internationale « Joint Programming Initiative on AntiMicrobial Resistance »
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(JPIAMR), dont 28 pays comme la France, I’Argentine, le Canada, I'Inde ou en I’Afrique du Sud
sont membres, a été créée. En effet, elle a pour missions de coordonner le financement de la
recherche et de soutenir les actions de collaboration visant a participer a la lutte contre
I’antibiorésistance (« About | JPIAMR » s. d.). Les agences publiques nationales, telles que
I'Institut National de la Sante et de la Recherche Médicale (INSERM), I’Agence Nationale de la
Recherche (ANR) ou encore la Région Nouvelle-Aquitaine participent aussi a cette lutte grace
au financement de projets de recherche tels que le Programme Prioritaire de Recherche (PRR)
Antibiorésistance (« Programme Prioritaire de Recherche (PPR) Antibiorésistance - 13M /

front-office » s. d.).
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Chapitre 1 : Acinetobacter baumannii, un pathogéne qui pose problémes

La premiere bactérie du genre Acinetobacter a été isolée en 1911 par le microbiologiste
allemand Beijerinck qui I'a nommée Micrococcus calcoaceticus (Peleg, Seifert, et Paterson
2008; Howard et al. 2012). Durant les décennies suivant cette découverte, des bactéries
similaires a M. calcoaceticus ont été décrites et assignées a 15 genres et especes différents,
comprenant les especes anciennement nommées Diplococcus mucosus, Micrococcus
calcoaceticus, Alcaligenes haemolysans, Mima polymorpha, Moraxella Iwoffi, Herellea
vaginicola, Bacterium anitratum, Neisseria winogradskyi, Achromobacter anitratus et
Achromobacter mucosus (Peleg, Seifert, et Paterson 2008; Antunes, Visca, et Towner 2014).
En 1954, la désignation actuelle du genre, Acinetobacter (du grec [akinetos] qui signifie
immobile), a été proposée pour la premiere fois afin de séparer les especes des bactéries non
mobiles des bactéries mobiles appartenant au genre de I'époque des Achromobacter (Peleg,
Seifert, et Paterson 2008; Antunes, Visca, et Towner 2014; Howard et al. 2012). Elle ne fut
acceptée qu’en 1968 grace aux travaux du Professeur Baumann qui a démontré que toutes
les bactéries précédemment citées appartenaient toutes au méme genre: le genre

Acinetobacter (Baumann 1968; Howard et al. 2012; Peleg et al. 2012).

Les bactéries du genre Acinetobacter sont des bactéries Gram négatif (BGN) ubiquitaires de
I’environnement. L'espéce Acinetobacter baumannii (A. baumannii), bien que n’étant pas une
bactérie typique de I'environnement, a été aussi isolée dans le sol a Hong-Kong et sur des
végétaux au Royaume-Uni. Ce pathogene doit d’ailleurs son nom au Professeur Paul Baumann
qui fut le premier microbiologiste a I'avoir isolée a partir d’un prélevement du sol en 1968. Par
ailleurs, certaines espéces comme Acinetobacter johnsonnii, Acinetobacter Iwoffii et
Acinetobacter radioresistens peuvent étre retrouvées également dans la flore cutanée,
intestinale et fécale humaine. Toutefois, seules les bactéries appartenant au complexe
Acinetobacter calcoaceticus-baumannii complex (Acinetobacter baumannii, Acinectobacter
calcoaceticus, Acinetobacter nosocomialis, Acinetobacter pittii, Acinetobacter seifertii sp. nov.
et Acinetobacter lactucae) sont a I’origine de pathologies humaines (Villalon et al. 2019) dont

A. baumannii, qui est la bactérie la plus virulente (Chusri et al. 2014; Peleg et al. 2012).
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Ainsi dans les années 60-70, des infections causées par ces bactéries ont émergé. Elles étaient
a l'origine de septicémies, endocardites, méningites, infections pulmonaires et d’infections

urinaires (Daly, Postic, et Kass 1962; Glew, Moellering, et Kunz 1977).

I. Acinetobacter baumannii, un pathogéne opportuniste
La bactérie A. baumannii est qualifiée de pathogéne opportuniste, car elle engendre des
infections uniquement dans certaines conditions. En effet, elle peut étre responsable de
pneumonies communautaires notamment dans les régions tropicales avec un taux de
mortalité compris entre 20 a 40 % selon les régions (D. J. Barnes, Naraqi, et Igo 1988; Nicholas
M. Anstey et al. 2002; Chen et al. 2001; N. M. Anstey, Currie, et Withnall 1992). Elles sont
souvent associées a des comorbidités comme le diabéte, le cancer, les maladies rénales ou
des bronchopneumopathies chroniques obstructives (Leung et al. 2006; J.-T. Wang et al. 2002;

Chen et al. 2001; N. M. Anstey, Currie, et Withnall 1992).

A. baumannii a été identifiée comme étant a I'origine d’infections (infections pulmonaires,
cutanées, urinaires et bactériémies) survenues lors de catastrophes naturelles comme en
2008 apres le tremblement de terre survenu en Chine et en 2004 aprés le tsunami en
Indonésie ou de guerres comme en Afghanistan ou en Iraq (Y. Wang et al. 2010; B. Zhang et

al. 2012; Fily et al. 2019; Maegele et al. 2005; Onciil et al. 2002).

Toutefois, A. baumannii est retrouvée dans diverses infections associées aux soins (aussi
appelées infections nosocomiales) telles que les méningites, les péritonites, les infections du
tractus urinaire ou encore des infections cutanées. Les infections associées aux soins les plus
fréquentes dues a A. baumannii sont les bactériémies et les pneumonies acquises sous
ventilation mécanique (PAVM) (pneumonie survenant 48 a 72 heures aprés d’intubation
(Koenig et Truwit 2006)) chez des patients hospitalisés dans les services de soins intensifs
(Wong et al. 2017). Les PAVM a A. baumannii, sont souvent des PAVM tardives (c’est-a-dire 4
jours aprés intubation) et peuvent étre causées par l'utilisation de sondes trachéales
contaminées ou de systémes de ventilation contaminés par A. baumannii (Betrosian et al.
2007; Karakuzu et al. 2018; El-Saed et al. 2013). A. baumannii présente la capacité a former
des biofilms adhérents lui permettant ainsi de coloniser des sondes d’intubation. Ainsi, lors

de la respiration, les gouttelettes chargées en A. baumannii peuvent atteindre directement
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les alvéoles pulmonaires et la bactérie peut y établir une infection pulmonaire (Gil-Perotin et
al. 2012). Le taux de mortalité des PAVM a A. baumannii est compris en 25 a 75% selon les
régions (Fagon et al. 1996; Garnacho et al. 2003; Penwell et al. 2015). Les nombreux facteurs
de risques, tels qu’une immunosuppression, une défaillance respiratoire ou une
antibiothérapie antérieure, associés au développement des infections associées aux soins
dues a A. baumannii sont répertoriés dans le Tableau 2 (Fournier, Richet, et Weinstein 2006;

Playford, Craig, et Iredell 2007; Villegas et Hartstein 2003; Garnacho-Montero et Timsit 2019).

Tableau 2. Facteurs de risques associés aux infections nosocomiales a A. baumannii — Adapté de
(Fournier, Richet, et Weinstein 2006; Playford, Craig, et Iredell 2007; Villegas et Hartstein 2003;
Garnacho-Montero et Timsit 2019)

e Colonisations antérieures par A. baumannii
e Gravité de la maladie sous-jacente

e Immunosuppression

e Malignités

e Maladies pulmonaires chroniques

e Antibiothérapie antérieure, notamment avec des carbapénémes ou des
céphalosporines de 3e génération

e Admission avec une défaillance pulmonaire
e Septicémies dans le service des soins intensifs

e Multiples procédures invasives (présence d’'un cathéter (voie centrale, cathéter
urinaire), d’'une sonde naso-gastrique, d’une ventilation mécanique)

e Ageavancé

e Long séjour en soins intensifs
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Il. Structure membranaire et facteurs de virulence d’A. baumannii
Afin de mieux comprendre le mode d’action des antibiotiques, les mécanismes de résistance
aux antibiotiques et I'importance des facteurs de virulence d’A. baumannii pour sa survie en
milieu hospitalier et dans I'organisme de son hote, il est important de faire un rappel de sa

structure membranaire.

A. Structure membranaire d’A. baumannii
Les BGN possédent une double membrane lipidique (une membrane interne et une
membrane externe) séparée par un espace inter-membranaire, appelé périplasme, riche en
peptidoglycane, un polymeére complexe organisé en une ou deux couches (selon les espéces)

comme illustré dans la Figure 2.

Au sein de la membrane externe se trouvent des protéines membranaires monomériques ou
trimériques appelées les outer membrane proteins (OMPs). Les OMPs permettent de
consolider la structure de la membrane externe, mais ont aussi une importance pour la
physiologie de la bactérie. Certaines d’entre elles, appelées des porines, permettent I'influx
de solutés hydrophiles a travers la membrane externe des BGN (Figure 2). Les OMPs
constituent I'un des facteurs de virulence et de résistances aux antibiotiques comme nous le

verrons dans les paragraphes suivants.

Comme la plupart des BGN, A. baumannii expose a sa surface externe des exopolysaccharides
(Figure 2). On retrouve chez A. baumannii un lipopolysaccharide (LPS) particulier, aussi appelé
lipooligasaccharide (LOS), composé d’'un noyau polysaccharide couplé a un lipide A de la
membrane externe sans antigene O. Un deuxiéme type d’exopolysaccharide, appelé
polysaccharide capsulaire (PSC) ou antigene K, composé d’une chaine polysaccharidique, peut
également se trouver a la surface de la membrane externe d’A. baumannii (Figure 2)
(Geisinger et Isberg 2015). Cet exopolysaccharide de haut poids moléculaire (environ 200 kDa)
confere aux souches d’A. baumannii qui le synthétisent un aspect mucoide. Le polysaccharide
nommée poly-B-1-6-N-acetylglucosamine (PNAG) peut aussi se trouver a la surface de la
membrane d’A. baumannii (Bentancor et al. 2012). Ces trois exopolysaccharides jouent un
role important dans la virulence d’A. baumannii comme nous le verrons dans les paragraphes

ci-dessous (Eveillard et al. 2010; Hu et al. 2020; Geisinger et Isberg 2015).
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Figure 2. Schéma de la structure de la membrane d'A. baumannii — Adapté de Dahl 2008; Singh,
Adams, and Brown 2019) — LOS : lipooligosaccharide ; OMP : Outer membrane protein ; PSC :
polysaccharides capsulaires ; PNAG : poly-R-1-6-N-acetylglucosamine — Créé avec Servier Medical Art

B. La corne d’abondance des facteurs de virulence d’A. baumannii
A. baumannii posséde de nombreux facteurs de virulence. Ces molécules lui permettent de
pénétrer au sein des tissus/cellules, de se répliquer, d’échapper au systéeme immunitaire de
I’'h6te, de persister dans I'organisme hoéte, mais aussi de persister dans I'environnement
hospitalier (Cross 2008; Morris et al. 2019). Les facteurs de virulence peuvent également
participer a la résistance aux antibiotiques, cela sera abordé dans le paragraphe Il
Résistances aux antibiotiques. Une liste non exhaustive des différentes molécules participant
a la virulence d’A. baumannii est présentée dans le Tableau 3. Toutefois dans cette partie,
nous nous focaliserons sur les facteurs de virulence pouvant expliquer les raisons pour

lesquelles cet agent pathogene survit dans son hote et dans les milieux hospitaliers.
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Tableau 3. Facteurs de virulence d’A. baumannii — Adapté de (Morris et al. 2019; Tipton et al. 2018; Jun et al. 2013; Agarwal et al. 2019)

Noms des facteurs de virulence

Fonctions

Composants de la
membrane
externe

Protéine de la membrane externe OmpA

Réduction de la perméabilité membranaire. (Nitzan, Deutsch, et Pechatnikov
2002)

Induction de la cytotoxicité apres fixation aux récepteurs de mort des cellules
hotes. (Choi et al. 2008; Gaddy, Tomaras, et Actis 2009)

Adhésion aux cellules hotes par interaction avec la fibronectine. (Smani et al.
2014; Choi et al. 2005; 2008)

Résistance a la destruction par le systeme du complément. (Sanchez-Larrayoz
et al. 2017)

Protéine de la membrane externe Omp34

Cytotoxicité via l'activation des caspases et inhibition de I'autophagie des
cellules hotes.
Résistance a I'imipénéme.

Protéine de la membrane externe OmpW

Survie dans I'organisme hote par la facilitation de I'acquisition de fer.

Lipooligosaccharides (LOS)

Induction de choc septique. (Moffatt et al. 2013; L. Lin et al. 2012)
Résistance au peptide antimicrobien LL-37. (Moffatt et al. 2013)

Polysaccharides capsulaires (PSC)

Résistance au sérum. (Tipton et al. 2018; Hu et al. 2020; Geisinger et Isberg
2015)

Résistance aux désinfectants, au lysozyme et a la dessiccation. (Tipton et al.
2018)

Résistance a la destruction par le systeme du complément.

Formation du biofilm.

Facteurs
extracellulaires

Phospholipases C et D

Hémolyse.

Survie dans I'organisme hote par la facilitation de I'acquisition du fer.
Résistance au sérum.

Invasion des cellules épithéliales.

29

Chapitre 1 : Acinetobacter baumannii, un pathogéne qui pose problémes




Poly-R-1-6-N-acetylglucosamine (PNAG)

Formation du biofilm de biofilms adhérents.

Vésicules de la membrane externe
(OMVs)

Modulation de I'échappement au systéme immunitaire.

Dissémination de matériel génétique.

Sécrétion des facteurs de virulence, de toxines et autres molécules effectrices
dans le milieu extracellulaire.

Systemes de
sécrétion

Systemes de sécrétion de type |, 1I, llI, IV
etV

Sécrétion de molécules dans I'environnement extracellulaire.

Transfert de matériel génétique (ADN, plasmides ou autres éléments
génétiques mobiles) entre bactéries.

Formation du biofilm.

Liaison aux protéines de la matrice extracellulaire et de la membrane basale des
cellules hotes.

Systémes d’efflux : Acel et AdeABC

Résistance aux biocides.
Participe au fitness cost et a la persistance in vivo.

Acquisition de
nutriments

Production de sidérophores

Survie dans I'environnement par la facilitation de I'acquisition de fer.

Production de calprotectine

Survie dans l'environnement par la facilitation de I'acquisition de zinc et
manganese.

Interactions
communautaires

Quorum sensing

Sentir, répondre et communiquer avec les bactéries environnantes. (Subhadra
et al. 2016)

Maturation du biofilm. (Niu et al. 2008; Anbazhagan et al. 2012; Subhadra et al.
2016)

Formation de biofilms adhérents

Participer a la survie dans les milieux hospitaliers ou en cas de conditions
défavorables.(Chapartegui-Gonzalez et al. 2018)
Adhésion aux surfaces biotiques et abiotiques.
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1. Les outer membrane proteins (OMPs)
Les protéines membranaires OMPs jouent un rbéle majeur dans la pathogénicité d’A.
baumannii (Sato et al. 2017). En effet, ces protéines immunogénes leur conférent des
avantages liés a I'adaptation a I'h6te, notamment a I'évasion immunitaire, la tolérance au
stress et la résistance aux antibiotiques et aux antibactériens (Uppalapati, Sett, et Pathania

2020).

Nous prendrons ici I'exemple de la porine OmpA (anciennement appelée Omp38) qui est le
facteur de virulence d’A. baumannii le plus décrit et étudié. La porine OmpA chez A. baumannii
est aussi appelée HMP-AB ou OmpAb (Sugawara et Nikaido 2012). Elle est fortement
conservée chez A. baumannii : sur 103 isolats étudiés, 80,5% d’entre elles avaient une identité
de séquence a plus de 99%. Cette protéine est également tres fortement représentée dans la

membrane externe des Enterobacteriaceae (Choi et al. 2008; Gribun et al. 2003b).

De plus, la protéine OmpA est un marqueur de la sévérité des PAVM et bactériémies. En
effet, une surexpression du gene codant pour la protéine OmpA a été montrée comme
cliniquement associée a la survenue de ces deux d’infections associées aux soins, mais aussi a

une augmentation de la mortalité des patients infectés (Sanchez-Encinales et al. 2017).

La protéine OmpA joue un role majeur dans la pathogénicité ainsi que dans la résistance aux
antibiotiques. L'interaction entre le domaine C-terminal de OmpA et le peptidoglycane permet
a la bactérie de réguler la formation des vésicules de membrane externe (OMVs, pour outer
membrane vésicules). Ces structures sphériques, de 20 a 250 nm de diameétre, se détachent
de la membrane externe en encapsulant par la méme occasion les contenants périplasmiques,
une partie de la membrane interne et du cytoplasme bactérien (Skerniskyté et al. 2021). Elles
sont ainsi composées de lipides, de protéines membranaires, de LOS et peuvent parfois
contenir des acides nucléiques cytoplasmiques. Les OMVs permettent a de nombreuses BGN
telles qU’E. coli, P. aeruginosa et Helicobacter pylori de sécréter des facteurs de virulence, des
toxines et autres molécules effectrices dans le milieu extracellulaire afin de cibler les cellules

hotes (Agarwal et al. 2019).

La protéine OmpA module également d’autres fonctions dont la résistance a la lyse par le
systeme du complément (Sanchez-Larrayoz et al. 2017) et a I'adhésion aux protéines de la

matrice extracellulaire des cellules hotes, mais aussi dans la mort de celles-ci (Choi et al. 2008;
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Gaddy, Tomaras, et Actis 2009). En effet pour cela, OmpA interagit avec la fibronectine
présente a la membrane de la cellule hote, et permet ainsi a la bactérie d’étre internalisée
dans la cellule hote (Smani et al. 2014; Choi et al. 2005; 2008). A. baumannii va ensuite migrer
au niveau de la mitochondrie et induire, notamment grace a la protéine OmpA, une sécrétion
de cytochrome C dans le cytosol qui va conduire a I'apoptose de la cellule hote (Choi et al.
2005). La bactérie peut étre aussi internalisée dans le noyau de la cellule hote, ou elle va
induire la dégradation du I’ADN dans un premier temps puis I'apoptose de la cellule hote (Choi
et al. 2005; 2008). Les OMVs contenant la protéine OmpA peuvent également induire

I'apoptose de ces cellules en suivant les mécanismes précédemment cités (Tiku et al. 2021).

2. Les exopolysaccharides de surface
Le exopolysaccharides de surface (LOS et PSC) sont synthétisés dans le cytoplasme puis

exportés vers la membrane externe par une machinerie protéique qui leur est propre.

a. Lelipooligosaccharide (LOS)
La voie de biosynthése du LOS est illustrée dans la Figure 3. Le lipide A du LOS est synthétisé
dans le cytoplasme grace de la cascade de signalisation de Raetz, a la suite de laquelle il est
ancré a la membrane interne sur sa face cytoplasmique (Sabnis et al. 2021; Powers et Trent
2018). Puis, le coeur saccharidique est ajouté par les glycosyltransférases formant ainsi le LOS.
Ce dernier est ensuite transloqué sur le versant périplasmique de la membrane interne par la
translocase MsbA, puis le LOS est exporté vers la membrane externe par le complexe

protéique LptABCDEFG.
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Figure 3. Schéma de la voie de biosynthese du lipooligasaccharide (LOS) — Adapté de Powers and
Trent 2018, Créé avec Servier Medical Art

Le LOS d’A. baumannii joue un role important dans la virulence in vivo. Grace a son lipide A
le LOS induit une réponse immunitaire pro-inflammatoire importante pour I'évolution de
I'infection lorsqu’il est reconnu par les récepteurs Toll-Like Receptors (TLRs) TLR4 exprimés par
les cellules hotes immunitaires (Moffatt et al. 2013; L. Lin et al. 2012). Cette réponse
inflammatoire peut étre importante pour la clairance bactérienne, mais si elle n'est pas
régulée, elle peut entrainer une production excessive de cytokines pro-inflammatoires
conduisant a un choc septique (Moffatt et al. 2013). Il a été montré, a I'aide d’un modele murin
de bactériémie, que la virulence d’A. baumannii est médiée par la perte du LOS au cours de la
croissance bactérienne (L. Lin et al. 2012). Chez des souris C3H et C57BL/6, la virulence de

différentes souches cliniques d’A. baumanniiisolées a partir de divers échantillons biologiques
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(sang, expectoration, lavage broncho-alvéolaire, aspiration endotrachéale, blessure) a été
corrélée a leur capacité a excréter des LOS dans le surnageant de culture. Les souches d’A.
baumannii les plus virulentes entrainaient une réponse pro-inflammatoire non régulée et
donc un choc septique chez les souris sauvages, alors que les souris n’exprimant pas de TLR4

étaient protégées contre l'infection létale.

Il a été également montré que le LOS participe a la résistance au peptide antimicrobien LL-37,
un composant du sérum humain produit par les neutrophiles et diverses cellules épithéliales
(Moffatt et al. 2013). Le LL-37 présente une grande affinité pour le LOS et se lie aux
membranes bactériennes par une interaction électrostatique. Dans cette étude in vitro, il a
été montré que la souche de laboratoire sauvage d’A. baumannii (exprimant le LOS), survivait

a de plus fortes concentrations en LL-37 que la souche déficiente en LOS.

Le LOS est également impliqué dans la résistance aux antibiotiques, notamment a la classe des
polymyxines (Lesho et al. 2013; Beceiro et al. 2011; Trebosc et al. 2019; Moffatt et al. 2010).

Ce mécanisme sera décrit plus en détail dans le Chapitre 2.

b. Les exopolysaccharides capsulaires (PSC)
Les bactéries du genre Acinetobacter peuvent produire une capsule extracellulaire qui
constitue une couche de protection contre les menaces extérieures, telles que la destruction

par le complément (Russo et al. 2010).

Chez A. baumannii, tous les genes impliqués dans la synthése de la capsule sont regroupés au
niveau du locus K (Singh, Adams, et Brown 2019; Hu et al. 2020). Comme illustré sur la Figure
4, les PSC sont synthétisés au niveau de la membrane interne sur son versant cytoplasmique
par la transférase initiatrice ItrA et des glycosyltransférases spécifiques Gtr. Ces enzymes
assemblent une molécule d’'udécaprényl-pyrophosphate (Und-P) avec 4 a 6 sucres pour
former une courte chaine appelée 'unité K (Singh, Adams, et Brown 2019). Cette unité K est
ensuite transférée sur le versant périplasmique de la membrane interne par la translocase
Wzx. L'enzyme Wzy polymérise 'unité K en transférant la chaine polysaccharidique en
croissance du transporteur Und-P a I'unité K suivante. Une fois le PSC synthétisé, il est exporté

vers la membrane externe par le complexe protéique Wza/Wzb/Wzc.
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Les PSC permettent a A. baumannii d’échapper au systéme immunitaire de son hote (Tipton
et al. 2018; Hu et al. 2020). En effet, il a été démontré que lorsque les genes régulant la
formation de la capsule (itrA et wzc) sont non fonctionnels, les mutants non encapsulés
étaient rapidement éliminés par le sérum in vitro. Cela été également observé ex vivo et in
vivo dans un modéle murin de bactériémie avec des souches d’A. baumannii (Geisinger et

Isberg 2015).
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Figure 4. Schéma de la voie de biosynthéese des polysaccharides capsulaire (PSC) — Adapté de Singh,
Adams, and Brown 2019, Créé avec Servier Medical Art

De plus, Tipton et al. ont également démontré grace a une expérience de mutagenése sur le
géne wzc avec souches produisant plus ou moins des PSC, que la capsule jouait un réle
important dans la résistance a la dessiccation, mais aussi aux désinfectants utilisés dans les
milieux hospitaliers tels que le chlorure de benzalkonium, chlorure de benzéthonium et la

gluconate de chlorhexidine (Tipton et al. 2018).
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3. Le quorum sensing, un mode de communication entre les bactéries
Le quorum sensing est le mode de communication utilisé par toutes les bactéries (Subhadra
et al. 2016; Bulitta et al. 2009; 2010). Le quorum sensing leur permet de réguler leur densité
de population, mais aussi de s’adapter a I’environnement. Pour cela, les bactéries sécretent
dans le milieu extracellulaire des petites molécules, diffusibles appelée des auto-inducteurs
(Subhadra et al. 2016). Le quorum sensing repose principalement sur la densité cellulaire
puisqu’il faut atteindre une concentration seuil en auto-inducteurs, et donc une densité
bactérienne importante, pour qu’une communication de cellule a cellule soit établie. Il existe
une corrélation spécifique entre le systeme quorum sensing et la production de facteurs de
virulence, la motilité, le transfert de matériel génétique (plasmide), et la formation de
biofilms (Subhadra et al. 2016). Par exemple, chez P. aeruginosa, que la production de facteurs
de virulence induisant des dommages tissulaires chez I’hote, tels que les protéases ou les

hémolysines, est régulée par des molécules du quorum sensing (Whitehead et al. 2001).

Les auto-inducteurs se lient spécifiquement a des senseurs exercant la fonction de facteurs
transcriptionnels, qui vont entrainer une modification de I'expression de genes codant pour
diverses protéines dans I'ensemble de la population. Les BGN dont les bactéries du genre
Acinetobacter, produisent majoritaires des auto-inducteurs de la famille des N-acyl-
homosérine lactones (AHLs), mais elles peuvent aussi produire des quinolones et des
dikétopipérazines (Holden, Swift, et Williams 2000). Les AHLs sont petites molécules lipidiques
neutres composées d'un cycle homo-sérine lactone et d’une chaine acyle. Les Acinetobacter
ssp. produisent jusqu'a cing molécules de signal différentes, qui sont détectées en plus grande
abondance durant la phase stationnaire de croissance (Gonzdalez, Nusblat, et Nudel 2001).
Cependant, la sécrétion d’auto-inducteurs, n’est pas corrélée a la virulence des souches

d’Acinetobacter ssp. (Gonzalez et al. 2009).

Chez A. baumannii, le quorum sensing est médié par un systeme a double composante
homologue au systéme Luxl/LuxR typique des BGN tels que P. aeruginosa et E. coli, le systéeme
Abal/AbaR (Figure 5). Ce systéme comprend une protéine senseur, Abal qui fonctionne
comme auto-inducteur synthase (c’est-a-dire qui active la synthése de I'auto-inducteur), et
AbaR qui fonctionne comme protéine réceptrice pour les AHL induisant une cascade de
signalisation. Ainsi, comme illustré sur la Figure 5, lorsque la concentration seuil en AHL dans

le milieu extracellulaire est atteinte, les AHL vont diffuser a I'intérieur de la bactérie et se fixer
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a la protéine intracellulaire AbaR. Le complexe AHL/AbaR va ensuite induire la transcription
du gene codant pour la protéine Abal qui a terme va catalyser la synthese d’AHLs qui vont
diffuser ou étre exportés vers le milieu extracellulaire, selon la longueur de la chaine acyle (Irie
et Parsek 2008; Niu et al. 2008). Les AHLs dont la chaine acyle est courtes (4-8 atomes de
carbone) vont diffuser a travers la membrane vers I'extérieur de la bactérie et celles dont la
chaine acyle est longue (10-14 atomes de carbone) sont transportées par un systéme d’efflux
(Irie et Parsek 2008). Le complexe AHL/AbaR va également entrainer la modification de
I'expression de génes codant pour diverses protéines, comme ceux participant a la
maturation du biofilm bactérien (Niu et al. 2008; Anbazhagan et al. 2012; Subhadra et al.
2016). En effet, il a été montré a I'aide de souches d’A. baumannii mutantes pour le géne abal,
gu’en cas d’altération du systeme du quorum sensing les derniéres étapes de la formation de
biofilms était altérées. Ces souches mutantes pour abal ont été ensuite mises en culture avec
des AHLs extraits du surnageant de culture d’'une souche sauvage ; il en résulte que le

phénotype sauvage, a savoir la formation d’un biofilm mature, était restauré.
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Figure 5. Schéma du mécanisme du quorum sensing chez A. baumannii — Créé avec bioRender.com

Chapitre 1 : Acinetobacter baumannii, un pathogéne qui pose problemes 37



4. Laformation de biofilms adhérents biotiques et abiotiques
A. baumannii peut vivre a I'état planctonique, mais peut aussi former des biofilms bactériens
adhérents sur des surfaces biotiques comme les plaies. Ce mode de vie pourrait aussi étre a
I'origine des transmissions croisées observées via I’environnement hospitalier, tel que les lits
des patients, les rideaux des chambres hospitaliéres, le matériel souillé (oxymétre de pouls,
les électrodes, masques a oxygene, etc.) et les mains du personnel soignant ont été observées

(Das et al. 2002; Aygiin et al. 2002; Bernards et al. 1998).

Les biofilms adhérents se forment en plusieurs étapes comme illustré sur la Figure 6. Au cours
de I'adhésion initiale, les bactéries planctoniques vont s’attacher entre elles et se fixer aux
surfaces. On parle alors de bactéries sessiles. Puis durant le développement précoce du
biofilm, les bactéries se multiplient et synthétisent une matrice extracellulaire composée de
sucres tels que le PNAG, des protéines et d’ADN. L'organisation des bactéries au sein du
biofilm est rendue possible par la matrice extracellulaire qui lui confére une stabilité. Cette
matrice constitue une interface d’échange entre les bactéries et I'’environnement. Elle joue
ainsi le role de barriére contre les agressions extérieures, telles que les antibiotiques, mais
aussi de source nutritive en eau et nutriments. A I'issue du développement d’une structure
tridimensionnelle, on parle de biofilms matures. Ils sont composés d’une population
bactérienne hétérogéne : onyretrouve des bactéries sessiles et, au niveau basal, des bactéries
dormantes dont la croissance est faible. Les bactéries évoluent et interagissent par des
relations compétitives et synergiques, notamment grace aux molécules du quorum sensing.
De plus, la forte proximité entre les bactéries favorise I’échange d’éléments génétiques
(plasmides, fragments d’ADN, genes de résistances). Enfin, une dispersion du biofilm a lieu
par détachement de mini-agrégats pouvant ainsi coloniser d’autres surfaces (A. Smith 2005;

« Biofilms bactériens et santé » 2020).

Le mode de vie sous la forme de biofilms bactériens contribue a la survie et a la propagation
d’A. baumannii dans les milieux hospitaliers (Chapartegui-Gonzalez et al. 2018). En effet,
Chapartegui-Gonzalez et al. ont montré qu’A. baumannii peut survire longtemps (jusqu’au
moins 60 j) sur des surfaces séches telles que le verre, le plastique ou encore des blouses en
coton. De plus, ils ont démontré qu’A. baumannii avait la capacité de résister relativement
bien a la dessiccation et donc a la carence nutritive puisqu’en moyenne, la cultivabilité d'A.

baumannii a été réduite de 46,66%, 40,40%, 71,78%, et 11,94% en condition de carence sur
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du plastique, du verre, sur tissus des blouses, et en solution saline, respectivement. La capacité
a former des biofilms d’A. baumannii, donc sa virulence, ne sont pas impactées par une longue

période de carence nutritive et de dessiccation (Chapartegui-Gonzalez et al. 2018).
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Figure 6. Formation d'un biofilm bactérien (Adapté de (“Biofilms bactériens et santé” 2020)

lll. Résistances aux antibiotiques
Au cours de ces derniéres années, une augmentation des souches Acinetobacter spp.
multirésistantes aux antibiotiques a été observée en Europe, comme illustrée par la Figure
7, mais aussi a I’échelle mondiale. Selon le European Centre for Disease Prevention and
Control (ECDC), en France, le pourcentage de souches isolées d’Acinetobacter spp. résistantes
a la fois aux aminosides, fluoroquinolones et carbapénémes a augmenté de 4,5% entre 2012
(4%) et 2019 (8,5%) (« Data from the ECDC Surveillance Atlas - Antimicrobial Resistance »
s. d.). Toutefois, une grande différence de sensibilité aux antibiotiques est observée entre les
bactéries Acinetobacter spp, avec A. baumannii I’espéce la plus résistante aux antibiotiques

(Seifert et al. 1993).
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Figure 7. Pourcentage d'isolats d'Acinetobacter spp. résistants aux fluoroquinolones,
aminosides et carbapénémes) dans les pays européens en 2012 (a gauche) et en 2019 (a droite)

— Adapté des données de 'ECDC

A. baumannii posséde des mécanismes de résistance naturels aux antibiotiques, mais aussi
des mécanismes de résistance acquis. Grace a sa plasticité génomique, cet agent pathogéne
integre facilement des éléments génétiques dans son génome qui lui permettent de
développer des résistances a plusieurs classes d’antibiotiques et ce méme en cours de

traitement (D. Wong et al. 2017; Jordi Vila, Marti, et Sdnchez-Céspedes 2007).

Ainsi, A. baumannii possede un flot de résistance, nommé AbaR, qui peut contenir jusqu’a
45 genes de résistance selon la souche d’A. baumannii considérée (D. Wong et al. 2017; Leal
et al. 2020). Cet flot est composé d’éléments génétiques mobiles tels que les transposons, les
intégrons, les séquences d’insertion (IS) et les plasmides (Adams et al. 2008; Blackwell,
Hamidian, et Hall 2016). Ces éléments sont des portions d’ADN qui ont la capacité de se
transférer d’un endroit a un autre du génome bactérien (Pagano, Martins, et Barth 2016). Ils
peuvent étre aussi transmis d’une bactérie a I'autre par transfert horizontal inter- et intra-
espece. Ces transpositions sont considérées comme |'une des principales causes des

réarrangements de I'ADN bactérien (Pagano, Martins, et Barth 2016).
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Depuis la fin des années 70, A. baumannii est devenue résistante aux B-lactamines, aux
tétracyclines, aux aminosides, aux sulfamides et aux polymyxines. Tous les mécanismes de
résistance aux antibiotiques ayant été identifiés chez A. baumannii sont résumés dans le
Tableau 4. Toutefois comme mentionné dans l'introduction, la résistance aux carbapénémes
chez A. baumannii constitue aujourd’hui un défi thérapeutique du fait de I'augmentation du
nombre de souches résistantes aux carbapénemes, comme illustrée sur la Figure 8. Ainsi, seuls
les mécanismes de résistances aux RB-lactamines (classe a laquelle appartiennent les

carbapénémes) seront détaillés dans le paragraphe suivant.
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Figure 8. Pourcentage d'isolats d'Acinetobacter spp. résistants aux carbapénéemes dans les pays
européens en 2012 (a gauche) et en 2019 (a droite) — Adapté des données de 'ECDC
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Tableau 4. Mécanismes de résistances aux antibiotiques d'A. baumannii — Adapté de (Garnacho-Montero et Timsit 2019; Peleg, Seifert, et

Paterson 2008; Geisinger et Isberg 2015)

Classes d’antibiotiques

Mécanismes de résistances

Enzymes impliquées

B-lactamines

Expression de R-lactamases

Céphalosporinases (AmpC), R-lactamase a spectre
étendu (VEB, PER, TEM, CTX-M et SHV),
Carbapénemases (OXA-58, OXA-28, OXA-23, OXA-51),
Métallo-B-lactamases (IMP, SPM, VIM, NDM, SIM, KHM,
GIM, AIM)

Réduction de I'expression de protéines membranaires
OMPs

CarO, OMPs de 22-, 33- a 37-, 44-, 47- kDa, HMP-AB,
Porine homologue de OprD et OmpW

Expression de pompes d’efflux non spécifiques

AdeABC

Mutation des protéines liant les pénicillines

Protéines liant les pénicillines mutées

Aminosides

Expression d’enzymes de modification d’aminosides

Acétyltransférases,
Phosphotransférases

Nucléotidyltransférases,

Méthylation de I’ARN ribosomal 16S

Expression de pompes d’efflux non spécifiques

AdeABC et AdeM

Fluoroquinolones

Modification du site de fixation des fluoroquinolones
par mutations chromosomiques

GyrA et/ou ParC

Expression de pompes non spécifiques d’efflux

AdeABC, AdeM
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Phénicolés

Expression de pompes d’efflux spécifiques

CmlA

Production de la capsule

Macrolides Production de la capsule
Cyclines Expression de pompes d’efflux spécifiques Tet (A) et Tet(B)
Protection ribosomale Tet(M)
Expression de pompe d’efflux non spécifiques AdeABC
Polymyxines Altération du lipide A (composant du LOS) Mutations génétiques dans le systeme a double

composante PmrA-PmarB

Perte du LOS

Mutations génétiques au sein des genes participant a la
synthése du LOS (/pxA, IpxC et/ou IpxD)
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Mécanismes de résistances aux B-lactamines
De multiples mécanismes fonctionnant souvent conjointement, tels que les porines, les
pompes d’efflux et les B-lactamases, rendent A. baumannii naturellement résistant a certains
antibiotiques de la classe des R-lactamines (Germdan Bou et al. 2000; Fernandez-Cuenca et al.
2003; Quale et al. 2003). En effet, par rapport aux autres BGN, comme P. aeruginosa et E. coli,
la membrane externe d’A. baumannii est peu perméable (< 5%), car A. baumannii exprime
peu de porines. A. baumannii exprime aussi des pompes d’efflux constitutives au niveau de sa
membrane externe qui la rendent naturellement résistante a certaines R-lactamines (Jordi
Vila, Marti, et Sdnchez-Céspedes 2007). A. baumannii posséde aussi des mécanismes de
résistance enzymatiques tels les B-lactamases. Le mécanisme le plus répandu de résistance
aux B-lactamines chez A. baumannii est I'expression de B-lactamases (Ferndndez-Cuenca et
al. 2003). Toutefois, une modification des cibles de B-lactamines, les protéines liant les
pénicillines (PLPs), et la surexpression de pompes d’efflux, mais aussi une modification des
porines ou de leur expression ont été également identifiés comme participant a la résistance

aux B-lactamines chez A. baumannii (Alkasaby et El Sayed Zaki 2017).

1. Les porines
Chez les bactéries a Gram négatif, les porines peuvent participer a la résistance aux
antibiotiques selon des mécanismes différents (Figure 9). En effet, la résistance aux

antibiotiques via les porines peut étre due a :

- Une diminution de la synthése la porine sauvage
- Expression d’une porine dont le canal est plus étroit
- La synthese de sous-unités mutées ne reconnaissant plus le substrat de la

porine sauvage (non mutée)
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Figure 9. Schéma des mécanismes de résistance aux antibiotiques grace aux porines —

Adapté de (Pages, James, et Winterhalter 2008), Créé avec Servier Medical Art

Chez A. baumannii, |a résistance via les porines se fait par une synthése réduite des porines

qui se traduit par une faible expression des porines a la membrane (Catel-Ferreira et al. 2012).

La porine principalement retrouvée chez A. baumannii est la protéine OmpA (Gribun et al.
2003a; Sugawara et Nikaido 2012). Cette porine oligomérique permet une diffusion plus lente
(par rapport aux porines monomériques) des RB-lactamines chargées négativement a
I'intérieur de la bactérie (Nitzan, Deutsch, et Pechatnikov 2002; Sugawara et Nikaido 2012). Il
a été montré qu’OmpA participe ainsi a la résistance naturelle d’A. baumannii a I'aztréonam,
la colistine, 'imipénéme, la gentamicine et au triméthoprime en maintenant l'intégrité de la
membrane externe chez A. baumannii (Kwon et al. 2017). Pour cela, Know et son équipe ont
réalisé des mesures de concentrations minimales inhibitrices (CMI) de plusieurs antibiotiques
avec des souches mutantes pour le géne codant la protéine OmpA et une souche sauvage
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comme contréle (Kwon et al. 2017). Les mutations testées conduisaient soit a une perte totale
de la protéine OmpA, soit a I'expression d’'une OmpA tronquée a niveau de la partie C-
terminale interagissant avec le peptidoglycane situé dans le périplasme. La souche sauvage et
les souches mutantes totales pour OmpA présentaient la méme sensibilité a tous les
antibiotiques testés, alors que la souche présentant une protéine tronquée a vu les CMI
diminuer d’un facteur 2 pour les antibiotiques précédemment cités confirmant le réle clé de
la protéine OmpA dans la résistance naturelle aux antibiotiques chez A. baumannii. De plus,
OmpA en régulant la formation des OMVs, elle participe également a la transmission des
genes de résistance aux carbapénéemes entre différentes souches d’A. baumannii (Agarwal et
al. 2019). Les OMVs permettent également de siphonner les antibiotiques, tels que les R-
lactamines, présents dans le milieu extracellulaire grace aux R-lactamases, carbapénamases

et pompes d’efflux qu’elles contiennent (Agarwal et al. 2019; Jun et al. 2013).

Les OMPs de 22, 33 a 37, 43, 44, 47 kDa, carbapenem-associated OMP (CarQO), OmpW et la
porine homologue de OprD de P. aeruginosa ont été également identifiées comme participant
a la résistance aux RB-lactamines, tels que I'imipenéme, le méropénéme, pais aussi a I'acide
clavulanique, le céfépime chez des couches cliniques d’A. baumannii (Quale et al. 2003;

German Bou et al. 2000; Clark 1996; Dupont et al. 2005; Siroy et al. 2006).

2. Les pompes d’efflux
Les pompes d’efflux permettent I'expulsion hors de la bactérie des antibiotiques ayant
pénétré dans la bactérie. Certaines sont localisées sur la membrane interne bactérienne, les
antibiotiques pris en charge par ces pompes d’efflux sont alors expulsés hors la bactérie grace
a une protéine membranaire Omp (Figure 10). C'est le cas des pompes d’efflux de la amille
des ATB binding cassette (ABC), la famille des major facilitator superfamily (MFS), la famille
des small multidrug resistance (SMR), la famille des multidrug and toxic compound extrusion
(MATE) et la famille des proteobacterial antimicrobial compound efflux (PACE) (Blanco et al.
2016). Les pompes d’efflux ABC utilisent les molécules d’ATP comme source d’énergie pour
permettre le passage la membrane interne. Les pompes d’efflux des familles MFS, SMR, MATE
et PACE, fonctionnent selon le méme procédé avec comme source d’énergie des protons
transportés dans le sens inverse du gradient. La famille des resistance-nodulation-division

(RND) constitue la 65™¢ famille des pompes d’efflux pouvant étre retrouvées chez les bactéries
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(Figure 10). Les pompes d’efflux de type RND sont constituées d’antiports de protons qui
permettent I’expulsion des antibiotiques directement hors de la bactérie (Blanco et al. 2016).
Les pompes d’efflux MFS, ABC, SMR et MATE sont largement répandues chez les BGN et BGP,
alors que les pompes d’efflux RND et PACE sont exclusivement retrouvées chez les BGN

(Blanco et al. 2016; Hassan et al. 2018).

Les pompes d’efflux qui ont été identifiées chez A. baumannii appartiennent aux familles des
MFS, RND ABC et MATE, et sont résumées dans le Tableau 5 (Jordi Vila, Marti, et Sdnchez-
Céspedes 2007; Okada et al. 2017). Seule la pompe d’efflux AdeABC de la famille des RND a
été identifiées comme impliquée dans la résistance au B-lactamines chez une souche clinque
d’A. baumannii isolée chez un patient présentant une infection urinaire (Magnet, Courvalin,

et Lambert 2001).
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Figure 10. Schéma des différentes familles de pompes d'efflux — Adapté de (Blanco et al. 2016),
Créé avec Servier Medical Art
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Tableau 5. Pompes d'efflux ayant été décrites chez A. baumannii — Adapaté (Jordi Vila,

Marti, et Sdnchez-Céspedes 2007; Okada et al. 2017)

Nom Famille Actives contre

Tet (A) MFS Tétracycline

Tet(B) MFS Tétracycline et Minocycline

CmlA MFS Chloramphénicol

AdeABC RND Aminosides, R-lactamines, Chloramphénicol,

Erythromycine, Classe des tétracyclines et des
fluoroquinolones

AbeM MATE Norfloxacine, Ofloxacine, Ciprofloxacine et
Gentamicine

MacB ABC Macrolides

3. Les B-lactamases
Les B-lactamases sont des enzymes d’inactivation qui permettent aux bactéries de dégrader
les R-lactamines. Il existe différents types de R-lactamases: les pénicillinases, les
céphalosporinases, les R-lactamases a spectre étendu (BLSE) et les carbapénémases (Annexe
1). Seules les céphalosporinases, les R-lactamases a spectre étendu (BLSE) et les
carbapénémases ont été identifiées chez A. baumannii. Ces enzymes sont codées par divers

éléments génétiques mobiles.

a. Les céphalosporinases
Les céphalosporines, aussi appelées Acinetobacter-derived cephalosporinases (ADCs) sont
produits par les souches d’A. baumannii possédant le ggne ampC (G. Bou et Martinez-Beltran
2000; Hujer et al. 2005; LIU et LIU 2015). Ce gene est tres répandu chez A. baumannii : par
exemple sur 134 souches cliniques collectées dans différents hopitaux d’une région chinoise,
72% d’entre elles possédaient le gene ampC (LIU et LIU 2015). Tout comme chez P. aeruginosa
ou E. coli, ce gene n’est pas inductible chez A. baumannii car exprimé de facon constitutive
(German Bou et al. 2000; Héritier, Poirel, et Nordmann 2006; P. N. A. Harris et Ferguson 2012).
En effet, chez A. baumanniile gene ampC est placé sous le controle d’'une séquence d’insertion
(IS) appelée ISAbal qui permet, via un promoteur fort, une surexpression de ce géne et donc
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une résistance a large spectre aux céphalosporines (Corvec et al. 2003; Ruiz et al. 2007;
Héritier, Poirel, et Nordmann 2006; Segal, Nelson, et Elisha 2004). Il est a noter que le
céfépime et les carbapénémes ne sont pas dégradés par les céphalosporinases (Hujer et al.

2005).

b. Les B-lactamases a spectre étendu (BLSE)

D’autres génes ont été identifiés chez A. baumannii codant pour des BLSE, tels que les génes
Vietnamese extended-spectrum-f3-lactamase (VEB), Poirel Esthel Ronco (PER), Temoneria
(TEM), Cefotaxime-Munchen (CTX-M) et Sulphydry! variable (SHV). Ces BLSE ont été identifiées
comme participant a la résistance aux pénicillines et aux céphalosporines de 3¢ génération
chez des souches cliniques isolées dans divers pays (par ex : en France, en Roumanie ou en
Argentine) (Carbonne et al. 2005; Naas et al. 2006; Pasteran et al. 2006; Laurent Poirel et al.
2003; Naas, Nordmann, et Heidt 2007; L. Poirel et al. 1999; Vahaboglu et al. 1997; Yong et al.
2003; Endimiani et al. 2007; Naiemi et al. 2005; Z. Huang et al. 2004; Celenza et al. 2006;
Nagano et al. 2004; J. Vila et al. 1993; Danes et al. 2002).

c. Les oxacillinases
Les carbapénémases les plus communes et largement répandues dans le monde chez les
souches d’A. baumannii sont les oxacillinases (OXA) 23, 24, 51 et 58 (C.-R. Lee et al. 2017). Par
exemple, I'oxacillinase OXA-23, isolée pour la premiere fois en 1985 au Royaume-Uni a partir
d’une souche clinique d’A. baumannii provenant d’une hémoculture, a été identifiée comme
participant a la résistance a I'imipénéme, a la pénicilline et aux céphalosporines de 1"
génération (Paton et al. 1993). Le géne blaOXA-23 codant pour cette carbapénémase a été
ensuite largement disséminé dans le monde, et la fréquence de souches possédant ce gene a
largement augmenté depuis. Par exemple, en 2016 au Liban, sur les 119 des souches cliniques
d’A. baumannii isolées, 76,5% d’entre elles possédaient le géne blaOXA-23 (Al Atrouni et al.

2016).
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d. Les Métallo-B-lactamases (MBL)
La résistance aux carbapénémes causée par les métallo-R-lactamases (MBL) est considérée
comme plus grave que les autres mécanismes de résistance, car les MBL peuvent hydrolyser

presque tous les B-lactamines, a I'exception des monobactames (Fallah et al. 2014).

De plus, les genes codant pour les MBL, étant codés par des intégrons ou des plasmides,
peuvent se disséminer facilement d’une bactérie a I'autre. Les MBL ayant été identifiées chez
A. baumannii sont les imipénémases (IMP), les Sdo Paulo metallo-f3-lactamases (SPM), les
Verona intregon-encoded metallo-f3-lactamases (VIM), les New Delhi metallo-f3-lactamase
(NDM), les Seoul imipenemases (SIM), Kyorin Unniversity Hospial imipenemase (KHM), les

German imipenemases (GIM) et les Australian imipenemases (AIM) (Fallah et al. 2014).

Depuis leur découverte, les souches produisant ces enzymes se sont disséminées dans le
monde entier. Par exemple, la premiéere B-lactamase de type VIM a été découverte dans les
années 1990 en lItalie, et depuis on compte au moins 33 allotypes décrit et identifiées dans

différentes régions du globe (Fallah et al. 2014).

Les souches exprimant des MBL de type NDM sont résistantes a presque toutes les classes
d’antibiotiques (fluoroquinolones, aminoside, B-lactamines (surtout les carbapénémes)), mais
sont sensibles aux polymyxines et parfois aux tétracyclines. Le géne codant pour I'enzyme
NDM-1 a été détecté sur différents plasmides de grande taille, facilement transférables entre
bactéries. Les souches produisant cette enzyme constituent donc une menace sérieuse pour
la santé publique a I'’échelle mondiale a cause de leur multirésitance. Cette R-lactamase a été
identifiée pour la premiére fois chez une souche de P. aeruginosa et une autre d’E. coli
prélevées chez un patient suédois aprés son admission dans un hopital a New Delhi. Ce gene
a été ensuite identifié chez d’autres souches cliniques en France, au Canada, en Suede, en

Australie, en Afrique, etc... (Fallah et al. 2014)

IV. Traitements des infections a A. baumannii
Il n'existe pas d’études visant a développer des antibiotiques spécifiquement pour A.
baumannii (Theuretzbacher et al. 2019). Ainsi, les stratégies thérapeutiques sont limitées et
les traitements sont administrés aux patients de fagon empirique (D. Wong et al. 2017).
Cependant, malgré le peu de recommandations, pour faciliter la compréhension des
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traitements utilisés en clinique dans le cas d’infections a A. baumannii, un arbre de décision
concernant la démarche thérapeutique (Figure 11) a été réalisé en se basant sur les recherches

bibliographiques.
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Figure 11. Arbre de décision de la démarche thérapeutique face aux infections dues a A. baumannii

Face aux infections causées par A. baumannii le traitement de premiére intention est une
antibiothérapie aux carbapénemes (D. Wong et al. 2017). Le méropénéme est I'antibiotique
de cette classe le plus adéquat, car cette molécule est peu affine avec certaines oxacillinases.
De plus, sa stabilité en perfusion prolongée ainsi que sa plus faible toxicité en font un meilleur
candidat que l'imipénéme (Queenan et Bush 2007). Cette stratégie est particulierement
efficace dans le cas d’infections causées par des souches sensibles (CMI < 2 mg/L) ou
intermédiaires (2 < CMI < 8mg/L). En effet, 'index PK/PD utilisé pour les R-lactamines est le
temps pendant lequel les concentrations plasmatiques sont supérieures a la CMI (T>cwi). Ainsi,
lorsque la CMI des souches cliniques est élevée (> 8 mg/L), cela diminue la probabilité
d’atteindre I'index PK/PD nécessaire avec une posologie usuelle de 1 g toutes les 8 h. Pour
pallier ce probleme, Lomaestro et Drusano ont proposé |'utilisation d’une perfusion prolongée

de 2 g toutes les 8 h (Lomaestro et Drusano 2005). Ainsi, face aux infections causées par des
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souches d’A. baumannii résistantes aux carbapénémes (CRAB), c’est-a-dire présentant une la

CMI supérieure a 32 mg/L, I'utilisation d’autres classes d’antibiotiques est nécessaire.

Deux antibiotiques de la classe des cyclines peuvent étre utilisés pour les infections causées
par des CRAB. Dans un premier temps, la tigécycline est souvent utilisée (D. Wong et al. 2017).
Elle est administrée par voie intraveineuse avec une dose initiale a 100 mg, suivie de doses
répétées de 50 mg toutes les 12 h. Or, les concentrations plasmatiques de la tigécycline sont
trés basses (Cmax <0.87 mg/L) en raison d’un volume de distribution important (7-10 L/kg)
(Meagher et al. 2005). Dans une étude de cohorte, il a été montré les traitements des
infections a la tigécycline conduisent a une plus faible survie des patients est due a une
incapacité a éradiquer l'infection pulmonaire et conduit donc au développement d’'une
infection plus virulente (Chuang et al. 2014). Ainsi en cas de résistance a la tigécycline, la
minocycline peut étre utilisée comme alternative. Une étude in vitro a montré que la
minocycline était la cycline la plus active contre A. baumannii. En mesurant la CMI de
différents antibiotiques dont la minocycline des contre souches cliniques d’A. baumannii
provenant de différentes régions du monde (Etats-Unis d’Amérique, Europe, Amérique du
sud, Asie, et région méditranéenne) il a été montré que 81,6% de ces souches étaient
multirésistantes mais présentaient une sensibilité a la minocycline (CMI < 4mg/L selon le

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)) (Flamm et al. 2016).

Le sulbactam combiné a I'ampicilline est une alternative aux tétracyclines utilisé uniquement
aux Etats-Unis d’Amérique (Betrosian et al. 2007). Le sulbactam est un inhibiteur des
pénicillinases qui peut également avoir un effet antibactérien direct sur certains pathogénes
tels qu’A. baumannii (Penwell et al. 2015). En effet, Penwell et al. ont testé I'efficacité du
sulbactam, et il en résulte que méme sans ampicilline, le sulbactam avait une activité
bactéricide sur certaines des souches cliniques d’A. baumannii testée, avec des CMI allant de
0,5 a plus de 64 mg/L ; alors que la combinaison ampicilline/sulbactam (avec un ratio de 2:1)
était deux fois moins active (Penwell et al. 2015). Le sulbactam exerce son effet bactéricidie
selon un mode d’action similaire a celui des -lactamines, puisqu’il se fixe aux PLP1 et PLP3
(Penwell et al. 2015). Toutefois, des résistances au sulbactam commencent a émerger
(« Surveillance of Antimicrobial Resistance in Europe 2018 » 2019; Jones et al. 2014). En effet,

une résistance accrue au sulbactam est associée a des mutations du gene plp3, tandis qu’une
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faible résistance a cette molécule est due a des mutation des genes de la synthése de la paroi

bactérienne et de la réponse au stress.

Les fluoroquinolones, comme la ciprofloxacine, la Iévofloxacine et I’acide nalidixique, peuvent
étre également utilisées pour les traitements des infections a A. baumannii (Warner et al.
2016). Cependant, des résistances ont été tres rapidement observées. Des mutations
spontanées au sein des genes gyrA, gyrB et/ou parC rendent les souches d’A. baumannii
fortement résistantes a la ciprofloxacine et a I'acide nalidixique (Liu et al. 2012). Ces génes
(gyrA, gyrB et parC) codent respectivement pour les sous-unités A et B de I’ADN gyrase et la
sous-unité C de la toposisomérase IV qui sont des éléments essentiels a la réplication et la
transcription de I’ADN et donc a la survie d’A. baumannii. Les fluroquinolones formant un
complexe ternaire avec I’ADN et la protéine GyrA ou ParC, bloquent ainsi la transcription ou
la réplication. A la suite des mutations des geénes gyrA, gyrB et parC, les protéines
néosynthétisées sont modifiées et les fluoroquinolones ne peuvent plus les reconnaitre (Liu
et al. 2012; Ardebili et al. 2015). Les pompes d’efflux AdeABC, AdeM ont été également
identifiées dans la résistance aux fluoroquinolones chez A. baumannii (Park et al. 2011)(Park

et al. 2011).

Les aminosides, comme la gentamicine et la tobramycine, sont aussi 'un des traitements
utilisés comme alternative aux tétracyclines (Akers et al. 2010). Toutefois, des résistances
médiées par des enzymes de modification des aminosides, telles que les acétyltransférases,
nucléotidyltransférases, et les phosphotransférases, mais aussi par des pompes d’efflux
AdeABC, AdeM et la méthylation de I’ARN ribosomale 16S ont été observées (Akers et al. 2010;

Magnet, Courvalin, et Lambert 2001).

Ainsi, compte tenu des limites de la plupart des antibiothérapies, les polymixines sont de plus
en plus utilisés dans de nombreuses régions du monde comme traitement de dernier recours

pour faire face aux infections causées par des souches multirésistantes d’A. baumannii.
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Chapitre 2 : La polymyxine B, un traitement de dernier recours

I. Structure chimique
Les polymyxines font partie de la famille des antibiotiques polypeptidiques. Ces antibiotiques
sont des molécules cycliques amphipatiques grace leur acyle gras, relié par un tripeptide a
une boucle intramoléculaire cyclique composée de 7 acides aminés (Figure 12). lls se
différencient entre eux par leur acyle gras et les acides aminés en position 3, 6, 7 et 10 (Figure
12). Les résidus d’acide L-a,y-diaminobutyrique (L-Dab) leur conferent une charge globale

positive.
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Figure 12. Structure des polymyxines classe des polypeptides

Les antibiotiques de cette classe les plus couramment utilisés en clinique sont la colistine
(CST), ou polymyxine E, et la polymyxine B (PMB). Ces deux antibiotiques se different entre
eux par lI'acide aminé en position 6. La D-phénylalanine retrouvée dans la PMB est remplacée

par une D-Leucine dans la CST (Tableau 6).
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Tableau 6. Composition chimique de la polymyxine B et de la colistine

Groupements
Polymyxines o
Acyle Gras Position 3 | Position 6 | Position 7 :(c;smon
B1 (S)-6- L-Dab D-Phe L-Leu L-Thr
methyloctanoyl
Polymyxine B
B2 6-methylheptanoyl | L-Dab D-Phe L-Leu L-Thr
El (S)-6- L-Dab D-Leu L-Leu L-Thr
methyloctanoyl
Colistine
E2 6-methylheptanoyl | L-Dab D-Leu L-Leu L-Thr

Note : L-Dab = Acide L-a,y-diaminobutyrique, D-Phe = D-Phénylalanine, D-Leu = D-Leucine, L-Leu = L-

Leucine et L-Thr = L-Thréonine

Par ailleurs, la PMB, comme la CST, est commercialisée sous la forme d’un mélange de

plusieurs composants (PMB B1, B2, B3 et B1-l), les formes B1 et B2 étant majoritaires,

représentant respectivement 48% et 22% de la PMB commercialisée (Orwa et al. 2002) (Figure

13).
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Figure 13. Structures chimiques des polymyxines B1 (en haut) et B2 (en bas)

Il. Mode d’action de la polymyxine B
Etant donné leurs similarités structurelles, la CST et la PMB ont un spectre antimicrobien
commun. Ces molécules sont inefficaces contre les BGP, seules les BGN du genre Neisseria,
Proteus, Serratia, Providencia, Brucella et Edwardsiella y sont non sensibles (Cai, Lee, et Kwa
2015; Olaitan, Morand, et Rolain 2014; Collége national de pharmacologie médicale et Société
francaise de pharmacologie et de thérapeutique 2018). Elles ont un effet bactéricide contre la
majorité des pathogénes Gram négatifs couramment responsables d’infections nosocomiales,

tels que P. aeruginosa, K. pneumoniae, E. coli et A. baumannii (Sabnis et al. 2021).

La PMB interagit majoritairement avec le lipide A du LOS, mais elle peut aussi se fixer sur les
phospholipides de la membrane externe. Le lipede A et les phospholipides étant chargés
négativement, la PMB se lie a eux par une liaison électrostatique (Figure 14). Cette liaison
provoque le déplacement d’ions divalents (Ca%* et Mg?*) présents au niveau des groupements
phosphates des lipides membranaires reliant les molécules de LOS. La queue hydrophobe et
les groupements D-Phe et L-Leu (en position 6 et 7) de la PMB peuvent alors s’insérer au
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niveau des chaines d’acyle gras du lipide A et ainsi perturber leur tassement. Les LOS vont
alors se détacher de la surface de la membrane externe et I'introduction de la PMB dans le
feuillet externe conduit a la formation de pores dans celui-ci. La PMB peut alors pénétrer dans

le périplasme (J. Li, Nation, et Kaye 2019).

Une fois au niveau périplasmique, la PMB peut induire une lyse cellulaire en se fixant aux LOS
situés sur le versant périplasmique de la membrane interne qui attendent d’étre transportés
vers la membrane externe par le complexe protéique LptABCDEFG (Figure 14) (Sabnis et al.
2021). La PMB, une fois fixée, peut insérer sa queue lipidique dans la membrane interne et
créer, tout comme dans la membrane externe, des pores. Une fuite du contenu cellulaire est
alors observée (Figure 14) (Deris et al. 2014; Sabnis et al. 2021). Deris et son équipe ont
également démontré que la PMB pouvait induire une mort cellulaire en inhibant de fagon non

compétitive 'enzyme NDH-2 de la chaine respiratoire (Figure 14) (Deris et al. 2014).
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Figure 14. Mode d'action de la polymyxine B sur les bactéries a Gram négatif — Adapté (Deris et al. 2014;

Sabnis et al. 2021), Créé avec Servier Medeical Art
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lll. Utilisations en clinique

A. Préparation et administration de la polymyxine B
Contrairement a la CST, qui est administrée sous la forme d’un promédicament inactif, le
colistine méthanesulfonate (CMS), la PMB est administrée sous sa forme active, le sulfate de

PMB.

La CST (sous forme de CMS) est utilisée en Europe, Australie, Afrique du Sud et au Japon, alors
que la PMB n’est utilisée qu’aux Etats-Unis d’Amérique, au Brésil, en Malaisie et a Singapour.
En effet, lors de réapparition des polymyxines, le CMS a été préféré a la PMB en raison d’une
hypothétique slreté du CMS en termes de toxicité. La PMB est principalement utilisée pour
une voie intraveineuse (Falagas et al. 2021), mais elle peut étre administrée par voie
intramusculaire, intraveineuse, inhalée, intratrachéale, et topique (par exemple : solution

ophtalmique, solution otique, solution d’irrigation, pommade ou poudre) (A. Kwa et al. 2007).

B. PK/PD de la polymyxine B

1. Pharmacocinétique de la polymyxine B
Malgré le peu d’études cliniques disponibles sur la pharmacocinétique (PK) de la PMB, il a été
démontré a I'aide d’une étude chez des patients adultes (> 16 ans) présentant des infections
(brdlures, infections des tissus mous, infection urinaire ou bactériémie) a BGN
multirésistantes (A. baumannii et P. aeruginosa), que la PMB B1 (composant majoritaire) a un
volume de distribution de 47,2 L proche du volume d’eau totale de I'organisme et une demi-
vie (t1/2) de 13,6 h (A. L. H. Kwa et al. 2008). Une autre étude, menée par Zavaski et al. a permis
de montrer que la concentration maximale (Cmax) de la PMB était atteinte a la fin de la
perfusion. De plus, il a démontré que la PMB était une molécule fortement liée aux protéines
plasmatiques, puisque 78,5 a 92,4 % de la dose administrée était fixée (Zavascki et al. 2008).
Chez les patients présentant une infection aigué, la fixation protéique peut étre plus
importante en raison de la fixation de la PMB a I'a-glycoprotéine 1, un marqueur typique de
la phase aigué de I'inflammation qui est plus fortement exprimé a ce stade de l'infection (Azad
et al. 2012; Zavascki et al. 2008). La faible variation de la clairance totale de la PMB (0,27-0,81
mL /min/kg) chez les 8 patients placées en soins intensifs et présentant une PAVM a P.

aeruginosa ou A. baumannii de I'étude ayant des fonctions rénales tres différentes, indique
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gue la PMB est éliminée majoritairement par voies non rénales (Zavascki et al. 2008). Une
seconde étude a confirmé ces résultats, et a montré qu’une faible proportion de la PMB

(4,04%) est excrétée sous forme inchangée dans les urines (Sandri et al. 2013).

Ainsi, la PMB étant administrée directement sous une forme active, a une PK est plus simple
que celle de la CST, comme illustrée sur laFigure 15. En effet, en raison de la lente conversion
du CMS en CST, la Cmax plasmatique de la colistine est décalée dans le temps par rapport a
celle du CMS. Plachouras et al. ont montré que le Cmax plasmatique de la CST est atteinte
seulement 7 h aprés le début de la perfusion de CMS (Plachouras et al. 2009). De plus, chez
les patients dont la fonction rénale est normale (Clairance de la créatinine (Cle) = 80-120
mL/min), seuls 30% de la dose de CMS administrée est convertie en CST, et 64% du CMS
inchangé sont excrétés dans les urines. La CST est majoritairement éliminée par des voies non
rénales (Couet et al. 2011; Garonzik et al. 2011). La rapide clairance rénale du CMS en lien
avec une faible vitesse de conversion du CMS en CST, implique que le CMS est excrété de
maniére importante par voie rénale avant d'étre transformée en CST (2/3 de la dose) (Couet
et al. 2011). Cependant, contrairement a la PMB, la fonction rénale impacte la PK de CMS et
par conséquent celle de la CST. Chez les patients dont les fonctions rénales sont altérées (Clcr
< 80 L/min), la clairance du CMS par voie rénale diminue ayant pour conséquence une
augmentation des concentrations en CST, puisqu’une plus grande proportion de CMS peut

étre convertie en CST chez ces patients (Garonzik et al. 2011).
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Figure 15. Schéma de la pharmacocinétique de la PMB (en haut) et du CMS (en bas) in vivo apres
administration par voie intraveineuse. Les rectangles grisés représentent les compartiments in vivo. Les
fleches blanches représentent les étapes majoritaires. Les fleches noires en pointillés représentent les
étapes minoritaires — Traduit de (Cai, Lee, and Kwa 2015)

2. Pharmacodynamie de la polymyxine B
Quelle que soit I'étude considérée, la CST et la PMB montre un effet bactéricide rapide
concentration dépendant lors d’étude d’efficacité in vitro de time-kill curves (TKC) (cf Chapitre
3 : De multiples méthodes d’évaluation de |'efficacité des antibiotigues) ou in vivo dans des
modeéles animaux infectieux a P. aeruginosa, A. baumannii et K. pneumoniae (Y.-W. Lin et al.
2018; Bulitta et al. 2010; Tam et al. 2005). Toutefois, in vitro lorsque les souches d’A.
baumannii et K. pneumoniae étaient sensibles (CMI < 2 mg/L), une rapide décroissance suivie
d’une repousse a 6h était observée ; ce phénomene de repousse étant souvent attribué a une
hétérorésistance (J. Lin et al. 2019; Hermes et al. 2013; Cheong et al. 2019; Genteluci et al.

2020), qui est définie comme la présence d’une petite sous-population bactérienne résistante
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alors que la souche a été identifiée comme étant sensible a un antibiotique (Genteluci et al.

2020).

Comme de nombreux antibiotiques cationiques, les polymyxines sont moins actives sur les
biofilms bactériens que sur les bactéries planctoniques (Lima et al. 2019; Peng, Lin, et Ling
2020). Lors d’une étude in vitro, I'efficacité de combinaisons d’antibiotiques comprenant de
la PMB avec des antibiotiques (rifampicine et azithromycine) ayant pour effet d’inhiber la
formation de biofilms a été testée sur la formation de biofilms de 9 souches cliniques
multirésistantes d’A. baumannii. Ces souches ont été isolées a partir de divers échantillons
cliniques (expectoration, aspiration endotrachéale ou liquide de lavage respiratoire) prélevés
chez des patients issus des services de soins intensifs, de gériatrie, de médecine interne et
d'urgence. Il en résulte que seules les combinaisons rifampicine/polymyxine B et
azithromycine/polymyxine B étaient synergiques, alors que la PMB seule n’avait aucun effet.

Ce qui montre que la PMB pénetre difficilement au sein des biofilms (Peng, Lin, et Ling 2020).

3. Indications de la polymyxine B
Tout comme la CST, la PMB est utilisée pour les traitements d’infections causées par des
bactéries Gram négatif multirésistantes. Cependant, lorsque les deux polymyxines sont
disponibles, en raison de leur PK différente, il est recommandé d’utiliser la PMB dans le cas
d’infections invasives par voie intraveineuse ; la CST est plutét indiquée pour le traitement

d’infections urinaires inférieures.

Ces antibiotiques étant toxiques, les doses prescrites aux patients sont limitées. La
néphrotoxicité et neurotoxicité sont les toxicités les plus importantes ayant été décrites avec
les polymyxines. D'autres effets indésirables moins fréquents ont été également observés. En
effet, une douleur lors de I'injection intramusculaire, des réactions d'hypersensibilité médiées
par I'histamine (urticaire, prurit, fievre médicamenteuse), ou encore le développement de

bronchospasmes lors de I'administration par aérosol ont été décrits (Tsuji et al. 2019).
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IV. Mécanismes de résistance aux polymyxines B chez A. baumannii
Certaines souches d’A. baumannii ont été identifiées comme étant résistantes aux
polymyxines (Lopez-Rojas et al. 2011; Moffatt et al. 2010; 2011; Trebosc et al. 2019; Cafiso et
al. 2019; Lesho et al. 2013). L'apparition de mutants résistants peut étre observée en cours de
traitement (Lopez-Rojas et al. 2011; Cafiso et al. 2019). Par exemple, une souche d’A.
baumannii résistante a la CST a été isolée a partir du liquide céphalo-rachidien d’un patient
atteint d’'une méninge a A. baumannii 9 j apres le début du traitement, cette souche étant
isogénique de la souche sensible identifiée avant la mise en place du traitement (Lopez-Rojas

et al. 2011).

Deux mécanismes ont été décrits chez A. baumannii comme étant impliqués dans I'adaptation
des bactéries aux polymyxines. Certaines souches vont modifier le lipide A du LOS, et d’autres
vont arréter la synthése du lipide A et donc du LOS (Trebosc et al. 2019; Beceiro et al. 2011;
Lesho et al. 2013; Adams et al. 2009; Moffatt et al. 2010).

A. Modification du lipide A du lipooligosaccharide

1. Ajout d’un groupement PEtN médié par le systeme PmrA-PmrB
Chez A. baumannii, le lipide A peut étre modifié par I'ajout d’un groupement phospho-
éthanolamine (PEtN) via le systeme a double composante PmrA-PmrB (Figure 16) Sans
antibiotique, en réponse a une faible concentration de Mg?*, PmrB, une kinase senseur
localisée au niveau de la membrane interne, phosphoryle le régulateur de transcription PmrA
(Beceiro et al. 2011). Ensuite, PmrA phosphorylée active la transcription de I'opéron pmrCAB
et active ainsi I'expression du gene pmrC qui code pour une PetN transférase (Trebosc et al.
2019). Cette PEtN transférase, une fois synthétisée, est adressée a la membrane interne, ou
elle ajoute un groupement PEtN au lipide A du LOS situé sur le versant périplasmique de la
membrane interne avant son exportation vers la membrane externe. Ce groupement PEtN

neutralise alors la charge nette du lipide A (Beceiro et al. 2011; Trebosc et al. 2019).
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En présence de PMB, des mécanismes similaires sont observés. En effet, des mutations au
sein du géne pmrB sont produites conduisant a une activation constitutive de la kinase PmrB,
et donc a une surexpression des génes pmrA et pmrC (Figure 17) (Trebosc et al. 2019; Beceiro
et al. 2011). Adam et al., ont également montré qu’une surexpression de pmrC pouvait étre
également causée par des mutations au sein du géne pmrA (Figure 18). La surexpression de
I’'opéron pmrCAB est alors constitutive (Adams et al. 2009). Le groupement PetN neutralisant
les charges négatives des groupes phosphates du lipide A, il empéche alors la PMB

d’interagir avec le lipide A du LOS.
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2. Ajout d’un groupement PEtN médié par une protéine homologue de PmrC, EptA
Un mécanisme alternatif a la surexpression de pmrC a été décrit chez certaines souches d’A.
baumannii cliniques résistantes a la PMB isolées a partir de brilures, prélevements urinaires
et pulmonaires (Lesho et al. 2013). Ce mécanisme alternatif est régulé par la phospho-
éthanolamine transférase EptA (Figure 19). En effet, Trebosc et al., ont montré que, chez
certaines souches cliniques résistantes a la PMB, l'intégration de la séquence d’insertion (IS)
ISAbal en amont de toute isoforme du gene eptA (codant pour la phospho-éthanolamine
transférase EptA), induisant une surexpression de celui-ci, est nécessaire a |'obtention du

phénotype de résistance (Trebosc et al. 2019; Lesho et al. 2013).
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B. Perte du lipooligosaccharide

b Polymyxines

t du géne

En réponse a la pression de sélection exercée par les polymyxines, une perte du LOS peut étre

observée en lien avec des mutations ou des délétions dans I'un des génes IpxA, IpxC et/ou

IpxD qui codent pour les enzymes catalysant les trois premiéres étapes de la voie de

biosynthése du lipide A (Figure 20) (Moffatt et al. 2010). Seule I'activité de ces enzymes est

modifiée, car les modifications génétiques se trouvent dans des régions codantes pour les

sites enzymatiques des protéines LpxACD (Moffatt et al. 2010). Ainsi sans lipide A, le LOS ne

peut pas étre produit et n’est donc plus exprimé a la membrane externe. Ainsi la PMB

de site de fixation pour exercer son effet bactéricide.
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Chapitre 3 : De multiples méthodes d’évaluation de I'efficacité des

antibiotiques

L’étude de l'efficacité des antibiotiques permet d’optimiser leur utilisation, mais aussi de
prévenir 'apparition de résistance et ainsi de préserver le panel de molécules a notre
disposition. Ainsi, des études pharmacocinétique/pharmacodynamiques (PK/PD) constituent
un outil essentiel pour atteindre cet objectif. Pour cela, I'évolution des concentrations des
antibiotiques au cours du temps aprés leur administration permettant de définir leur
pharmacocinétique (PK) est étudiée soit chez le patient, soit in vivo a I'aide de modeles
animaux. L’étude de la relation entre la concentration et I'effet de I'antibiotique permet de
définir la pharmacodynamie (PD) des antibiotiques. La combinaison de la PK et de la PD

(PK/PD), permet d’étudier I'effet des antibiotiques au cours du temps (Figure 21).

Pharcodynamie
Concentration vs Temps Effet vs Concentration

Concentration (Log)
Effetl

Temps Concentration (Log)

PK/PD
Effet vs Temps

(\

| T

Effat

Temps

Figure 21. Schéma représentant la pharmacocinétique (PK), la pharmacodynamie (PD) et la
pharmacocinétique/pharmacodynamie (PK/PD) — D’aprés (Derendorf and Meibohm 1999),

Créé avec bioRender.com
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Plusieurs méthodes, allant de I'in silico a I'in vivo, sont utilisées pour étudier la PK/PD des
antibiotiques. Les avantages et inconvénients de certaines de ces méthodes d’évaluation des

antibiotiques seront abordés dans ce chapitre.

I. Méthodes d’étude in vitro
La pharmacodynamie des antibiotiques, peut étre étudiée in vitro par la détermination de la
concentration minimale inhibitrice (CMI) des antibiotiques, ou par la réalisation de courbes
de bactéricidie aussi appelées time-kill curves (TKC) que I’on pourrait qualifiées de méthode

longitudinale.

A. La mesure de concentration minimale inhibitrice (CMI)
La CMI est une technique qui permet d’évaluer la sensibilité des bactéries aux antibiotiques.
Cette concentration est déterminée a I'aide de différentes méthodes, telles que les dilutions
sériées par macrodilution, les dilutions sériées par microdilution ou encore la diffusion en
gélose. Toutefois, seules les deux dernieres sont le plus souvent utilisées (E. I. Nielsen et
Friberg 2013), avec 71% et 26% (avec 3% pour les E-test et 23% pour les diffusion en géloses
avec disques) des résultats Pubmed (Figure 22) et sont les seules a étre standardisées par les
instances européennes (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST)) et américaines (Clinical and laboratory standars institute (CLSI)) (« EUCAST: MIC

determination » s. d.; « MO07: Dilution AST for Aerobically Grown Bacteria - CLSI » s. d.).

M Dilutions sériées par microdilution H Dilutions sériées par macrodilution

m Diffusion en gélose avec E-test m Diffusion en gélose avec disque

Figure 22. Pourcentages des résultats pour chaque méthode sur PubMed
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Pour les méthodes de diffusion en gélose, une gélose est inoculée avec une suspension
bactérienne a 0,5 McFarland (correspondant a 1 x 102 UCF/mL) et I'antibiotique diffuse a
partir d'un disque ou d'une bande imprégnés dans la gélose (« EUCAST: MIC determination »
s.d.). Le E-test et I'antibiogramme sont des exemples de méthodes de diffusion en gélose.
Pour la réalisation d’un E-test, une bande imprégnée d'un gradient exponentiel d'antibiotique
est utilisée, alors que pour les antibiogrammes, ce sont des disques imprégnés d’une solution
antibiotique a une concentration donnée. Cependant, les antibiogrammes ne donnent qu’une
estimation de la sensibilité des bactéries. En effet, a I'issue de la période d’incubation (18 £ 2
h)a 35+ 1°C, lamesure du diamétre de la zone d’inhibition formée autour du disque imprégné
d’antibiotiques permet de définir si la bactérie est sensible ou résistante a I'antibiotique,

comme illustré sur la Figure 23.

Disque d'antibitoique
Zone d'ihibition de croissance

Croissance des bactéries

Figure 23. Schéma de la lecture d'un antibiogramme — Crée avec bioRender.com

De méme, la CMI avec la méthode du E-test est déterminée a I'ceil aprés 18 + 2 h d’incubation
a 35 + 1°C. La CMI correspond a la plus faible concentration, indiquée I’échelle de lecture de
la bande du E-test a laquelle aucune croissance visible n’est observée, comme illustré sur la

Figure 24.
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Figure 24. Mesure de la CMI par méthode diffusion en gélose (E-test)

Le E-test et les antibiogrammes sont des techniques plus simples que la technique de dilutions
sériées, mais leur utilisation est limitée aux antibiotiques fournis par le fabricant des bandes

et disques (E. I. Nielsen et Friberg 2013).

Pour la méthode de dilution sériée par microdilution, la bactérie, a un inoculum initial a 5 x
10° UFC/mL, est mise en contact avec une gamme de concentrations croissantes
d’antibiotiques obtenues par dilutions géométriques au demi en série, dans du milieu de
culture liquide. La CMI est déterminée a I'ceil apres une période d’incubation de 18 +2 h a 35
1 1°C. La CMI correspond a la plus faible concentration a laquelle aucune croissance visible

n’est observée, comme illustré dans la Figure 25.
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Figure 25. Mesure de la CMI par méthode de dilutions sériées. Les tubes dans lesquels une
turbidité est observée (+), correspondent a une croissance bactérienne visible a I'ceil nu. La CMI est
la plus faible concentration pour laquelle aucune turbidité (-) n’est observée apres 18h d’incubation

a 35°C. — Créé avec Servier Medical Art

Cependant, bien que peu couteuse et simple, la méthode de la CMI permet d’évaluer
uniquement un effet moyen des antibiotiques sur la croissance bactérienne induite aprés 18
h d’incubation, c’est-a-dire aprés un temps d’incubation fixe. De plus, I'approche par dilution
au demi et l'inspection visuelle induisent une erreur non négligeable pouvant aller jusqu'a 2
fois la CMI réelle (E. I. Nielsen et Friberg 2013). La CMI est donc une valeur seuil grossiére et
monodimensionnelle qui néglige I'erreur de mesure et tout changement dynamique de la
croissance et de la sensibilité au cours de la période étudiée. Par conséquent, la CMI n’apparait
pas étre le parametre pharmacodynamique (PD) le plus adéquat pour caractériser I'effet des
antibiotiques au cours du temps. Cette relation est plutot déterminée par I'intermédiaire de

courbes de bactéricidie.
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B. Les courbes de bactéricidie ou time-kill curves (TKC)
Les courbes de bactéricidie ou time-kill curves (TKC) sont réalisées par dénombrement des
bactéries viables au cours du temps. Contrairement a la CMI, aucune méthode standardisée
n’a été définie pour la réalisation des TKC, ainsi une grande variété de montages et/ou de
protocoles expérimentaux a été décrite dans la littérature au cours des dernieres décennies
(E. I. Nielsen et Friberg 2013). Selon I'objectif de I'étude, les TKC peuvent étre réalisées en
présence de concentrations en antibiotique constantes (TKC statiques) (Lallemand et al. 2021;
Baltch et al. 2011; Aranzana-Climent et al. 2020)ou avec des concentrations en antibitiques
variant au cours du temps (TKC dynamiques) (Keil et Wiedemann 1995; White et al. 1987;
Nolting et al. 1996; Léwdin et al. 1996; Srivastava et al. 2015; 2016; Louie et al. 2012; Pichereau
et al. 2012; Alexia Chauzy et al. 2019), mais aussi en présence de cellules immunitaires
(Lallemand et al. 2021; Srivastava et al. 2015; 2016), de bactéries sous forme planctonique
(Aranzana-Climent et al. 2020; A. Chauzy et al. 2020) ou de biofilms, ou encore en présence
de structures particulieres comme des organoides (Srivastava et al. 2016). Les TKC statiques
sont autant utilisés que les TKC dynamiques (47% contre 53% des résultats sur PudMed pour
chague méthode, respectivement). Ces différents systémes expérimentaux permettent
d’étudier I'effet des antibiotiques, I’évolution des populations bactériennes, I’émergence de
résistance au cours du temps, les interactions entre les différentes parties du systéeme

expérimental ou encore la potentielle toxicité des antibiotiques.

1. Time-kill curves statiques
Un systéme "statique" désigne un systeme dans lequel la concentration en antibiotiques ne
varie pas au cours du temps. Ces systemes sont généralement constitués par des tubes ou
des flasques contenant les bactéries, du milieu de culture liquide et des antibiotiques. Il est a
noter que dans ces systemes dits « statiques » les concentrations efficaces en antibiotiques

peuvent toutefois varier en raison :

- D’une dégradation de I'antibiotique par des enzymes bactériennes comme les R-

lactamases, macrolides estérases ou d’époxidases (Wright 2005)
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- D’une modification de [I'antibiotique par des enzymes bactériennes rendant
I'antibiotique inefficace comme les acyltransférases, phosphotransférases,
thioltransférases, etc... (Wright 2005)

- D’uneinstabilité de I'antibiotique a 37°C comme pour la céfoxitine par exemple (Mehta

et al. 2019)

Grace a leur simplicité, ces systémes permettent de réaliser un grand nombre
d’expérimentations avec une large gamme de concentrations, mais aussi de tester les
antibiotiques en monothérapie (Alexia Chauzy et al. 2020) ou en combinaison (Aranzana-
Climent et al. 2020). Quelques TKC statiques tripartites, c’est-a-dire des TKC comprenant des
cellules immunitaires, comme des macrophages, des bactéries comme S. aureus (Lallemand
et al. 2021) ou des champignons tels que Candida glabrata (Baltch et al. 2011) et des
antibiotiques ou antifongiques ont été également décrites. Ces TKC tripartites permettent
d’étudier I'effet des antibiotiques dans des conditions qui se rapprochent davantage de la
physiopathologie des infections liées aux soins, mais aussi d’étudier I'interaction entre les

cellules immunitaires et les agents pathogenes.

Quel que soit le protocole expérimental de TKC statiques utilisé, plusieurs types de profils de
courbes de bactéricidie obtenues aprés comptage des bactéries viables peuvent étre observés
(Figure 26). Le premier profil (obtenu avec la concentration A) montre que la concentration
en antibiotique n’est pas suffisante pour empécher la croissance bactérienne. Le second profil
type (obtenu avec les concentrations B et C) montre une bactéricide initiale suivie d'une
repousse pouvant étre due a une hétérorésistance, au développement d’une résistance
adaptative, ou a I'association des deux types de résistance. Enfin, un dernier type de profil
(obtenu avec les concentrations D et E) montrant une bactéricidie sans repousse peut étre
également observé.

L'hétérorésistance est caractérisée par la présence d’une sous-population bactérienne
capable de se multiplier sur une gélose contenant de I'antibiotique en début de TKC. De
méme, la résistance adaptative peut étre observée en cours d’expérimentation par des
dénombrements sur géloses contenant de I’antibiotique. Dans une étude in vitro utilisant des
TKC statiques contre une souche clinique d’A. baumannii résistante a la PMB, il a été observé
que les concentrations de minocycline < 4 mg/L entrainaient une repousse caractérisée par

une amplification des bactéries résistantes a 30 heures, alors qu’aucune hétérorésistance
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n’avait été observée. En présence de concentrations en PMB <8 mg/L, la repousse observée

était due a une hétérorésistance et une résistance adaptative (Aranzana-Climent et al. 2020).

= Controle
Concentration A
Concentration B
Concentration C

Logio UFC/mL

== Concentration D
= Concentration E

Avec s A<B<C<D<E

Temps (heures)

Figure 26. Schéma des profils typiques des courbes de bactéricidie — Créé
avec bioRender.com

2. Time-kill curves dynamiques
A contrario, si le systéme expérimental permet de faire varier la concentration en antibiotique
au cours du temps, on parle d’un systéme « dynamique ». Ces systémes sont plus complexes
gue les systémes statiques, mais ils ont I'avantage de permettre de simuler la PK observée
chez les patients ou dans les modéles animaux in vivo. Les systémes dynamiques sont divisés
en deux types : (i) les systémes basés sur la dilution ou (ii) les systemes basés sur la diffusion

ou la dialyse.

a. Systémes dynamiques basés sur la dilution
Les systemes basés sur la dilution permettent de faire varier les concentrations en
antibiotiques par ajout continu ou graduel de milieu du culture liquide frais sans antibiotique
dans un unique compartiment central contenant les bactéries et les antibiotiques.
L'inconvénient de ce systeme est qu’une perte et une dilution bactérienne peuvent étre

observées au cours de I'expérimentation (Keil et Wiedemann 1995; White et al. 1987). Ainsi,
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I’'ajout d’un réservoir annexe ou le surplus de volume sera éliminé permet d’éviter une dilution
des bactéries ; et I'ajout d’un filtre ou d’'une membrane a la sortie du compartiment central
vers ce compartiment annexe permet d’éviter la perte bactérienne (Nolting et al. 1996;

Lowdin et al. 1996) (Figure 27).

Port pour les

/ prélévements
[

Réservoir de e Réservoir
milieu frais des déchets

Compartiment
central

Figure 27. Schéma d'un systéme dynamique basé sur la dilution - D'aprés (Rose 2016)

b. Systémes dynamiques basés sur la diffusion ou la dialyse
Les systémes basés sur la diffusion ou la dialyse sont composés de deux compartiments : un
compartiment central et un compartiment périphérique, tous deux séparés par une
membrane semi-perméable. Les systemes basés sur la diffusion ou la dialyse sont

couramment appelés des hollow-fibers (Figure 28).
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Figure 28. Schéma d'un systéme dynamique "hollow-fibers" basé sur la dialyse — D’apres

Réservoir de
milieu frais

(Drusano et al. 2011)

Tout comme dans les systémes basés sur la dilution, les concentrations en antibiotiques du
compartiment central sont diminuées par I'ajout de milieu de culture liquide frais de facon
continue, et le surplus de milieu est éliminé dans un compartiment annexe afin de maintenir
un volume constant. L'antibiotique se trouvant dans le compartiment central diffuse a travers
des fibres creuses semi-perméables dans le compartiment périphérique contenant les
bactéries. Ainsi, le milieu dans le compartiment périphérique est continuellement renouvelé
par diffusion (depuis le compartiment central), tout en permettant a I'antibiotique d’interagir
avec les bactéries. Les bactéries, quant a elles, sont emprisonnées dans le compartiment

périphérique et ne peuvent pas traverser les fibres.

Pour se rapprocher de la physiopathologie de certaines infections, quelques équipes ont
complexifié le systéeme des hollow-fibers. Certains ont introduit dans le compartiment
périphérique des cellules immunitaires, commes les macrophages, préalablement infectées
par bactéries telles que Mycobacterium kansasii (Srivastava et al. 2015). D’autres, pour
reproduire la dissémination pédiatrique de la tuberculose, ont placé dans le compartiment
périphérique des macrophages infectés par des bactéries Mycobacterium tuberculosis. Pour
étudier I’hépatotoxicité potentiellement engendrée par le traitement antituberculeux, un 3¢

compartiment contenant une culture d’organoides de foie en 3D emprisonnés dans des billes
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d’alginate a été ajouté entre le compartiment central et le compartiment périphérique comme

illustré sur la Figure 29 (Srivastava et al. 2016).
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Figure 29. Schéma du montage expérimental de Srivastava et al. 2016

D’autres ont utilisé les hollow-fibers pour étudier, en plus de la bactéricidie des antibiotiques,
I’effet des antibiotiques sur la sécrétion de protéines bactériennes, telles que des toxines et
facteurs de virulence. En effet, les bactéries se situant dans I'espace extra-capillaire, celui-ci
contient également les molécules sécrétées par celles-ci (Figure 30). Ainsi, I'effet de la
ciprofloxacine et du linézolide sur la production d’une toxine par Bacillus anthracis (Louie et
al. 2012), ou encore l'effet de la clindamycine, du linézolide, de la minocycline et de la
vancomycine sur la production d’une toxine par S. aureus ont été étudié (Pichereau et al.
2012). Par exemple, il a été montré qu’apres 72 h, la clindamycine, le linézolide, et la
minocycline diminuaient la production de la toxine PVL par S. aureus d’au moins un facteur 3 ;

la vancomycine, n’ayant aucun effet (Pichereau et al. 2012).
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Figure 30. Schéma d'une coupe transversale d'une cartouche d'hollow-fibers - D’apres (Rose 2016)

De plus, contrairement aux TKC statiques, dont la durée varie entre 24 h et 30 h (S. M. Nielsen
et al. 2016; Aranzana-Climent et al. 2020; Alexia Chauzy et al. 2020), les hollow-fibers pouvant
durer jusqu’ a 28 j (Srivastava et al. 2016) permettent d’étudier les phénomeénes de résistance
survenant au-dela des 30 h d’expérimentation (Drusano et al. 2021). Par exemple,
I’émergence de résistance chez une souche P. aeruginosa n’exprimant pas la B-lactamase
Pseudomonas-derived cephalosporinase (PDC) en présence de différents schémas
posologiques de I'association ceftazidime/avibactam a été étudiée avec des hollow-fibers sur
une durée de 10 j (Drusano et al. 2021). Ainsi, une population de résistante a été observée a
partir de 2 j d’expérimentation lorsque les concentrations d’avibactam étaient compris entre
1 et 3 mg/L (en perfusion continue) avec une dose de 2 g de ceftazidime toutes les 8 h, en
perfusion de 2 h. Entre 2 j et 4 j d’expérimentation, la population sensible est a été réduite au
profit de la population résistante. Au bout des 4 j d’expérimentation, la population

bactérienne était composée uniquement par la population résistante.

Cependant, méme si les hollow-fibres permettent de reproduire certaines conditions
physiopathologiques et de mimer la PK des antibiotiques observées en clinique ou lors

d’études in vivo, ils présentent deux inconvénients majeurs. Le premier est une possibilité de
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contamination plus importante que les TKC statiques en raison de la complexité du montage,
de la méthode des prélévements bactériens qui se font, contrairement aux TKC statiques, dans
des conditions non stériles (hors poste de sécurité microbiologique), mais aussi de la longue
durée de I'expérimentation. De plus, les hollow-fibres constituent une méthode dont le colit
est nettement plus élevé que les TKC statiques en lien avec une grande quantité de milieu de
culture et de solutions d’antibiotique utilisées, mais aussi avec la cartouche de dialyse

commerciale a usage unique, généralement utilisée, dont le colt serait d’environ 500€.

Il. Méthodes d’étude in vivo
Bien que les modéles animaux soient moins flexibles que les systemes in vitro, les études in

vivo permettent une plus grande souplesse que les études cliniques, car elles permettent
d’étudier plusieurs aspects de la physiopathologie des infections bactériennes comme la
virulence, la relation hoéte-pathogéne, la pharmacodynamie et pharmacocinétique des
antibiotiques (Marra 2012). Dans le cas d’A. baumannii, différents modéles animaux

infectieux, non mammiféres et mammiféres, ont été décrits (D. Wong et al. 2017).

A. Modeles animaux infectieux alternatifs a A. baumannii
Des modeéles non mammiféres comme les nématodes Caenorhabditis elegans (Proulx et al.
2020; Espinal et al. 2019), les larves de la fausse teigne Galleria mellonella, ou encore les
embryons de poissons-zebres Danio rerio peuvent étre utilisés comme alternatives aux
modéles murins pour I’étude des interactions hotes-pathogeénes et des facteurs de virulence

de bactéries pathogénes comme A. baumannii (Marra 2012).

Par rapport aux modeles vertébrés, les nématodes C. elegans et les larves de G. mellonella,
étant donné leur faible colt, permettent des expérimentations avec un plus grand nombre
d’animaux, d’autant plus que contrairement aux modéles animaux vertébrés (comme les
poissons-zeébres D. rerio et les mammiféres), ils nécessitent aucune approbation éthique

(Mannix-Fisher et McLean 2021; « Animaux utilisés a des fins scientifiques » s. d.).

Le ver rond C. elegans grace a la simplicité de son organisme, sa transparence et de sa facilité
de culture font de lui le modele animal le plus simple pour I'étude des interactions hote-
pathogene (Dey, Park, et Kang 2020). Son systéme immunitaire est composé uniquement d’un
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systeme immunitaire innée, faisant de lui un modeéle animal invertébré idéal pour étudier les
réponses initiales de I'h6te contre les agents pathogenes (Dey, Park, et Kang 2020; Apfeld et
Alper 2018). C. elegans peut étre aussi utilisé pour les études de criblage des facteurs de

virulence (Espinal et al. 2019).

Les larves de G. mellonella, sont faciles a manipuler et nécessitent aucun équipement
spécialisé pour leur entretien. De plus, elles peuvent survivre a des températures adaptées a
la recherche d'agents pathogenes humains (25-37°C) (Mannix-Fisher et McLean 2021). Leur
simple systeme immunitaire permet de mimer le systeme immunitaire inné des mammiferes
(Hernandez et al. 2019). En effet, la virulence bactérienne chez G. mellonella a été montrée
comme étant corrélée a la virulence observée chez la souris, ainsi que dans les macrophages.
Ainsi, les larves de G. mellonella constituent aussi une bonne alternative en tant que modele
animal invertébré pour les études de la relation hote-pathogene et de virulence. Elles peuvent
étre aussi utilisé pour un criblage d’antibiotiques (Mannix-Fisher et McLean 2021; Hernandez

et al. 2019).

Le poisson-zeébre D. rerio est un poisson tropical d'eau douce dont le systeme immunitaire est
remarquablement similaire a celui des humains, avec des voies de réponse immunitaire innées
et adaptatives élaborées (Bhuiyan et al. 2016). A I'état d’embryon, c’est-a-dire jusqu’a 3
semaines post-fertilisation, son systéeme immunitaire est similaire au systéme immunitaire
inné humain. A ce stade, il est composé des composants solubles (les opsonines, les cytokines,
les chimiokines et le complément), mais aussi du répertoire cellulaire inné des cellules
présentatrices d'antigénes et phagocytaires. Au-dela de cette période, son systéme
immunitaire adaptatif est fonctionnel. Ainsi, les embryons de poissons-zébres D. rerio sont un
modele animal vertébré idéal pour I'étude de la réponse immune innée de I’hote (Bhuiyan et

al. 2016).

B. Modeéles animaux mammaliens a A. baumannii
Les modeéles animaux mammaliens, tels que les rongeurs (souris, rats et cochons d’Inde) et
les lagomorphes (lapins) permettent d’étudier la réponse immunitaire ou encore la virulence
dans un organisme plus complexe que ceux précédemment cités. lls sont couramment utilisés

pour étudier I'efficacité des antibiotiques in vivo. La pharmacodynamie des antibiotiques est
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généralement étudiée en dénombrant les bactéries viables présentes dans les tissus et fluides.
Ces données PD peuvent étre couplées a la pharmacocinétique plasmatique et/ou tissulaire
des antibiotiques. Les modéles animaux permettent d’identifier les schémas posologiques
permettant d’atteindre les cibles désirées selon la classe des antibiotiques. Pour cela des
index PK/PD permettant de relier les paramétres PK des antibiotiques a la pharmacodynamie
grace a la CMlI sont utilisés. Les trois index PK/PD le plus couramment utilisés sont lessuivants :
AUC/CMI, Cmax/CMI et Tscmi (Figure 31). L'AUC, ou aire sous la courbe des concentrations au
cours du temps, représente I’exposition cumulée de I'antibiotique. La Cmax, OU concentration
maximale, correspond a la plus forte concentration atteinte ou estimée dans le compartiment
de référence apres administration de I'antibiotique. Et le T>cmi correspond a la durée durant

laguelle les concentrations en antibiotiques sont supérieures a la valeur de la CMI.

AUC/CMI

Concentration

Temps

Figure 31. Schéma des index PK/PD - Créé avec Biorender.com

Des modeles mammaliens infectieux a A. baumannii, comme des modeles de pneumonie,
d’infections de la peau survenant aprés une brilure, d’ostéomyélite, d’endocardite, de
méningite, de péritonites ou encore de septicémie, ont été décrits dans la littérature
(McConnell, Actis, et Pachén 2013; Xiong et al. 2017; Luo et al. 2012; Collinet-Adler et al. 2011;
Park et al. 2011; G. Harris et al. 2019; 2013; Y.-W. Lin et al. 2018; Palmer et al. 2019; Zhou et
al. 2017). Cependant, quelle que soit la bactérie utilisée, les souris et rats sont généralement
les modeles mammaliens de prédilections en raison de leur faible colt et leur facilité de

manipulation (E. I. Nielsen et Friberg 2013). Par ailleurs, les modeéles d'infection de la cuisse
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et du poumon chez la souris neutropénique sont les modéles infectieux les plus couramment
utilisés car ils sont considérés comme une étape nécessaire entre les études in vitro et les
études cliniques. Cependant, il est important de garder en mémoire que la physiopathologie,
le systéme immunitaire et la PK des antibiotiques varient entre les espéces animales rendant

souvent les extrapolations inter-especes délicates (Tangdén et al. 2020).

1. Modeéle murin neutropénique d’infection de la cuisse a A. baumannii
Le modéle murin d’infection de la cuisse permet de mimer les infections des tissus mous
observées en clinique. Le principal avantage de ce modeéle est sa simplicité et la faible
variabilité intra- et inter-études. L'infection restant localisée, ce modeéle infectieux permet de
doubler les échantillons en infectant les muscles des deux pattes antérieures. Cette méthode
permet aussi d’étudier la PD des antibiotiques sur différentes souches/espéces bactériennes
avec une seule souris. Ces différents avantages permettent donc de réduire le nombre
d’animaux utilisé. Par ailleurs, dans ce modéle, les bactéries peuvent atteindre une densité
bactérienne de 107-108 UFC/cuisse, ce qui en fait un modeéle idéal pour I'étude d’infections

de sévérité différentes (Marra 2012).

Ce modele a été utilisé pour étudier l'efficacité de divers antibiotiques utilisés en
monothérapie ou en combinaison (Fan et al. 2016; A. D. Kang et al. 2018; M. D. Barnes et al.
2019). Le modeéle murin d’infection de la cuisse a été décrit pour la premiére fois par Eagle et
al. en 1950 (Eagle, Fleischman, et Musselman 1950). Dans cette étude, des souris
immunocompétentes ont été utilisées pour évaluer I'effet de la pénicilline G sur la croissance
de souches de S. pneumoniae et Streptococcus 3-hémolytique in vivo (Eagle, Fleischman, et
Musselman 1950). Plus tard, ce modele a été modifié avec I'utilisation de souris
neutropéniques pour se rapprocher de la physiopathologie des infections causées par P.
aeruginosa chez les patients immunodéprimés (A. U. Gerber et al. 1983; Andreas U. Gerber et
al. 1982; Vogelman et al. 1988). Aujourd’hui, des agents immunosuppresseurs, comme le
cyclophosphamide, sont souvent utilisés dans les modéles murins afin de réduire le nombre
de neutrophiles dans la circulation sanguine. Cela permet aux bactéries d’initier I'infection
en I'absence d’une réponse immunitaire induite par la reconnaissance des agents pathogenes

par les neutrophiles. Plusieurs protocoles d’induction de la neutropénie au cyclophosphamide
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ont été décrits, mais le plus couramment utilisé consiste en une administration
intrapéritonéale de 150 mg/kg de cyclophosphamide 4 j avant I'infection, et de 100 mg/kg de
la veille de I'infection (Marra 2012; A. D. Kang et al. 2018; M. D. Barnes et al. 2019; Fan et al.
2016; Becker et al. 2021; Monogue et al. 2018; Cheah et al. 2015; Dudhani et al. 2010;
Nakamura et al. 2019; Yokoyama et al. 2014). Les souris sont ensuite infectées par
administration intramusculaire de 100 pL d’une suspension de bactéries en phase
logarithmique au niveau de la patte postérieure. Les antibiotiques sont généralement
administrés 2 heures aprés infection. Pour déterminer la charge bactérienne, les souris sont
sacrifiées, puis les muscles des cuisses prélevés sont homogénéisés (Sabet, Tarazi, et Griffith

2020; MacVane, Crandon, et Nicolau 2014; Cheah et al. 2015; Yokoyama et al. 2014).

Grace a ce modele infectieux a A. baumannii, Fan et al. ont étudié la PD de différentes
combinaisons d’antibiotiques comprenant de la CST et un autre antbiotique (méropénéme,
tigécycline, fosfomycine, acide fusidique, rifampicine et sulbactam) (Fan et al. 2016). Des
souris neutropéniques BALB/c femelles infectées avec 3 x 10° UFC/souris ont été utilisées pour
cette étude. Les combinaisons d’antibiotiques ont été testées sur un panel de 12 souches
cliniques multirésistantes isolées a partir d’expectoration de patients atteints de pneumonie,
a partir du sang ou encore de |'urine de patients issus d’un hopital tertiaire. Les souris ont été
euthanasiées 24 h ou 48 h aprés l'administration des antibiotiques. Les combinaisons
d’antibiotiques induisant une diminution > 2 logi0 UFC/mL par rapport la CST en monothérapie
ont été définies comme étant synergiques, et antagonistes en cas d’une augmentation < 2
logio UFC/mL par rapport a la CST seule. Il en résulte que seules les combinaisons de la CST
avec la rifampicine ou de I'acide fusidique ou du méropénéme avaient un effet synergique des

24h sur 100%, 58,3% et 33,3% des souches testées, respectivement.

L’efficacité de I'apramycine (a 20, 80 ou 500 mg/kg) a été également évaluée dans un modele
d’infection de la cuisse avec des femelles CD-1 inoculées avec 10° ou 107 UFC selon la souche
clinique d’A. baumannii utilisée (C.-l. Kang et al. 2004). Dans un premier temps, I'étude de la
PK de I'apramycine a été réalisée chez des souris neutropéniques non infectées ayant été
traité 3 jours avant I’étude PK par du nitrate d’uranyle (5 mg/kg par voie intrapéritonéale) afin
de simuler une excrétion humaine. L'apramycine présentait une élimination linéaire et une
Cmax de 29, 242 et 2100 mg/L pour les doses a 20, 80 et 500 mg/kg, respectivement. Pour

I’étude PD, les souris infectées ont été sacrifiées 24h apres administration de I'lapramycine.

Chapitre 3 : De multiples méthodes d’évaluation de I'efficacité des antibiotiques 84



L'efficacité de I'apramycine variait selon la souche. Cependant, la dose de 500 mg/kg était la
plus efficace, quelle que soit la souche clinique d’A. baumannii utilisée avec une réduction de

4, 5 et 7 logio UFC/souris pour chacune des trois souches cliniques d’A. baumannii.

2. Modeéles murins neutropéniques d’infection pulmonaire a A. baumannii
Dans ce modele infectieux, les souris neutropéniques sont anesthésiées par administration
intrapéritonéale d’un cocktail d’anesthésiants/hypnotiques ou sédatifs/analgésiques (avec
par exemple : kétamine (500 pg/souris) + médétomidine (15 pg/souris) (Vazquez-Ucha et al.
2019) ou kétamine (100 mg/kg) + xylazine (10 mg/kg) (Ku et al. 2019) ou médétomidine (5
mg/kg) + midazolam (4 mg/kg) + butorphanol (5 mg/kg) (Yokoyama et al. 2014)), ou par
inhalation d’isoflurane mélangé a de I'oxygéne (Ma et al. 2020, 20; Monogue et al. 2018). Les
souris sont ensuite infectées par voie intranasale ou par voie intratrachéale. Pour I'infection
intranasale, des gouttes de 30 a 50 pyL (Marra 2012) d’une suspension bactérienne sont
déposées au niveau des narines des souris. Dans le cas de I'infection intratrachéale, I'inoculum
est administré au niveau de la trachée soit a I'aide d’une seringue Hamilton (Vdzquez-Ucha et
al. 2019), d’un microSpayer (Zhou et al. 2017), soit a I'aide d’une canule (Breij et al. 2012). Ces
deux voies d’administration de l'inoculum (intranasale ou intra-trachéale) permettent
d’établir une infection au niveau des deux lobes pulmonaires (Marra 2012). Le temps
d’attente entre l'infection et I'administration des antibiotiques varie entre 1 h 30 et 4 h selon
le protocole utilisé (Ku et al. 2019; Ma et al. 2020; Vazquez-Ucha et al. 2019; Becker et al.
2021; Zhou et al. 2017; Cheah et al. 2015). Comme pour le modeéle d’infectiond de la cuisse,
les souris sont sacrifiées et les poumons prélevés sont homogénéisés pour déterminer la

charge bactérienne.

Ainsi, la PK/PD de la combinaison de I'imipénéme et d’un inhibiteur de BLSE, le LN-1-255, a
été étudiée dans un modéle murin d’infection pulmonaire (Vazquez-Ucha et al. 2019). Dans
cette étude, des males immunocompétents BALB/c dgés de 9 a 11 semaines ont été infectés,
par voie intratrachéale avec une seringue Hamilton, par des souches cliniques d’A. baumannii
exprimant OXA-23 ou OXA-24/40, ou par des souches mutantes ATCC19606 exprimant ces

BLSE. L'inoculum bactérien était mélangé avec de la mucine porcine (10 %), en remplacement
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de l'utilisation du cyclophosphamide, pour favoriser I'installation de I'infection pulmonaire.
Les souris ont été traitées, 1h30 apres l'infection.

La PK plasmatique et pulmonaire du LN-1-255 (20, 50 et 150 mg/kg) a été obtenue a partir de
prélevements sanguins (a 0, 30, 45, 60, 90, 120 et 180 min) et de prélevements de I'epithelial
lining fluid (ELF) (a 0, 30, 90, 150, 220 et 340 min) (Vazquez-Ucha et al. 2019). Il en résulte,
gu’avec une dose de 50 mg/kg, le LN-1-255 atteint une Cmax plasmatique de 5,4 mg/L et une
Cmax pulmonaire de 5,6 mg/L, avec une demi-vie (t1/2) respective de 22 et 98 min. L’AUC était
plus importante au niveau pulmonaire (4,1 mg.h/L) qu’au niveau plasmatique (2,8 mg.h/L). La
Cmax €t ’AUC obtenues avec la dose de 20 mg/kg étaient inférieures a celles obtenues avec la
dose de 50 mg/kg. La dose de 150 mg/kg a permis d’atteindre une Cmax pulmonaire augmentée
de 20% par rapport a celle obtenue a 50 mg/kg.

Une étude de toxicité sur 7 j a montré que toutes les doses uniques testées de LN-1-255 (150
et 350 mg/kg) étaient tolérées par les animaux. Aucune mortalité et aucun signe clinique
d’intolérance/toxicité, comme des spasmes musculaires, perte de poids ou trouble du
mouvement transitoire, n’ont été observés.

Pour étudier la PD de I'imipénéme (30 mg/kg) seul ou en combinaison avec le LN-1-225 (50
mg/kg), les souris ont regu des doses répétées toutes les 3 h, puis elles ont été sacrifiées 24h
apres le début de I'antibiothérapie. La combinaison imipénéme/LN-1-255 était plus efficace
gue lI'imipéneme seul quelle que soit la souche utilisée. Par exemple, par rapport a la charge
bactérienne déterminée au début du traitement, une diminution de 2 logio UFC/g poumon
chez les souris infectées par la souche clinique exprimant OXA-24/40 traitées avec la
combinaison ; alors qu’une augmentation de 1,5 logio UFC/g poumons a été observée chez

celles ayant recu uniquement de I'imipénéeme.

Dans une autre étude, I'efficacité de la combinaison CST/linézolide a été évaluée sur des
femelles neutropéniques C57BL/6J de 6 semaines infectées par voie intranasale avec un
inoculum a 5 x 10’ UFC/souris de 2 souches cliniques d’A. baumannii multirésistantes isolées
chez des patients d’atteints d’'une pneumonie avec une bactériémie (Ma et al. 2020).
L’antibiothérapie a été initiée 4 h apres I'infection : la CST (125 000 Ul/kg toutes les 6 h) et le
linézolide (50 mg/kg toutes les 12 h) ont été administrés en monothérapie ou en combinaison.

Une étude de survie sur 4 j et une cinétique de bactéricide sur 76 h ont été réalisées. Un effet
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synergique a été défini lorsqu’une diminution > 2 logio UFC/mL était observée avec la
combinaison par rapport l'antibiotique le plus efficace en monothérapie; et un effet
bactéricide lorsqu’une diminution > 3 logio UFC/mL était observée en monothérapie par
rapport a la charge bactérienne déterminée au début de traitement. Quelle que soit la souche
d’A. baumannii utilisée, la combinaison CST/linézolide conduisait a un meilleur taux de survie
comparé a celui observé chez les souris traitées uniquement avec la CST (72% contre 32% pour
la combinaison et la CST pour la premiere souche clinique, et 92% contre 68% pour la
seconde). De plus, il a été observé qu’en monothérapie la CST n’avait aucun effet bactéricide,
guelle que soit la souche d’A. baumannii utilisée. Son association avec le linézolide a permis
d’obtenir un effet synergique, avec une décroissance continue jusqu’a 76 h. Ainsi, avec la
combinaison une diminution de 2,32 logio UFC/g de poumon a été observée chez les souris
infectées par la premiére souche; et une diminution de 2,91 logio UFC/g poumon a été

observée chez celles infectées par la seconde souche.

3. Modéle murin d’infection de la cuisse vs. Modéle murin d’infection pulmonaire a A.
baumannii
Pour aller plus loin, certains auteurs ont comparé I’efficacité des antibiotiques dans les deux
types de modeéles infectieux (Yokoyama et al. 2014; Monogue et al. 2018; Cheah et al. 2016;
Dudhani et al. 2010; Nakamura et al. 2019).

Par exemple, Monogue et al., ont comparé lefficacité du tazobactam administré en
monothérapie ou en combinaison avec la CST sur une souche clinique sensible aux
carbapénémes et une souche clinigue multirésistante dans les deux modéles murins infectieux
(Monogue et al. 2018). Le but de cette étude était de tester I'effet potentialisateur du
tozabactam sur I'activité de la CST avec des schémas posologiques permettant d’obtenir une
exposition plasmatique au tazobactam (0,5 g toute les 6 h, administré par voie sous-cutanée)
et de la CST (10 mg/kg, administré par voie intrapéritonéale) chez la souris similaire a celles
observées chez les humains. Dans cette étude, des femelles ICR neutropéniques ont été
utilisées. Dans le modele d’infection pulmonaire, les souris ont été infectées avec I'une des
deux souches avec un inoculum a 5 x 10° UFC/souris par voie intranasale et le traitement au

tazobactam et de la CST administrés en monothérapie et combinaison, ont été initiés 4 h post

Chapitre 3 : De multiples méthodes d’évaluation de I'efficacité des antibiotiques 87



infection. Dans le modéle d’infection de la cuisse, les souris infectées avec 106 UFC/souris, ont
été traitées (par tazobactam et CST administrés seuls ou en combinaison) 2 h post inoculation.
Dans les deux modeles infectieux, les souris ont été sacrifiées 24 h plus tard et la charge
bactérienne a été déterminées a partir des organes prélevés. Comme dans les études
précédentes, un effet synergique a été défini par une diminution > 2 logio UFC/mL avec la
combinaison par rapport I'antibiotique le plus efficace en monothérapie.

L'efficacité des antibiotiques, en monothérapie et en combinaison, sur la souche sensible
variait selon le modeéle infectieux utilisé. En effet, dans le modeéle d’infection de la cuisse la
combinaison tazobactam/CST n’a montré aucune efficacité avec une augmentation de la
densité bactérienne de 0,32 logio UFC, alors que dans le modeéle d’infection pulmonaire cette
combinaison a permis de réduire la charge bactérienne de 1,05 logio UFC. La combinaison
tazobactam/CST n’a montré aucune efficacité sur la souche multirésistante avec une
augmentation de 1,32 et de 2,12 logio UFC dans le modéle d’infection de la cuisse et du

poumon, respectivement.

L’efficacité du sulbactam sur la souche de référence A. baumannii ATCC19606 dans un modele
murin neutropénique d’infection de la cuisse et du poumon a été évaluée (Yokoyama et al.
2014). Pour cela des femelles neutropéniques ddY de 5 semaines ont été infectées par voie
intranasale (3,75 x 10° UFC/souris) ou par voie intramusculaire (3,75 x 10°> UFC/souris) au
niveau du muscle d’'une des pattes postérieures. Pour favoriser l'infection pulmonaire,
I'inoculum bactérien a été mélangé avec 6% de mucine porcine. Le sulbactam (15-240 mg/kg)
a été administré par voie sous-cutanée 2h apres I'inoculation dans les deux modéles infectieux
selon 18 schémas posologies différents. Les organes ont été prélevés 24 h aprés l'initiation de
I’antibiothérapie. Quel que soit le modeéle infectieux utilisé, I'index PK/PD le plus approprié
pour décrire I'efficacité du sulbactam in vivo était le fT>cmi. De plus, une diminution maximale
de 4,86 logio UFC/souris et de 6,44 logio UFC/souris dans le modéle d’infection de la cuisse et
du poumon respectivement, a été observée. Ce qui signifie que le sulbactam était légérement

plus efficace dans le modele d’infection pulmonaire.
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lll. Une standardisation des protocoles, une nécessité pour la lutte contre
I’antibiorésistance
Ainsi, quelques différences sont observées entre ces protocoles. Selon les études le statut
immunitaire, le sexe, la lignée et I’age des souris variaient. La taille de I'inoculum utilisée varie
aussi d’une étude a I'autre. Par ailleurs, dans le modeéle murin d’infection de la cuisse, certains
infectaient qu’une cuisse (Yokoyama et al. 2014) alors que d’autres infectaient les deux
muscles (Sabet, Tarazi, et Griffith 2020; MacVane, Crandon, et Nicolau 2014; Cheah et al.
2015). Dans le cas du modele d’infection pulmonaire, les méthodes d’anesthésie et
d’inoculation de I'inoculum variaient également. Or, ces différences peuvent impacter les
résultats obtenus et empécher leur comparaison. Une standardisation des protocoles de
modéles murins d’infections pulmonaires et de la cuisse semble donc nécessaire, aussi bien

pour A. baumannii que pour les autres germes.

C’est pourquoi I’'Union Européenne a lancé le programme IMI « AMR Accelerator » dans le
but d’accélérer le développement d'outils et de traitements de données, et de renforcer la
base scientifique de la recherche pour lutter contre I’antibiorésistance (« IMI Accelerator.
COMBINE Project. Availble on Https://Amr-Accelerator.Eu/about-Us/ » s. d.). Cinquante-sept
partenaires européens (compagnies pharmaceutiques et universités) répartis au sein de 7
consortiums travaillent actuellement a travers une vaste série de programmes qui ont pour
but de développer le vivier d'antibiotiques ou d’optimiser I'usage des antibiotiques déja
existants. Cet accélérateur comprend six projets, donc le projet COMBINE qui a pour principal
objectif d’accélérer les découvertes scientifiques dans le domaine de I’antibiorésistance chez
les BGN, notamment en proposant des protocoles standardisés des modeéles murins infectieux
(allant des souches bactériennes, a la mise au point du modéle infectieux) et en mettant a
disposition une banque de données et un cadre pour |'exploitation des résultats grace aux
approches de modélisations mathématiques. Ainsi ces protocoles standardisés faciliteront
I'harmonisation des données non cliniques et I'établissement de modéles d'infection

standardisés de haute qualité.

Toutefois, la variabilité de I'inoculum utilisé observée dans la littérature peut s’expliquer par
la variabilité de virulence des souches d’A. baumannii (A. D. Kang et al. 2018; Y.-W. Lin et al.
2018). Par exemple, Lin et al. ont observé que pour établir une infection pulmonaire viable

chez des souris neutropéniques, I'inoculum de départ devait étre plus ou moins important
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(107 ou 108 UFC/souris) selon la souche d’A. baumannii utilisée (Y.-W. Lin et al. 2018). Lorsque
les souris étaient infectées avec une souche de laboratoire, un inoculum a 108UFC/souris était
nécessaire, alors qu’avec les deux souches cliniques utilisées, un inoculum a 107 UFC/souris
suffisait. Une faible décroissance de 2 logio UFC/souris a 6 h suivie d’une repousse en présence
de CST nébulisée (a 2,64 et 5,68 mg/kg) a été observée chez les souris infectées par les souches
cliniques (107 UFC/souris) ; alors qu’aucun effet de la CST n’a été observée chez les souris
infectées par la souche de laboratoire (108 UFC/souris). Les auteurs ont émis I’hypothése que

cette différence d’efficacité de la CST serait due a un effet inoculum.
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Chapitre 4 : L’effet inoculum, un phénomeéne impactant I’efficacité des

antibiotiques

I. Définition de I’effet inoculum
Les études évaluant I'efficacité des antibiotiques in vitro sont souvent réalisées avec un
inoculum bactérien a 10°-10° UFC/mL (« EUCAST: MIC determination » s. d.; « MO7: Dilution
AST for Aerobically Grown Bacteria - CLSI » s. d.), qui n’est pas toujours représentatif des
infections observées en clinique. De plus, la densité bactérienne (nombre de bactéries viables
par g ou mL) au site infectieux varie selon le type d’infection, de I'espéce bactérienne a
I'origine de I'infection, mais aussi selon les individus (Salas et al. 2020). Par exemple, des
densités bactériennes comprises entre 103 et 10° UFC/mLont été observées pour les
infections abdominales, les infections des tissus mous et pour les méningites (Salas et al.
2020). Par ailleurs, la densité bactérienne au site infectieux peut varier au cours du temps.
En cas de traitement et/ou de réponse immunitaire efficaces la densité bactérienne diminue,
dans les cas contraires elle augmente. Or, la variation de la densité bactérienne au site
infectieux au cours du temps peut impacter I'efficacité des antibiotiques. Ce phénoméne
microbiologique, nommé |’effet inoculum (El), désigne une diminution de I'efficacité des
antibiotiques en présence d’un fort inoculum (Brook 1989). Un fort inoculum peut
également diminuer I'effet post-antibiotique (EPA), qui désigne une suppression temporaire
de la croissance bactérienne aprés une exposition transitoire a certains antibiotiques, comme
les aminosides, les R-lactamines ou les fluoroquinolones (Mizunaga et al. 2005; « Drug

detoxification dynamics explain the postantibiotic effect » 2017).

La notion d’effet inoculum a été mentionnée pour la premiere fois dans la littérature dans les
années 1940 par plusieurs équipes. Woods et al. ont observé une diminution de I’efficacité du
sulfanilamide en présence d’un inoculum de Staphylococcus haemolyticus & 108 UFC par
rapport a son efficacité avec une densité bactérienne de 103 UFC (Woods 1940). D’autres,
comme Cooper et Kellet et Luria, ont reporté des faits similaires avec d’autres bactéries telles
que les staphylocoques en présence de sulfadiazine et pénicilline (Luria 1946; Cooper et Keller

1942). Ce phénoméne peut étre étudié in vitro, a partir de mesures de CMI, de TKC statiques,
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ou d’hollow-fibers, ou bien in vivo dans des modéles animaux infectieux. Cependant, il est
important de garder en mémoire, qu’il n’existe aucun critére d’évaluation établi pour définir
un ElI (Marum, Manning, et Raby 2021). Ainsi, chaque équipe établit des critéres qui leur

semblent opportuns pour caractériser au mieux I'El.

Il.  Méthodes d’étude de I'effet inoculum
A. Mesure de la CMI
Généralement, pour mesurer I'impact de la taille de I'inoculum sur la CMI, un inoculum faible
(entre 10° et 10® UFC/mL) et un inoculum 100 fois plus fort (donc 107 - 108 UFC/mL) sont
utilisés (Bedeni¢, Beader, et Zagar 2001; Chang et al. 2018; Rio-Marques, Hartke, et Bizzini
2014; Mizunaga et al. 2005; Adler et al. 2015; Kim et al. 2020; Thomson et Moland 2001;
Lépez-Cerero et al. 2010; Harada et al. 2014).

1. Etude descriptive de la variation de la CMI en fonction de la taille de I'inoculum
Certaines équipes, comme Bedenic et al., Chang et al. et Rio-Marques et al., n’ont pas défini
de critéres particuliers, et ont uniquement observé si la CMI des antibiotiques augmentait
avec un fort inoculum (107-108 UFC/mL) (Bedeni¢, Beader, et Zagar 2001; Chang et al. 2018;

Rio-Marques, Hartke, et Bizzini 2014).

Par exemple, Bedeni¢ et al., ont étudié I'impact de la taille de I'inoculum de différentes
souches de K. pneumoniae (a 10° et 10’ UFC/mL), produisant des BLSE ou non de type SHYV,
sur la CMI de divers R-lactamines (ceftazidime, céfotaxime, ceftriaxone aztreonam, cefpirome
et céfépime) (Bedeni¢, Beader, et Zagar 2001). Un El a été observé uniquement avec les
souches de K. pneumoniae produisant une BLSE, avec une augmentation de la CMI allant d’un
facteur 2 a un facteur supérieur a 1024 selon la souche et I'antibiotique considérés. De facon
intéressante, il a été observé que pour un méme antibiotique, I'El observé différait d’une
souche a l'autre. Par exemple, avec I'inoculum a 10°> UFC/mL, 23,8 %, 60 % et 100 % des
souches produisant respectivement une BLSE de type SHV-2, SHV-5 et SHV 12 étaient sensibles

au cefpirome. Lorsqu’un inoculum a 107 UFC/mL était utilisé, seuls 9,52%, 40% et 0% de ces
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souches étaient sensibles a ce méme antibiotique. De méme, I'El observé avec une méme

souche différait selon I'antibiotique utilisé.

D’autres ont choisi comme critére d’évaluation, une augmentation de la CMI d’un facteur de
4 (Mizunaga et al. 2005) ou d’un facteur 8 (Adler et al. 2015; Kim et al. 2020; Thomson et
Moland 2001; Lépez-Cerero et al. 2010; Harada et al. 2014) entre les deux inocula. Ainsi, dans
I’étude de Harada et al., un El a été démontré pour des souches cliniques de K. pneumoniae
produisant des BLSE avec une augmentation d’un facteur 64 de la CMI moyenne du céfépime

entre les deux inocula testés (10° et 107 UFC/mL) (Harada et al. 2014).

2. Caractérisation de la relation entre la CMI et la taille de I’'inoculum par des approches
mathématiques

L'augmentation de la CMI en fonction de la taille de I'inoculum peut étre décrite comme
illustrée par la Figure 32. Ainsi aux plus faibles inocula la CMI est constante, c’est la CMI de
base, jusqu’a atteindre un inoculum seuil a partir duquel la CMI ne cesse d’augmenter. Ainsi
le choix de I'inoculum testé par rapport a I'inoculum choisi comme référence aura un impact
sur I'interprétation des résultats (R. C. Li et Ma 1998). Par exemple, comme illustré sur la
Figure 32, si les deux inocula testés sont inférieurs a I'inoculum seuil, on conclura qu’il n’y a
aucun El. Alors que si ces inocula sont situés de part et d’autre de I'inoculum seuil, un El sera
observé. Par ailleurs, cette variation de la CMI en fonction de I'inoculum de départ peut étre
aussi dépendante du couple bactérie/antibiotique étudié. C'est pour cela que le taux
d'augmentation de la CMI par rapport a I'augmentation de la taille de l'inoculum ne peut étre
une valeur universelle. Afin de s’affranchir de ce manque d’harmonisation, des approches
mathématiques ont été utilisées afin de caractériser la relation entre la CMI et la taille de

I'inoculum.
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Figure 32. Schéma des paramétres fondamentaux pour la définition d’un effet inoculum a partir
de la CMI — Traduit de (Li and Ma 1998)

Par exemple, Li et Ma, ont tenté de caractériser la relation entre la CMI de quatre aminosides
(tobramycine, gentamicine, amikacine et streptomycine) et la taille de I'inoculum de S. aureus
et E. coli (103108 UFC/mL et de 10%-10° UFC/mL, respectivement) (R. C. Li et Ma 1998). Comme
illustré sur la Figure 33, aux plus faibles inocula (103-10* et 10%-10° UFC/mL respectivement
pour S. aureus et E. coli), la CMI était constante, puis augmentait de maniére exponentielle
aux plus forts inocula (10°-108 et 10°-10° UFC/mL respectivement pour S. aureus et E. coli).
Cette augmentation de la CMI a été caractérisée selon I’équation suivante (Equation 1) (R. C.
Li et Ma 1998) :
Log (CMI) = log CMI, + (e*x(ogl=loglr) _ 1) (Equation 1)

Ou, CMI, correspond a la CMI de base au plus faible inoculum testé, k la constante décrivant
le taux d’augmentation de la CMI (en logio) en fonction de la taille de I'inoculum testé (logl)

et I, 'inoculum seuil a partir duquel la CMI augmente brusquement de fagcon exponentielle.
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Figure 33. Augmentation de la CMI des différents antibiotiques testés en fonction de la taille de
I'inoculum d’E. coli (symboles blancs) et S. aureus (symboles noirs). Les lignes pleines représentent
les simulations du modele pour E. coli, et les lignes en pointillées celle obtenues pour S. aureus —
Traduit de R. C. Li and Ma 1998)

D’autres ont caractérisé la relation entre la taille de I'inoculum d’une souche de S. aqureus et
la CMI d’antibiotiques appartenant a différentes classes a partir d’'un modeéle Emax : (Equation

2) (Udekwu et al. 2009) :

D : .
M(D) = Mpyin + pd (Minax Dtk ) (Equation 2)
M
Ou, M(D) correspond a la CMI des antibiotiques en fonction de la densité bactérienne (D),

M, in, correspond a la CMI minimale et M,,,, la CMI maximale, k), la densité bactérienne

pour laquelle la CMI est égale a 50% de sa valeur maximale, et pd le coefficient caractérisant

I'El (avec O < pd <1).

Pour aller plus loin, d’autres auteurs ont comparé différents modeéles mathématiques afin de
caractériser au mieux I'El observé avec un plus grand nombre de combinaisons
bactérie/antibiotique (Salas et al. 2020). L'impact de la taille de I'inoculum in vitro (10*-10%2

UFC/mL) de BGN (E. coli, Salmonella enterica non typhique subsp. enterica) et de BGP (S.
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pneumoniae et S. aureus) sur |'activité de R-lactamines (oxacilline et ceftriaxone), de
fluoroquinolones (ciprofloxacine), aminoside (gentamicine), glycopeptides (vancomycine) et
oxazolidinone (linézolide) a été étudié. L'évolution des CMI exprimée en log, (log. CMI) en
fonction des différents inocula exprimés en logio (logio UFC/mL) a été décrite par des modeles
mathématiques tels que I'équation de Michaelis-Menten, I'équation de Hill, le modele
logistique, le modéle de Gompaertz, le modele de von Bertalanffy ou encore le modele
exponentielont été classés selon I'ajustement des données obtenue. Les courbes illustrant la
relation entre la CMI et la densité bactérienne (101-10'> UFC/mL) différaient selon le modéle
mathématique utilisé (Figure 34). Pour la plupart des combinaisons bactérie/antibiotique les
modeles logistique (Salas et al. 2020), de Gompaertz (M. Peleg et Corradini 2011) et de von
Bertalanffy (Fabens 1965) décrivaient le mieux cette relation entre la CMI et la taille de

I'inoculum.
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Figure 34. Exemple de prédictions des modéles mathématiques obtenues pour la caractérisation
de la relation entre la CMI de la gentamicine (log> (CMI)) et la densité bactérienne (logio
(UFC/mL)) de S. aureus. Les données expérimentales des CMI sont représentées par des cercles
noirs et les prédictions par des lignes de couleur. Le modeéle ayant prédit le mieux les données
expérimentales est représenté par une ligne pleine ; les prédictions des autres modéles sont
représentées par ordre décroissant par des lignes en pointillés. La croix montre la densité
bactérienne seuil correspondant au point d’inflexion de la courbe d’augmentation de la CMI
prédite par les 3 meilleurs modéles. — D’aprés (Salas et al. 2020)
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Comme observé précédemment (R. C. Li et Ma 1998), la CMI était quasi constante aux faibles
inocula et augmentait lorsqu’un inoculum seuil était atteint ; I'inoculum seuil variait d’un

couple bactérie/antibiotique a I'autre (Salas et al. 2020).

B. Time-kill curves statiques
Tout comme pour les CMI, I'El peut étre évalué par des études descriptives a 'aide de TKC
statiques (Burgess et Hall 2004; Lopez-Cerero et al. 2010; Harada et al. 2014; Mizunaga et al.
2005), mais aussi par des approches mathématiques (Bhagunde et al. 2010; Bulitta et al. 2009;
2010; E. I. Nielsen et al. 2017).

1. Etude descriptive de la variation de I'effet des antibiotiques au cours du temps en
fonction de la taille de I'inoculum

L’effet inoculum est souvent étudié a partir de TKC avec deux inocula de tailles différentes soit
10° et 107 UFC/mL (Burgess et Hall 2004; Lépez-Cerero et al. 2010; Harada et al. 2014) ou 10°
et 108 UFC/mL (Mizunaga et al. 2005). Dans ces études, I'El est caractérisé par la variation de
de bactéricidie au cours du temps entre les différents inocula testés. Par exemple, dans une
étude il a été montré que I'activité du méropénéme n’était pas impactée par la taille de
I'inoculum (5 x 10° et 107 UFC/mL) de souches de K. pneumoniae ne produisant pas des BLSE,
alors que son activité était diminuée en présence du fort inoculum de souches de K.
pneumoniae produisant des BLSE (Burgess et Hall 2004). Une diminution de la densité
bactérienne de 4 logi0 UFC/mL sans aucune repousse était observée avec les deux inocula des
souches ne produisant pas de BLSE. Avec les souches produisant des BLSE, une décroissance
de 4 logio UFC/mL sans aucune repousse était observée avec le plus faible inoculum, alors
qu’avec le plus fort inoculum, une décroissance de 3 logio UFC/mL suivie d’une repousse était

obtenue.
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2. Caractérisation de la relation entre I’efficacité des antibiotiques in vitro et la taille de
I'inoculum par des approches mathématiques

L’El in vitro peut étre caractérisé aussi a I'aide de modéles mathématiques empiriques.
Lors de I'étude de I'impact de la taille de I'inoculum d’une souche de référence d’E. coli sur
I’activité in vitro de la pipéracilline, une diminution de I’efficacité de I'antibiotique avec un fort
inoculum (108 UFC/mL) par rapport a un inoculum plus faible (10°> UFC/mL) a été observée au
cours de TKC statiques (Bhagunde et al. 2010). Les données ont été ensuite décrites a I'aide
d’un modéle empirique prenant en compte la diminution de la concentration efficace en
antibiotique avec l'augmentation de la taille de linoculum initial selon |’équation
suivante (Equation 3) :

N(0)@

m) X C(t) (Equation 3)

Cerr(t) = (1 -
Ou, Crr(t) correspond a la concentration efficace en antibiotique a linstant t, Ny, la
concentration bactérienne au début de la TKC, @ le coefficient de sigmoidicité. Ng,

correspond a la concentration bactérienne a laquelle 50% de la concentration en antibiotique

est réellement efficace, et C(t), la concentration en antibiotique a I'instant t.

D’autres ont caractérisé I’El avec de modeéles semi-mécanistiques plus ou moins complexes
(E. I. Nielsen et al. 2017; Bulitta et al. 2009; 2010).

Un modeéle PKPD (Figure 35) a été développé afin de décrire I'effet de la ciprofloxacine contre
différents inocula (10°-10° UFC/mL) d’E. coli (E. I. Nielsen et al. 2017). Ce modéle PKPD
comprend 2 sous-populations bactériennes (sensibles ou résistantes) et pour chacune de
ces deux sous-populations, les bactéries peuvent se présenter sous 3 états physiologiques
différents : (i) un état dans lequel les bactéries se multiplient et sont sensibles a la
ciprofloxacine (S) ; (ii) un état dans lequel les bactéries sont en dormance (ne se multiplient
pas) et sont insensibles a I'antibiotique (R) ; et enfin (iii) un état ou elles sont sensibles a
I'antibiotique, mais dont la croissance est interrompue et ou elles ne peuvent pas former de
colonies (Nc). Dans chaque sous-population, les bactéries S se multiplient selon leur vitesse
de croissance respective kgrowth, €t toutes les bactéries meurent selon la constante de mort
naturelle kqgeath (identique pour toutes les bactéries quel que soit leur état physiologique). Les

bactéries peuvent passer d’un état S a un état Nc de maniére réversible (selon les constantes
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de vitesse kncs et ksnc), mais de fagon irréversible d’un état S a un état R (selon la constance de
vitesse ksg). Dans ce modele, le transfert de I'état S a I'état R est proportionnel a la densité
bactérienne initiale. Ainsi, plus la densité est élevée, plus le transfert de I'état S a I’état R est

important, moins la ciprofloxacine est efficace.
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Figure 35. Schéma du modéle PKPD utilisé par Nielsen et al. pour la caractérisation de I’'El d’E. coli
sur I'activité in vitro de la ciprofloxacine. — D’apreés (E. I. Nielsen et al. 2017)

D’autres ont caractérisé I'El al’'aide d’'un modéle semi-mécanistique PKPD prenant en compte
le quorum sensing (Bulitta et al. 2009). Lors de TKC statiqus avec des inocula de départ allant
de 10% & 108 UFC/mL, un El sur I'activité de la ceftazidime (1 a 64 mg/L) a été observé avec
plusieurs souches (de référence et clinique) de P. aeruginosa. Des concentrations > 4 mg/L
conduisaient a une diminution de la densité bactérienne de 3 a 4 logio UFC/mL a 24 h avec
inoculum de départ & 10° UFC/mL alors qu’une diminution de 1,6 et <0,3 logio UFC/mL étaient
observées avec un inoculum de départ a 107 et 108 UFC/mL, respectivement. Les auteurs ont
développé un modele semi-mécanistique complexe afin de décrire la modification de I’activité
in vitro de la ceftazidime en fonction de la taille de I'inoculum de P. aeruginosa (Figure 36). Ce
modele repose sur le mécanisme du quorum sensing, mécanisme de communication entre
bactéries. Ce modeéle caractérise I'El par une augmentation de la concentration du milieu
extracellulaire en auto-inducteurs en présence d’une forte densité bactérienne qui va induire

des changements phénotypiques au niveau de la membrane des bactéries et ainsi inhiber
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I'action de la ceftazidime. Ce modele a été utilisé par la suite pour caractériser I'El de P.
aeruginosa sur I'activité in vitro de la colistine (Bulitta et al. 2010).
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Figure 36. Schéma du modele PKPD utilisé par Bulitta et al. pour la caractérisation de I’El de P.
aeruginosa sur I'activité in vitro de la ceftazidime — D’apres (Bulitta et al. 2009)

C. Les hollow-fibers

Les études visant a étudier I'El par la méthode des hollow-fibers, sont peu nombreuses et ne

sont que descriptives (Marum, Manning, et Raby 2021; Broussou et al. 2019). Ces études ont
permis de mettre en évidence

'intérét de cette méthode notamment en cas
d’expérimentation avec un fort inoculum.
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Dans une étude in vitro, |'efficacité la combinaison amikacine/vancomycine contre 2 inocula
d’une souche de référence de S. aureus a été étudiée a I'aide de TKC statiques sur 24 h et TKC
dynamiques sur 5 j par la méthode d’hollow-fibers (Broussou et al. 2019). Il en résulte qu’en
présence du faible inoculum (5 x 10> UFC/mL), aucune différence de bactéricidie n’a été
observée entre les deux méthodes de TKC a 24 h. En effet, un effet bactéricide a 24h, c’est-a-
dire une diminution de 3 logio UFC/mL, a été observé lors des TKC statiques et des hollow-
fibers. Cependant, en présence du fort inoculum (10° UFC/mL), des différences d’effet de la
combinaison ont été observées. A 24 h, lors des TKC statiques, la population bactérienne était
réduite de 3 logi0 UFC/mL, alors qu’avec les hollow-fibers, une décroissance d’1 logio UFC/mL
environ était obtenue. Au bout des 5 j d’expérimentation avec les hollow-fibers, une
décroissance de 5 logio UFC/mL était observée. Cela montre donc que les hollow-fibers
constitueraient une méthode d’étude intéressante pour I'étude de I’El in vitro sur une durée

plus importante que les TKC statiques (24-30 h).

Cependant, une seconde étude a montré qu’il semblerait que les réglages utilisés pour
simuler la PK des antibiotiques lors des hollow-fibers pourraient influencer les résultats
obtenus lors de I’étude de I'El (Marum, Manning, et Raby 2021). Dans cette étude, les auteurs
ont émis I'"hypothese que le débit utilisé pour simuler une clairance importante pourraient
impacter I'étude de I'impact de la taille de I'inoculum sur I'activité des antibiotiques. Les
déchets et les molécules produits par les bactéries présents dans le milieu extracellulaire
peuvent induire des changements métaboliques associés a la résistance aux antibiotiques
(Bulitta et al. 2009; 2010). Or, ci ces derniers ont la capacité de passer a travers les fibres
creuses du compartiment périphérique, un important débit pourrait entrainer une élimination
des déchets et des molécules au niveau du compartiment périphérique et empécher ainsi les
changements métaboliques induit par les déchets et molécules produits pas les bactéires. Cela
suggere que les hollow-fibers seraient une méthode in vitro plus adaptée pour I'étude de I'El
avec des antibiotiques a faible clairance totale afin de conserver les phénomeénes
microbiologiques (appauvrissement nutritionnel du milieu, accumulation des déchets et

métabolites du milieu extracellulaire) qui pourraient jouer un réle dans I’El.
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D. Modeles expérimentaux animaux
Différents modeéles animaux comme le modéle murin d’infection de la cuisse (D.-G. Lee et al.
2013; Ferran et al. 2009; Maglio et al. 2004; 2005), le modeéle murin de péritonite (Fantin et
al. 2019), le modele murin d’infection pulmonaire (Harada et al. 2014; Lhermie et al. 2015), le
modéle murin de bactériémie (Mizunaga et al. 2005) ou encore le modeéle d’infection
pulmonaire chez le rat (Kesteman et al. 2009), ont été utilisés pour I’étude de I’El in vivo selon

différentes approches.

Certains ont réalisé des études de survie pour étudier I’El in vivo (Mizunaga et al. 2005;
Harada et al. 2014; Kesteman et al. 2009). Par exemple, I'El de P. aeruginosa et S. aureus sur
I'activité in vivo de fluoroquinolones (pazufloxacine et ciprofloxacine) et de carbapénémes
(imipénéme, panipéneme et méropéneme) a été évalué dans un modele murin de bactériémie
(Mizunaga et al. 2005). Une étude de survie sur 7 j a été réalisée avec des souris ayant été
infectées par P. aeruginosa (10° ou 107 UFC/souris) ou par S. aureus (107 ou 10° CFU/souris)
traitées avec différentes doses de ces antibiotiques. Dans cette étude le paramétre utilisé pour
comparer 'efficacité des antibiotiques entre les deux inocula est la dose efficace chez 50% des
animaux (ou EDsg). L’'EDsp correspond a la dose ol 50% du nombre total d’animaux de départ
survivent a I'issue des 7 j. Il en résulte que la taille de I'inoculum des deux pathogeénes exerc¢ait
une influence plus marquée sur 'efficacité in vivo des carbapénémes que sur celles des
fluoroquinolones. Dans le modele infectieux a S. aureus, les EDso des carbapénémes étaient
augmentées de maniere significative (900-1000 fois) en présence du plus fort inoculum, alors
qgue celles des fluoroquinolones n’ont augmenté que d’un facteur 20-28. Dans le cas du
modele infectieux a P. aeruginosa, les EDsg des carbapénémes au plus fort inoculum n’ont pas
pu étre calculées a partir des doses testées. Les EDsp des fluoroquinolones étaient augmentées

d’un facteur 11-23 en présence du plus fort inoculum de P. aeruginosa.

La mesure de I’effet PD des antibiotiques a 24 h ou 48 h (via les dénombrements bactériens
a partir des tissus infectés) peut étre utilisée comme parameétre pour caractériser I’El in vivo
(D.-G. Lee et al. 2013; Fantin et al. 2019; Maglio et al. 2004; 2005; Ferran et al. 2009). Par
exemple, Lee et al. ont étudié I'efficacité de différents antibiotiques (ceftobiprole,

daptomycine, linézolide et vancomycine) sur 24 h dans un modele murin neutropénique
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d’infection de la cuisse avec plusieurs souches de S. aureus et de S. pneumoniae (D.-G. Lee et
al. 2013). Dans cette étude, « I'index El » a été déterminé pour évaluer I'importance de I’El
de chaque souche bactérienne sur les 4 antibiotiques. Différentes doses uniques de chaque
antibiotique ont été administrées 2 h apres que les souris aient été infectées avec un inoculum
différent (10° ou 107 UFC/cuisse) dans chaque cuisse. Lles cuisses infectées ont été prélevées
afin de réaliser un comptage bactérien 24 h apres l'initiation de I'antibiothérapie. Ces données
ont été utilisées pour calculer la dose statique de chaque antibiotique (en mg/kg/j) pour
chaque inoculum, c’est-a-dire la dose permettant d’obtenir aucune variation a 24 h de la

charge bactérienne par rapport au début du traitement antibiotique. L'index El a été calculé

Dose statique au fort inoculum
Dose statique au faible inoculum

avec le ratio . Un faible El a été observé avec les deux bactéries

avec le ceftobiprole comparé aux trois autres antibiotiques testés. De plus, aucune différence
significative était observée entre les souches de S. aureus et S. pneumoniae puisque leur index
El moyen respectifs étaient de 2,9 + 1,2 et de 2,5 + 0,8 avec le ceftobiprole. A contrario, avec
la vancomycine I'El de S. aureus était plus marqué que celui de S. pneumoniae avec des index

El respectifsde 10,1+ 4,7 etde 1,5+ 1,1.

D’autres ont comparé les index PK/PD obtenus avec les différents inocula testés (Maglio et
al. 2004; 2005; Fantin et al. 2019; Ferran et al. 2009). Par exemple, I'étude de I'impact de la
taille de différentes souches d’E. coli vis-a-vis de la CST a été évaluée dans un modele murin
de péritonite (Fantin et al. 2019). La CMI de la CST a été mesurée avec différents inocula (de
103 & 107 UFC/mL). Puis les index PK/PD de la CST, c’est-a-dire fAUCo-24n/CMI, ont été calculés
pour chaque inoculum apres une étude PK plasmatique de la CST dans le modéle murin de
péritonite a E. coli. Il a été ainsi montré que I'index fAUCo-24 n/CMI était diminué aux plus forts
inocula. Par exemple, pour I'une des souches utilisées, le ratio fAUCo-24 n/CMI était de 8.19 et

7.17 avec un inoculum a 10° et a 107 UFC, respectivement.

Pour caractériser I’El les vitesses de bactéricidie des antibiotiques peuvent étre comparées
(D.-G. Lee et al. 2013). Par exemple, Lee et al. ont étudié I'efficacité de la vancomycine sur 24
h dans un modeéle murin neutropénique d’infection de la cuisse avec une souche de S. aureus
résistante a la méthicilline a 10° et 107 UFC/cuisse. Des comptages bactériens ont été réalisés

a partir des cuisses prélevées a différents temps post-traitement a la vancomycine ou au
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sérum physiologique (2, 4, 6, 8, 12, 14, 18 et 24 h) afin déterminer a I'aide d’une régression
linéaire les vitesses de croissance et de bactéricidie in vivo (exprimées en logio UFC/cuisse/h).
La différence entre ces deux vitesses a permis de caractériser I'El de S. aureus vis-a-vis de la
vancomycine pour chaque schéma posologique testé. Par exemple, il a été ainsi montré
gu’avec une administration sous-cutanée d’une dose de 12,5 mg/kg de vancomycine toutes
les 6 h, la différence de vitesses était de -0,028 logio UFC/cuisse/h (ce qui correspond a une
éradication) au faible inoculum, alors qu’au plus fort inoculum, la différence de vitesses était
de 0,080 logio UFC/cuisse/h. Cette différence de vitesses entre les deux inocula était atténuée
a la plus forte dose testée (200 mg/kg toutes les 6h) avec des différences de vitesses de -0,088
log1o UFC/cuisse/h et de -0,060 logio UFC/cuisse/h a un inoculum de 10° et 107 UFC/cuisse,

respectivement.

lll. L’El, un phénomeéne dont les origines sont multiples
L’El étant un phénomeéne dépendant du couple antibiotique/souche bactérienne étudié
(Bedeni¢, Beader, et Zagar 2001; R. C. Li et Ma 1998; Salas et al. 2020; Burgess et Hall 2004;
Mizunaga et al. 2005; Harada et al. 2014; D.-G. Lee et al. 2013), les hypothéses concernant

les mécanismes a I'origine du phénomeéne de I’El sont multiples.

A. Un déséquilibre entre le nombre de molécules d’antibiotique et nombre de bactéries
L'une des hypotheses les plus simples énoncées dans la littérature pouvant expliquer I'El, est
la diminution de nombre de molécules d’antibiotique disponible par bactérie. En effet, pour
une méme concentration d’antibiotique, le nombre de molécules disponibles avec un
inoculum a 10® UFC/mL, par exemple, est plus important qu’avec un inoculum a 108 UFC/mL

(Udekwu et al. 2009; Baeder et Regoes 2019).

B. La production de B-lactamases
Comme nous I'avons vu précédemment la production d’enzymes bactériennes telles que les
B-lactamases a un réle important dans I’El (Bedeni¢, Beader, et Zagar 2001; Burgess et Hall
2004). En effet, un El sur la CMI de divers B-lactamines avait été observé uniguement avec les
souches de K. pneumoniae produisant une BLSE (Bedeni¢, Beader, et Zagar 2001). De méme,

I'activité du méropénéme était impactée par la taille de I'inoculum, uniquement lorsque des
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souches de K. pneumoniae produisant des BLSE étaient utilisées. Ces résultats suggerent donc
qgue la diminution de [lactivité des RB-lactamines serait due a une concentration
extracellulaire en BLSE plus importante en lien avec un nombre de bactéries plus important

aux forts inocula.

C. Une fixation aux cibles présentes dans le milieu extracellulaire
Dans certains cas les molécules présentes dans le milieu extracellulaire peuvent modifier
I’efficacité des antibiotiques en présence d’un fort inoculum. Par exemple, Yokota et al., ont
montré que les LPS présents dans le surnageant de culture pouvait entrainer une diminution
de I'efficacité de la CST (Yokota et al. 2018). Dans un premier temps, ils ont observé un El sur
la CMI de la CST avec des souches de P. aeruginosa, E. coli et A. baumannii, avec un El plus
important pour P. aeruginosa. Les quantités de LPS, protéines et acides nucléiques présents
dans le surnageant de culture de ces trois especes ont été mesurés apres filtration pour
d’identifier I'origine de cette différence d’El. Le surnageant de culture de P. aeruginosa
contenait des quatnités nettement plus élevées de LPS, de protéines et d’acides nucléiques
que celui d’E. coli et d’A. baumannii. Afin d'identifier quelle molécule était impliquée dans la
diminution de I'efficacité de la CST, la CMI de la CST contre une souche E. coli a été mesurée
en présence de trois composants extracellulaires majeurs du surnagent de culture de P.
aeruginosa (alginate, I'ADN et le LPS). La CMI de la CST en présence de LPS passait de 1 a 128
pug/mL. L'ADN n'avait qu'un faible effet sur la CMI de la CST avec une augmentation de la CMI
13 2 pg/mL. L'alginate n'avait aucun effet sur la CMI. Ces résultats ont été confirmés par la
diminution de I'activité de la CST in vitro lors de TKC statiques en présence de LPS a 5 et 50
pug/mL. Dans cette étude, une augmentation de la CMI d’aminosides (amikacine, gentamycine
et tobramycine) a été également observée en présende de LPS a 500 pug/mL. Cela suggére que
I’activité des antibiotiques cationiques, tels que les polymyxines et les aminosides, peut étre
diminuée en raison de leur fixation aux LPS/LOS des bactéries vivantes et mortes, mais aussi
aux LPS/LOS présents dans le milieu extracellulaire. Ainsi, une quantité importante de LPS en
lien avec une densité bactérienne importante aux sites infectieux pourrait affecter I'efficacité

de ces antibiotiques.
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D. Une population bactérienne hétérorésistante
D’autres ont attribué I’El a une hétérorésistance de la population bactérienne. La probabilité
d’avoir une sous-population résistante dans I'inoculum de départ est plus importante avec les
forts inocula (Ferran et al. 2009; Kesteman et al. 2009). Ainsi, une densité bactérienne
importante pourrait favoriser la sélection de mutants, notamment en cas d’utilisation d’une
concentration en antibiotique inférieure a la concentration prévenant les mutants (CPM). Or,
comme illustré par la Figure 37, en I'absence d’antibiotique ou en présence de concentrations
inférieures a la CMI des bactéries sensibles, les mutants résistants représentent une faible
proportion de la population bactérienne (N. Zhang et al. 2017; Cantdon et Morosini 2011).
Lorsque la concentration en antibiotique est supérieure a la CMI, la sous-population sensible
est réduite au profit de la sous-population résistante, jusqu'a atteindre une concentration en
antibiotique ou aucune sous-population n'est résistante ; c’est la concentration prévenant les
mutants (CPM). La CMI et la CPM définissent les limites de la fenétre de sélection des mutants
(FSM), c’est-a-dire, la gamme des concentrations en antibiotique ou seule la sous-population

résistante est sélectionnée.

Population initiale

s==£

[
e

FSM

Concentrations en antibiotique

Temps

Figure 37. Schéma de la fenétre de sélection des mutants — D’aprés (Cantén and Morosini

2011), Créé avec Biorender.com
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Par exemple, a partir d’'un modele murin neutropénique d’infection de la cuisse a E. coli, il a
été montré qu’en cas d’infection avec un fort inoculum (108 UFC/souris contenant 102
UFC/souris bactéries résistantes), apres 48 h post-traitement a la marbofloxacine a 20 mg/kg,
les clones isolés étaient tous résistants a cet antibiotique (Ferran et al. 2009). Tandis que chez
les souris infectées avec un plus faible inoculum (10% UFC/souris sans bactéries résistantes),
aucun clone résistant n’a été identifié. Les souris traitées avec des doses répétées de
marbofloxacine, présentaient une proportion de bactéries résistantes moins importante que
celles traitées par dose unique. Ce qui suggére que le maintien des concentrations en
antibiotiques hors de la FSM, c’est-a-dire supérieures a la CPM, est important pour la réussite
du traitement. Cela a été également observé dans une seconde étude évaluant la PK/PD de la
marbofloxacine in vivo dans modéle murin d’infection pulmonaire a K. pneumoniae chez le rat

(Kesteman et al. 2009).

E. La production de biofilms bactériens
Pour expliquer la diminution de concentration efficace de pipéracilline en fonction de la taille
de I'inoculum initial d’E. coli, Bhagunde et al. ont émis I’"hypothése qu’en présence d’un fort
inoculum, la formation de biofilm bactérien était plus importante (Bhagunde et al. 2010). Ils
ont donc évalué, en paralléle de I'étude de I'El, la capacité de la souche d’E. coli utilisée a
former des biofilms sur 24h dans des conditions contrdles (sans antibiotique) a un inoculum
initial @ 10° et 3 108 UFC/mL. En présence d’une forte densité bactérienne initiale, la biomasse
observée a la fin de I'expérience était plus importante que celle obtenue avec une plus faible
densité bactérienne initiale (10> UFC/mL). Comme mentionné dans le chapitre |, les biofilms
peuvent diminuer l'efficacité des antibiotiques en limitant leur accés aux bactéries, ce qui

pourrait expliquer I’El observé au cours de cette étude.

F. La modification de I’expression des cibles des antibiotiques
Lors de I’étude de I'impact de la taille de I'inoculum de souches d’E. coli, produisant ou non
des BLSE, vis-vis la combinaison pipéracilline/tazobactam et de I"amoxicilline/acide
clavulanique, un El d’E. coli avait été observé uniquement sur 'activité de la combinaison
pipéracilline/tazobactam (Lopez-Cerero et al. 2010). Ce qui suggére que, dans ce cas, I'El n'est
pas lié a la production de R-lactamases puisque I'activité de Ila combinaison
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amoxicilline/clavunate restait inchangée quel que soit I'inoculum de départ. Les auteurs ont
alors émis I’'hypothese que cet El serait dii a une modification de I’expression des protéines
cibles. En effet, 'amoxicilline cible les protéines liant les pénicillines (PLPs) PLP1A et PLP2,
alors que la pipéracilline cible préférentiellement les PLP2 et PLP3. Or, il a été montré que
I’expression de la PLP3 diminuait fortement durant la phase stationnaire de croissance (celle
des deux autres PLPs restant inchangée) (Aedo, Orman, et Brynildsen 2019). Cela pourrait
donc expliquer I'El observé sur la pipéracilline, puisque la phase stationnaire est atteinte plus

rapidement avec un fort inoculum (a partir de 10’ UFC/mL dans cette étude).

G. Un changement d’état physiologique
Comme illustré par le modele PKPD semi-mécanistique de Nielsen et al. (Figure 35), I'El
pourrait aussi étre d(i a un changement de I’état physiologique des bactéries (E. |. Nielsen et
al. 2017). Afin de valider la structure de leur modele PKPD, c’est-a-dire I'existence d’une sous-
population de bactéries « persistantes » (en état Nc), des TKC & 106 UFC/mL avec des souches
supplémentaires d’E. coli (cliniques et de référence) résistantes a la ciprofloxacine ont été
réalisées. Une bactéricidie rapide jusqu’a atteindre la limite de quantification (LOQ = 10
UFC/mL), a été observé avec les souches de références. Dans le cas des souches cliniques, une
bactéricidie en deux temps a été observée : une premiére décroissance de 3 logio UFC/mL,
suivie d’une diminution lente (n’atteignant pas la LOQ) a été observée. Ces bactéries
« persistantes » ont été ensuite utilisées pour la réalisation d’'une seconde TKC. Il en résulte
gue ces bactéries, initialement persistantes, se comportaient lors de la seconde TKC comme
les bactéries qui sont dans un état physiologique S, ce qui indique que les bactéries Nc étaient

dans un état réversible. Ces résultats ont permis de valider la structure du modéle PD.

H. Le quorum sensing
Le quorum sensing, c’est-a-dire la communication entre les bactéries, est un mécanisme qui
peut étre impliqué dans I’El. L'implication du quorum sensing a été évoquée par Bulitta et al.
lors de I'étude de I'impact de la taille de I'inoculum de P. aeruginosa sur I'activité de la
ceftazidime (Bulitta et al. 2009). La ceftazidime est substrat de la pompe d’efflux MexAB-OprM
dont I'expression est induite en cas de fortes concentrations dans le milieu extracellulaire

d’une molécule du quorum sensing, le N-butyryl-L-homo-sérine (Maseda et al. 2004; Sawada
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et al. 2004). Or, comme nous I'avons vu dans le chapitre I, la concentration en auto-inducteurs,
dans ce cas en N-butyryl-L-homo-sérine, dans le milieu extracellulaire est plus importante lors
de la phase stationnaire de croissance (Maseda et al. 2004). Ainsi, ce mécanisme a été utilisé
pour décrire, a 'aide du modeéle semi-mécanistique complexe, la modification de I'activité in

vitro de la ceftazidime en fonction de la taille de I'inoculum de P. aeruginosa (Figure 36).

En résumé, I'El est un phénomeéne qui peut étre étudié avec différentes méthodes, chacune
apportant un degré d’information différent. Cependant quelle que soit la méthode utilisée, il
a été montré que I'El est dépendant de la combinaison antibiotique/souche bactérienne
considérée. C'est un phénoméne complexe dont les origines peuvent étre multiples. Bien que
I'impact de la taille de I'inoculum en clinique soit débattu (K. P. Smith et Kirby 2018; Craig,
Bhavnani, et Ambrose 2004), I'El peut remettre en question les critéres d’évaluation de
I'efficacité des antibiotiques classiquement utilisés tels que la CMI et les index PK/PD (Udekwu

et al. 2009; Fantin et al. 2019).
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Objectifs

Cette these s’inscrit dans le cadre du projet INPULSE, cofinancé par I'INSERM et la Région
Nouvelle-Aquitaine, dont le but est de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques
pour faire face a I'antibiorésistance et lutter contre les INfections PULmonaires SEvéres et/ou
hautement transmissibles. Ce travail s’est donc concentré sur le pathogéne opportuniste A.
baumannii, responsable d’infections pulmonaires acquises sous ventilation mécanique. De
plus, les polymyxines étant I'un des traitements de dernier recours face aux souches d’A.
baumannii multirésistantes, la polymyxine B a été choisie comme molécule antibiotique

d’étude.

L’objectif principal de cette thése était donc d’évaluer I'impact de la taille de I'inoculum
bactérien d’A. baumannii sur la pharmacodynamie de la polymyxine B. Pour y parvenir, ce

travail de thése a été réalisé selon deux axes complémentaires :

> Axe | : Evaluation de I'impact de la taille de I'inoculum d’A. baumannii sur 'activité de la
polymyxine B in vitro. Cette partie fait Fobjet d’un article scientifique soumis a Antimicrobial

Agent and Chemotherapy, dont le manuscrit est présenté.

» Axe 2 : Comparaison des résultats in vitro aux résultats in vivo obtenus dans un modele
murin d’infection de la cuisse et d’infection pulmonaire a A. baumannii. Cette partie, en

I’état, ne fait pas I'objet d’un article scientifique. Elle est présentée sous le format IMReD

(Introduction, Matériels et Méthodes, Résultats et Discussion) en anglais.

La démarche scientifique de ce travail de these est illustrée par la Figure 38.
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Problématiques
Les infections pulmonaires a Acinetobacter baumannii
Augmentation de la résistance aux antibiotiques et impasses thérapeutigues
Mangue de nouveaux antibiotiques efficaces
Polymyxines traitements de deniers recours face aux infections dues aux souches d'A. baumannii
multirésistantes

PR TR N

) 4

Hypothése
La densité bactérienne au site infectieux est I'un des parametres responsables de ces échecs
thérapeutiques

\ 4

Objectif

Evaluation de I'impact de la taille de I'inoculum d’A. baumannii sur la PK/PD de la polymyxine B

Méthodologie
1 v

l 1. Etude in vitro l l 2. Etude in vivo '

. ks * Développement de modeles murins neutropénigues d’infection de la
cuisse et d'infection pulmonaire a A. baumannii

= Evaluer l'efficacité de la polymyxine B dans les deux modeéles
infectieux

* Evaluer I'impact de |a taille de I'inoculum d’A. baumannii sur
I'activité de la polymyxine B in vivo

* Caractériser l'effet inoculum d’A. baumannii par modélisation PK/PD

= Evaluer l'efficacité de la polymyxine B contre 4 inocula de taille
différentes d'A. baumannii

= Caractériser l'effet inoculum d’A. baumannii par modélisation PK/PD

* Analyse moléculaire par séquencage du génome entier et RT-qPCR

Figure 38. Schéma de la démarche scientifique de la thése
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Axe 1 : Evaluation de I'impact de la taille de I'inoculum d’A. baumannii sur

I'activité de la polymyxine B in vitro

Article 1 : A new PKPD model to characterize the inoculum effect of Acinetobacter

baumannii on polymyxin B in vitro

» Article soumis a Antimicrobial Agents and Chemotherapy Journal (Référence: AAC01789-

21)

Grace Akrong*, Alexia Chauzy*, Vincent Aranzana-Climent, Mathilde Lacroix, Luc Deroche,
Laure Prouvensier, Julien. M Buyck, William Couet et Sandrine Marchand (*Co-premiers

auteurs)
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Résumé

L'effetinoculum (c'est-a-dire la diminution de I'activité des antibiotiques en présence d’un fort
inoculum initial) est un phénomene décrit pour divers agents pathogénes. Comme il existe
peu de données sur l'effet d'inoculum d'Acinetobacter baumannii, nous avons évalué la
bactéricidie de la polymyxine B, un antibiotique de dernier recours, contre A. baumannii avec
plusieurs inocula et nous avons développé un modele PKPD pour décrire ce phénomene. Des
expériences de TKC statiques in vitro ont été réalisées avec de la polymyxine B a des
concentrations allant de 0,125 a 128 mg/L contre une souche clinique d’A. baumannii a quatre
inocula allant de 10> & 102 UFC/mL. Des échantillons ont été prélevés jusqu'a 30 h pour
guantifier la charge bactérienne, et les résultats PD ont été modélisés simultanément dans le
logiciel NONMEM. L'expression des génes de résistance a la polymyxine B (/loxACD, pmrCAB et
wzc) et les modifications génétiques de ces génes ont été étudiées par des expériences de RT-
gPCR et de séquencage de I'ADN, respectivement. Le modéle PKPD comprenait une
population bactérienne homogene présentant une résistance adaptative. L'effet PD de la
polymyxine B a été modélisé par un modele sigmoide Emax et l'effet inoculum par une
augmentation de I'ECso de la polymyxine B avec l'augmentation de l'inoculum initial en
utilisant une fonction de puissance. L'activité de la polymyxine B a été diminuée a mesure que
la taille de l'inoculum initial augmentait : une augmentation d’un facteur 17 de I'ECso de la
polymyxine B a été observée entre I'inoculum le plus faible et le plus élevé. Aucun effet de la
polymyxine B et de la taille de I'inoculum n'a été observé sur les genes étudiés. Le modele
PKPD proposé a permis de décrire et de prédire avec succés I'important effet inoculum in vitro
d’A. baumannii sur 'activité de la polymyxine B. Ces résultats doivent étre validés en utilisant

d'autres combinaisons bactéries/antibiotiques et des modéles in vivo.
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ABSTRACT

The inoculum effect (i.e., reduction in antimicrobial activity at large starting inoculum) is a
phenomenon described for various pathogens. Since limited data exist regarding inoculum
effect of Acinetobacter baumannii, we evaluated killing of A. baumannii by polymyxin B, a last-
resort antibiotic, at several starting inocula and developed a PKPD model to capture this
phenomenon. In vitro static time-kill experiments were performed using polymyxin B at
concentrations ranging from 0.125 to 128 mg/L against a clinical A. baumannii isolate at four
starting inocula from 10° to 108 CFU/mL. Samples were collected up to 30 h to quantify the
viable bacterial burden and were simultaneously modeled in the NONMEM software program.
The expression of polymyxin B resistance genes (lpxACD, pmrCAB and wzc), and genetic
modifications were studied by RT-qPCR and DNA sequencing experiments, respectively. The
PKPD model included a single homogeneous bacterial population with adaptive resistance.
Polymyxin B effect was modelled as a sigmoidal Emax model and the inoculum effect as an
increase of polymyxin B ECso with increasing starting inoculum using a power function.
Polymyxin B displayed a reduced activity as the starting inoculum increased: a 20-fold increase
of polymyxin B ECso was observed between the lowest and the highest inoculum. No effects
of polymyxin B and inoculum size were observed on the studied genes. The proposed PKPD
model successfully described and predicted the pronounced in vitro inoculum effect of A.
baumannii on polymyxin B activity. These results should be further validated using other

bacteria/antibiotic combinations and in vivo models.
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INTRODUCTION

It is admitted that dense bacterial population may reduce antibiotics efficacy (1, 2). This
phenomenon referred as inoculum effect (IE) may have several origins such as greater
production of R-lactamases observed with E. coli and leading to reduction of effective
concentrations of B-lactam antibiotics available for bacterial killing (3), greater biofilm barrier
formation in the presence of higher E. coli bacterial density (4), or larger release of
lipopolysaccharides (LPS) reducing P. aeruginosa susceptibility to colistin (5). IE has been
described for various pathogens such as S. aureus, P. aeruginosa and Enterobacter species (E.
coli, K. pneumoniae) (3, 6, 7). IE may obviously have an effect on treatment efficacy and
antibiotic dosing regimen selection, especially in the case of difficult to treat infections with
high burden load including endocarditis, meningitis, abscesses, and other deep-seated
infections (8). Although, an increase of MIC with inoculum has been observed on several
occasions (3, 9), IE is not taken into consideration by regulators since EUCAST and CLSI
guidelines rely on MIC determinations at a unique starting inoculum of 5*10°> CFU/mL for

PK/PD breakpoints determination (10, 11).

IE has often been attested by an 8-fold or more increase of MIC when the starting inoculum
increases from 5*10° to 5*107 CFU/mL (8, 12—14), whereas more informative PKPD modeling
approaches have only been used on few occasions (4, 15-18). Mechanism-based PKPD models
were initially developed and validated by J. Bulitta et al. to capture the IE of P. aeruginosa on
ceftazidime (17) and then colistin (18) effects. Concomitantly a semi-mechanistic model was
published by Bhagunde et al. describing the IE of E. coli on piperacillin activity (4). Although
very elegant, these PKPD models relying on mechanistic assumptions are species dependent
and may not apply to all sorts of antibiotics/bacteria combinations. Therefore, our objective
was to develop a mechanism independent PKPD model with potential large application. A.
baumannii was selected for this study as a strain responsible for difficult to treat pulmonary
infections with potentially high burden load (19), but also because, to our knowledge, A.
baumannii is a pathogen for which the IE has never been characterized. And polymyxin B

(PMB) was chosen as a last resort antibiotic potentially active against A. baumannii (20).
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MATERIALS AND METHODS

1. Chemicals and bacterial isolates
Polymyxin B (PMB), obtained from Sigma-Aldrich (Merck KGaA, Saint-Quentin Fallavier,
France), was used to prepare fresh stock solutions of 10 mg/mL in sterile water. All chemicals

and reagents used were analytical grade.

A clinical strain of A. baumannii (CS01), isolated from a patient with a meningitis before

treatment with colistin, was used during this study (21).

2. Determination of PMB minimal inhibitory concentrations (MICs)
MICs were determined in triplicate based on the CLSI reference methods (22). Briefly a
suspension with an optical density (OD) of 0.1-0.15 (corresponding to 1*10® CFU/mL) of
isolated colonies selected from an overnight culture on Mueller Hinton agar (MHA) plate was
prepared. This bacterial suspension was used to prepare inocula of 10°, 108, 107 or 108 CFU/mL
in Muller-Hinton broth Il cation adjusted (MHB) (Biomérieux, Marcy-I'Etoile, France). Then
microdilutions of PMB were prepared in 96-well plates at concentrations ranging from 0.125
to 64 mg/L for each inoculum. The plates were incubated at 35 + 2°C for 18 + 2 h, and the MIC
for each inoculum was recorded as the lowest drug concentration inhibiting visible bacterial

growth. The results were confirmed by a resazurin reduction-based assay (23).

3. Time-kill kinetics curves (TKC) experiments
Bacteria were cultured in 5 mL of MHB with constant shaking (150-170 rpm) overnight at 35 +
2°C. This overnight suspension was diluted to a 1/50 in MHB with a final volume of 10 mL and
was incubated with constant shaking at 35°C during 2 h until an OD of 0.26 was achieved,
corresponding to a bacterial density of 1*10% CFU/mL in exponential growth phase. This
suspension was centrifuged at 3000 g for 6 min and the pellet was resuspended in 1 mL of
MHB to obtain a bacterial density of 1*10° CFU/mL. This suspension was used to prepare
several inocula in MHB (20 mL) at concentrations of 10°, 108, 107, or 108 CFU/mL. PMB was
added to the broth at various concentrations ranging from 0.125 to 4 mg/L for the 10° CFU/mL
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inoculum, from 0.25 to 16 mg/L for the 10® CFU/mL inoculum, from 0.5 to 32 mg/L for the 10’
CFU/mL inoculum and from 1 to 128 mg/L for 108 CFU/mL inoculum. Drug-free MHB was used
as a positive control for each inoculum. These cultures were incubated at 37°C, with constant
shaking and bacterial counts were quantified after 0, 4, 8, 24 and 30 h by plating serial dilutions
on MHA plates complemented with 1% active charcoal to prevent PMB carry-over effect (24).
At time 0, each starting inoculum was also plated onto MHA plates containing PMB at a
concentration of 8 times the corresponding PMB MIC to determine quantitative viable counts
of less-susceptible cells CFUs were counted after 24 h of incubation at 37°C (25). The limit of
quantification was equal to 800 CFU/mL i.e. 2.9 logio CFU/mL. Experiments were conducted

in triplicate.

4. Pharmacodynamic model
TKC data obtained with the four inocula were simultaneously analyzed using NONMEM 7.4
(ICON plc, Dublin, Ireland) with the Laplacian algorithm and the M3 method for handling
observations below the limit of quantification (26). The general structure of the model is
detailed in supplemental materials. Briefly, a previously developed semi-mechanistic model
describing adaptive resistance was used (27). Different functions (linear, power, basic Emax0or
a sigmoidal Emax function) for describing the PMB concentration-effect relationship and
adaptive resistance were investigated. PMB was assumed to be stable over the course of the
experiment as previously shown and, thus, no PK compartment was included in the model
(28). Moreover, empiric functions (linear, exponential or power function) and a mechanism-
based model for characterizing the IE were assessed (29). Model selection was based on
objective function value (OFV), relative standard errors (RSEs) of the parameter estimates and
goodness of fit (GOF) plots (30). Visual predictive checks (VPCs) with stratification on PMB
concentration and starting inoculum were drawn to evaluate the predictive performance of
the model and taken into account for model selection. Observed bacterial counts were plotted
versus time and overlaid with the median and 90% prediction interval obtained by simulating
1000 replicates of the original dataset; the concordance between simulations and

observations was inspected visually.
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5. Simulations of CFU versus time profiles
Simulations of expected PMB bactericidal effect at 0.25, 0.5, 1, 2, 4 and 8 mg/L as a function
of time with all tested inocula were performed using R software (v.3.5.2) (31) with the

mrgsolve R-package (v.0.10.0).

6. Quantification of the expression of PMB resistance genes and DNA sequencing

The expression of PMB resistance genes was quantified by a two-step reverse transcription-
real time PCR (RT-gPCR) method during TKC for starting inocula of 10% and 1028 CFU/mL in
presence or not of PMB at 1 mg/L with a final volume of 40 mL. The final protocol is detailed
in supplemental materials. Moreover, DNA sequences of the most likely resistance genes of
Acinetobacter baumannii (pmrA, pmrB, pmrC, IpxA, IpxC, IpxD and eptA) were analyzed after
a whole genome sequencing according to a protocol presented in supplemental materials.

Samples were taken over time at 0, 4, 8 and 24 h of the TKC.

RESULTS

1. MIC determinations
MIC values were <0.125, 0.125, 0.25 and 1 mg/L for the 10° 10°, 107 and 108 inoculum,

respectively.

2. Time-kill curves (TKC) experiments
The results of the time-kill experiments are represented as circles in Fig. 1. No PMB effect was
observed for concentrations below or equal to 1 mg/L with the inocula of 10°, 107 and 108
CFU/mL. For a starting inoculum of 10°> CFU/mL, a PMB concentration of 4 mg/L resulted in a
rapid bacterial decay to undetectable CFU within few hours (< 3h) whereas bacterial killing
was less pronounced, and regrowth occurred for the other 3 starting inocula (Fig. 1, circles).

Up to 32-fold-higher concentrations were required at a starting inoculum of 108 CFU/mL to
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achieve a similar bactericidal effect. No pre-existing resistant subpopulations growing on

PMB-containing agar plates were observed for all 4 starting inocula tested.
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Figure 1. Visual predictive checks (VPC) for the final model. Circles represent experimental

data, solid lines the median of simulated data and, colored areas depict the 90% prediction

interval for 1000 simulated profiles.

3. Pharmacodynamic model and simulations
TKC data were well described by the model depicted in Fig. 2. Parameter estimates with their

corresponding uncertainties are summarized in Table 1. VPCs of the final model are shown in

Fig. 1 and GOF plots in Fig. S1.
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Figure 2. Schematic diagram of the PD final model. Bacteria multiplied with a first-order
rate constant (Kg) in the bacterial compartment (B). Polymyxin B (PMB) effect Kpvs, was
modeled according to an Emax model. Adaptive resistance (AR) to PMB occurred when bacteria

were exposed to PMB according to a first order rate constant Kon.

Bactericidal effect of PMB (Kpmg) was best described by a sigmoidal Emax model (Eq. 1).

Emax*Ch
Kpmp= 5 —2 Eq. 1
PMBT EeY oo (Eq. 1)

Where Emax (h1) is the maximum Kkill rate constant; ECso (mg/L), the PMB concentration that
results in 50% of Emax; Cems, the PMB concentration and y, the Hill coefficient that characterizes
the steepness of the drug effect relationship. The emergence of adaptive resistance during
the experiment was characterized by a transfer rate constant (Kon) of non-adapted to adapted
bacteria which was not dependent on PMB concentration. Random variability between
experiments was included on Kon to catch the variability in the bacterial response to PMB from
one replicate to another (Table 1). The introduction of inter-experiment variability on Kon was
associated with a decrease in the objective function value (529 versus 341) and the residual

error (1.64 vs 0.61 logio CFU/mL). The impact of adaptive resistance on PMB antibacterial
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effect was best described as a reduction of PMB Emax(o) (initial Emax value before adaptive

resistance has developed) with time following a linear function (Kadapt) (EQ. 2).

Emax=Emax(O)x(l'KadaptxARon) (EQ- 2)

The PD model predicted that the percentage of ARon would increase with time from 0% at time
zero to 64%, 87% and 100% at 4, 8 and 24 h of experiment, respectively. Consequently, Emax
would decrease from its initial value (8.96 h'!) to 4.23, 2.54 and 1.58 h* after 4 h, 8 h and 24

h of experiment respectively, explaining regrowth observed during TKC experiments.
IE was integrated in the model as an increase of PMB ECsg with increasing theoretical starting
inoculum using a power function (Eq. 3).

(Eq. 3)

Starting inoculum)B
6.5

EC50=ECs0,med* (

Where ECso,med is the ECso for a TKC with a theoretical starting inoculum of 108> CFU/mL and B

the coefficient describing the IE on ECso.

PMB bactericidal effect, adaptive resistance effect and IE were incorporated in the logistic

growth model to describe the time course of bacterial counts, such as:

B ) B — (Emax(O)X(l'KadaptxARon))xc\r:MB

dB
= =Kex (1- — ) xB (Eq. 4)

StartinginoculumB v
ECSO'medX( 6.5 ) *Cem

Where B (CFU/mL) is the susceptible bacterial population, Kg (h!) is the apparent growth rate

constant and Bmax (CFU/mL) the maximum bacterial count reached in the system.
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Table 1 : Parameter estimates and relative standard error (RSE) for the final model

% CV for 1IV
Parameter Unit Description Estimate (RSE%)
(RSE %)
INOCs | logio CFU/mL |Initial bacterial density for 108 CFU/mL inoculum 8.06 (1.1) -
INOC; | logio CFU/mL |Initial bacterial density for 10’ CFU/mL inoculum 6.96 (1.6) -
INOCs | logio CFU/mL |Initial bacterial density for 10 CFU/mL inoculum 6.29 (1.7) -
INOCs | logio CFU/mL |Initial bacterial density for 10° CFU/mL inoculum 5.33(2.2) -
Kg h? Apparent growth rate constant 1.62 (8) -
Bmax logio CFU/mL | Maximum bacterial count reached in the system 8.5(0.7) -
Maximum kill rate constant due to PMB when no
Emax(O) h_l . . 8.96 (9) -
adaptive resistance has developed
ECso mg/L PMB concentration that results in 50% of Emax(o) 1.46 (9.1) -
v Hill coefficient that c.harac.terizes the steepness of 0.656 (5.6) i
the drug effect relationship
Kon h Rat.e constant for development of adaptive 0.253 (19.8) 40.8 (17.4)
resistance
Linear function for impact of adaptive resistance
Kadapt on PMB antibacterial effect 0.824(2.8)
R Inoculum effect 6.04 (11.5) -
- logio CFU/mL Additi\{e residual error on logio scale for total 0.608 (22) i
bacteria count

CV : coefficient of variation

IIV: inter-individual variability

An increase of PMB ECso by a factor 20 was predicted between the lowest and the highest
inocula (ECso = 0.3, 0.9, 2.28 and 5.12 mg/L for inoculum of 10°, 108, 107and 10® CFU/mL,

respectively). Much higher PMB concentrations would be necessary to observe PMB
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bactericidal effect against dense bacterial populations as illustrated in simulations of expected

bacterial counts versus time for different inocula (Fig. 3).

10° CFU/mL | 10° CFU/mL

107+ ECgo=0.30 mg/L | ECgo = 0.90 mg/L
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Figure 3. Simulations of expected bacterial counts (CFU/mL) versus time in presence of
various concentrations of PMB (pink: 0.25 mg/L; light blue: 0.5 mg/L; black: 1 mg/L;
yellow: 2 mg/L; dark blue: 4 mg/L; and orange: 8 mg/L) for various starting inocula. ECso

corresponding to PMB concentration that results in 50% of Emax(o).

At a concentration corresponding to the MIC of PMB with the study strain (0.25 mg/L), the
model predicts a decrease followed by a regrowth is observed with the lowest inoculum (10°
CFU/mL), while at the highest inoculum (108 CFU/mL) no effect is predicted. Similarly, at the
highest simulated concentration (8 mg/L), a total bactericidal effect is predicted at the lowest
inoculum (10° CFU/mL), whereas with the highest inoculum (108 CFU/mL) a decay followed by
a regrowth was predicted by our model. To better illustrate the IE, initial killing half-lives (IK-
HL) of various concentrations of PMB (0.25, 0.5, 1, 2, 4 and 8 mg/L) with the 4 inocula were

calculated from Eqg. 1 and are presented in Table 2.
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Table 2 : Model derived initial killing half-lives (min) at various PMB concentrations and initial inocula

PMB concentrations
(mg/L)
0.25 0.5 1 2 4 8
Inocula
(CFU/mL)
10° 10 8 7 6 5
10° 15 11 9 7 6
107 24 17 13 10 8
108 38 26 18 13 10 8

4. Expression of PMB resistance genes and genetic modifications in PMB resistance

genes

Expression of LPS-modifying (omrCAB, IpxACD) and capsule genes (wzc) did not differ
significantly in A. baumannii over time (4 h, 8 h and 24 h), with or without treatment and
between the two inocula tested (108 and 108 CFU/mL) (Fig. S2). No genetic modification was
observed in pmrCAB, IpxACD, wzc and eptA genes, with or without treatment and between

the two inocula tested (10% and 108 CFU/mL) (data not shown).

DISCUSSION

This study has demonstrated a strong in vitro |E of A. baumannii on PMB antimicrobial activity,
consistent with those of P. aeruginosa on PMB (32) and also colistin (18) previously described.
Yet the most innovative aspect of this new study was the development of an original PKPD
model. On many occasions, TKC exhibit an initial rapid decay of CFU with time followed by
regrowth after few hours (Fig. 1) (16—18). This type of behavior can be described by two types
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of PKPD models, with either two heterogeneous subpopulations, S for sensitive and R for
resistant (S/R model), or a single population with adaptive resistance (AR model). Because of
its relative simplicity, formal statistical comparisons frequently favor the S/R model, due to
the parsimony principle (33), although this model may not be consistent with the mechanism
responsible for regrowth and may be misleading. However, in this study, the tested AR model
(Fig. 2) was statistically superior to the S/R model to describe the experimental TKC data. In
agreement with that, bacterial susceptibility testing at time 0 failed to demonstrate the
presence of a small fraction of R bacteria to support the S/R model. The simultaneous
occurrence of IE and adaptive resistance (AR) makes MIC modifications with bacterial density
difficult to interpret, whereas PKPD modeling can discriminate between these separate
phenomena to describe the CFU versus time curves (Fig. 2). Accordingly, an increase of PMB
ECso modelled by a power function was added to the initial AR model to take into account the
IE (Eq. 3). This model presents similarities with that previously proposed by Bhagunde et al.,
to capture the IE of E. coli on piperacillin killing effect, and relying on a reduction of the
effective drug concentration available for bacterial killing as the result of a greater biofilm
barrier in the presence of higher bacterial density (4). However, biofilm formation is unlikely
to occur during in vitro TK experiments under constant shaking, and for that reason our
objective was to develop a non-mechanistic model. Yet the model developed by Bhagunde et
al. and ours both relate the decrease in killing effect with time to the baseline inoculum, and
therefore do not capture the changing antibiotic activity together with changing bacterial
density with time during TKC experiments, as previously mentioned by Nielsen and Friberg
(34). However, substitution of the starting inoculum term in Eq. 3, by the changing value of
log CFU with time, leads to model unidentifiability, probably due to the appearance log CFU
on both sides of the equal sign in Eq. 4 and interaction thus introduced between the IE, PMB

effect and adaptive resistance parameters.

Noticeably, Nielsen et al. have proposed to extend the application of their PD model in which
growing bacteria are eventually converted into resting state, initially proposed to describe the
biphasic killing behavior sometimes observed during TKC experiments or/and the decrease of
growth rate before reaching plateau (29, 35), to investigate IE. This alternative was then
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successfully tested using E. coli and ciprofloxacin and considering two subpopulations of
bacteria (S and R), each present in a growing phase possibly converted more or less rapidly
into resting state, as a function of the inoculum size (16). However, this model was tested, but

without success, to describe our data.

Altogether, our model provided a reasonably good description of the experimental data and
offers the advantage of relative simplicity with no mechanistic assumptions. It would now be
interesting to assess this model capability to describe the IE of bacteria producing R-

lactamases in the presence of B-lactam antibiotics.

The ECso values estimated during the present study increased from 0.30 to 5.12 mg/L when
the starting inoculum increased from 10° to 108 CFU /mL (Fig. 3). This 17-fold variation
suggests a major IE but remains difficult to interpret. Simulations were conducted to better
illustrate the consequences of the IE on CFU versus time curves during TKC experiments with
PMB concentrations varying between 0.25 and 8 mg/L (Fig. 3), using a range of total
concentrations consistent with those encountered in patients (36). The model developed in
this study predicted an important reduction of the PMB PD effect in the presence of a dense
bacterial population, however adaptive resistance is a confounding phenomenon that also
contributes to these CFU versus time profiles, which therefore do not reflect exclusively the
PMB killing rate decreases when bacterial density increases. However, the initial killing rate,
when bacteria are not yet adapted, can be used to characterize the IE specifically. It was
derived from Eq. 1, using for each starting inoculum the corresponding ECso value, and
converted into the more explicit initial killing half-lives (IK-HL) (Table 2). As expected, the
highest PMB concentrations lead to the shortest IK-HL. But more interestingly this modeling
suggests that the IE is attenuated at high PMB concentrations. As an example, at a PMB
concentration equal to 8 mg/L, IK-HL increased by 60% (from 5 to 8 min) when the starting
inoculum increased from 10° to 108, whereas at a PMB concentration of 0.25 mg/L, IK-HL
increased by 380% (from 10 to 38 min) when the starting inoculum increased from 10° to 108

(Table 2). Noticeably, with adaptive resistance developing with time, the specific IE would be
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essentially observed at early times when the fraction of adapted bacteria is negligible or at
least still limited, but in clinical practice, at these early times PMB concentrations are the
highest, limiting the impact of IE. However, it should be reminded that this model was
developed after in vitro experiments, presenting a number of advantages, such as the
possibility of comparing a number of various inocula in a large range (10° to 10%) as well as a
large range of PMB concentrations (0.125 to 128 mg/L). These conditions are necessary for
developing such a model combining IE and adaptive resistance but are not affordable for in
vivo experiments. Yet the capability of this model to adequately describe IE in vivo, remains

to be assessed before extrapolating results of this present experiment to the clinical setting.

As opposed to Bulitta et al. who developed a mechanistic model to describe the IE of P.
aeruginosa on polymyxin E (or colistin) (18), the present model was developed without
underlying mechanistic hypothesis. Yet it would have been of interest to explain this IE, but
this was made difficult due to the remarkable genetic flexibility of A. baumannii (37). We
simply tried to verify that AR and IE observed with this particular strain of A. baumannii in the
presence of PMB, were two distinct and unrelated phenomena, as implicitly considered in the
model. The expression of seven genes (IpxACD, pmrCAb and wzc) known to participate into A.
baumannii adaptive resistance in the presence of PMB (38—42) was investigated, but no
significant change was observed, regardless of the inoculum size (Fig. S2). Although regulation
of other genes than those tested cannot be excluded, these experiments are consistent with
the fact that AR developing with time depends upon PMB concentration but not of bacterial
density. Lastly, although genetic changes are unlikely to occur repeatedly during 30 h TKC
experiments, sequencing of the above-mentioned genes was performed, but no deletions or

mutations were observed.

In conclusion a PKPD model devoid of mechanistic rationale for IE, and distinguishing between
IE and AR, has been successfully developed to characterize the in vitro IE of A. baumannii in
the presence of PMB. This modeling approach is far more informative than comparing MICs

values at different inocula. Yet the capability of this new model to describe IE observed with
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other bacteria/antibiotics and resulting from various mechanism, remains to be evaluated. In

vivo evaluation of this IE observed in vitro also needs to be done.
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SUPPLEMENTAL MATERIAL
MATERIALS AND METHODS

1. Pharmacodynamic model
A logistic growth model with one compartment for drug-susceptible growing bacteria was

used to describe the in vitro bacterial population dynamics (1, 2):

Z—f= Kgx (1—

)xB (Eq. 1)

B
Bmax
Where, B (CFU/mL) is the susceptible bacterial population, Kg (h™?) is the apparent growth rate

constant and Bmax (CFU/mL) the maximum bacterial count reached in the system.

The logistic growth model was modified to incorporate PMB bactericidal activity, such as:

dB B

= = Kgx (1 =) XB - Kopyp(o)¥B (Eq. 2)
Where Kpmpo) (h?) is the maximal rate constant of bacterial killing at time 0, when no
resistance has developed. Multiple functions (linear, power, basic Emax or a sigmoidal Emax
function) for Kemgo) were tested. PMB was assumed to be stable over the course of the

experiment as previously shown and, thus, no PK compartment was included in the model (3).

A function representing adaptation of the bacteria to PMB was tested to model the emergence
of resistance, as previously described (4). Briefly, compartments ARon and ARoff representing
the fraction of adapted and non-adapted bacteria respectively were added in the model with
Kon and Ko describing the rate of development and reversal of adaptive resistance,

respectively.

dA:ton = Kon x ARoff - Koff x ARon (Eq. 3)
%ﬂ@ff x ARon - Kon x ARoff (Eq. 4)
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Where multiple functions (linear, power, basic Emax or a sigmoidal Emax function) for Kon (h2)
were tested. At the beginning of the experiment all bacteria were assumed to be non-adapted
(ARon = 0 and ARoff = 1) but in the presence of PMB adaptation developed over time, affecting
Kemg(0). Different functions were tested to characterize the reduction of Kems(o) from its initial
value with the increased proportion of resistance development (Aron), and incorporated into

Eq. 2 as described in Eq. 5.

dB B
= K (1M) xB- Kppm(0<( 1-Kadape*ARON )XB (Eq. 5)

Where Kadapt is the function characterizing drug inhibition due to adaptive resistance.

The impact of the inoculum size on PMB bactericidal activity was modeled either as a decrease
of Kemg(o) Or an increase of Kon With increasing starting inoculum using an empirical function.
As an alternative to the empirical models a mechanism-based model including two
subpopulations, one growing drug-susceptible population and one non-growing drug-
insensitive population, was evaluated to characterize the inoculum effect as previously
described (5). The residual errors, the difference between the observed and model-predicted

values at each time point, were additive on a log scale for bacteria counts (logio CFU/mL).

2. Quantification of the expression of PMB resistance genes
a. RNA extraction and cDNA synthesis
Different volumes of bacterial suspensions were collected to have a sufficient amount of RNA
to extract, depending of inocula and sampling times: 1 mL of the 10° CFU/mL bacterial
suspension at time 10 mL of each condition (with or without treatment and for both inocula)
at 4 h and 8 h and 1 mL of each condition at 24 h. Samples were centrifuged (3000 g, 10 min)
and the pellets were resuspended in 0.6 mL of DNA/RNA shield (Zymo research,Irvine, CA,
USA) and were conserved at -20°C to stabilize the bacterial cells until RNA extraction. Bacteria
were lysed with a ZR BashingBead™ Lysis tube (Zymo research) for 15 minutes under
horizontal shaking. Total RNAs were extracted from each sample with the Quick-RNA
Fungal/Bacterial kit (Zymo research) according to the manufacturer’s instructions. Sample

were treated with DNAse | (Zymo research) on column to eliminate residual genomic DNA
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(sDNA) according to manufacturers’ instructions. The concentration of total RNA was
estimated using the Nanodrop One system (Thermo Fischer Scientific, lllkirch-Graffenstaden,
France). Extracted total RNA (1 pg) were used to synthetized cDNA with the FIREScript® RT
cDNA synthesis kit (Solis Biodyne, Tartu, Estonia), according to the manufacturer’s

inctructions, using the iCycler PCR systems (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France).

b. Real-time PCR (qPCR) method
The expression genes assumedly involved in PMB resistance of A. baumannii were analyzed
guantitatively by real-time PCR method including genes of the LOS biosynthesis pathway
(IpxA, IpxC and IpxD) (6, 7), genes of the PmrA-PmrB sensor system (pmrA, pmrB and pmrC)
(8, 9) and gene from the export system to the outer membrane of the capsular
exopolysaccharides (wzc) (10). The primers were designed from A. baumannii ATCC19606
genome for the genes and for the reference gene (groEL) with Geneious Prime software
(Auckland, New-Zealand) and their sequences are provided in Table S1. gPCR was performed
from cDNA with the iTag™ Universal SYBR® Green Supermix (Bio-Rad) using the CFX96 Touch
Real-Time PCR Detection System. All samples were analyzed in duplicate, and the relative
expression of genes was normalized by the expression of the reference gene groEL. The
relative differences in mRNA expression levels were determined using comparative threshold
cycle (Ct) method (222%) between the initial expressions at 0 h and the different samples
collected over time. The results were analyzed with the CFX Maestro Software (Bio-rad) and

are expressed in Logy (224%),

3. DNA sequences analysis of PMB resistance genes

DNA sequences of the most likely resistance genes of Acinetobacter baumannii (pmrA, pmrB,
pmrC, IpxA, IpxC, IpxD and eptA) were analyzed after a whole genome sequencing according

to the protocol below.
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a. DNA extraction
One to ten milliliters of liquid culture from time-kill experiments were sampled and
centrifuged at 3000 g for 10 min. Supernatant was removed, and pellet was resuspended in
0.6 mL of DNA/RNA-Shield (Zymo Research, Irvine, CA, USA) and stored at -20°C. Genomic
DNA (gDNA) was extracted from frozen samples using QlAamp PowerFecal Pro DNA Kit
(Qiagen, Hilden, Germany) according to manufacturer’s instructions. Total extracted gDNA

was quantified using a Nanodrop One (Thermo Fisher Scientific).

b. Library preparation and sequencing
One microgram of previously extracted DNA was repaired and end-prepped using NEBNext
Companion Module for Oxford Nanopore Technologies (New England Biolabs, Ipswich, MA,
USA) following manufacturer’s instructions. Native barcoding was processed using the Native
Barcoding Expansion kit EXP-NBD104 (ONT, Oxford, UK). Each sample was pooled, and ligation
of adapters was performed with the Ligation Sequencing Kit SQK-LSK109 (ONT, Oxford, UK).
Purification was carried out at each step using NucleoMag NGS Clean-up and Size Select
magnetic beads (Macherey-Nagel, Diren,Germany). Prepared library was loaded on a FLO-

MIN106 R9.4.1 flow cell (ONT, Oxford, UK) and sequencing using a MinlON for 72 h.

c. Analysis of sequencing data
Raw data in FAST5 format were base-called, de-multiplexed, barcodes trimmed, and adaptors
trimmed in real-time on a MinIT (ONT, Oxford, UK). MinIT output was FASTQ files. Assembly
was performed using Flye v2.8.3-b1695 (11) and contigs were polished using Medaka 1.4.3
(ONT, Oxford, UK). Gene sequence comparison was achieved on Geneious Prime v2021.2.2

(Biomatters, Auckland, New Zealand).
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Table S1. List of primers used in detecting A. baumannii PMB resistance genes

Gene Sequence (5> 3’) Function
groEL (F) ATCGGTGCAGCAACTGAAGT
Reference gene

groEL (R) TCTTCAACTGCTGCACGAGT

IpxA (F) TGGTGATCACGTTATTGTGGGT

IpxA (R) TGTGCAGGGTTACCAGAAGC

IpxC (F) TGCGATTGCCGGTTTAGGAA

Biosynthesis of LOS

IpxC (R) AGGAGCATCTTGTTCACGCA

lpxD (F) TGTATTCTAGCTGGGGCGTG

IpxD (R) CCCGAAGAGTAAGTTCCAGCT

pmrA (F) AGATCCGTCAAAGAGCAGCAA
pmrA (R) TGCATGAATACGGGCAAGCA

pmrB (F) CGACTGATTTGGGGCACCT

PmrA-PmrB sensor system

pmrB (R) CTCAGCTGTCCTTTCCGCTA

pmrC (F) TCGCGTTGAGCAATACCAGA
pmrC (R) GCAGGTCCATGACTACCCAC

wzc (R) TTCTGCTTGGGCTGGTGATT membrane of the capsule

F: forward ; R : reverse
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Figure S1. Goodness of fit plots (GOF) of the final model. A: observed data versus
population predicted bacterial counts. B: observed data versus individual predicted
bacterial counts. C: conditional weighted residuals (CWRES) versus population

predictions. D: Conditional weighted residuals versus time.
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Figure S2. Relative expression overtime of all the studied genes in A. baumannii CS01 with
a starting inoculum of 10° and 102 CFU/mL with or without PMB 1mg/L. The shaded areas

correspond to non-significant relative fold changes
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Résumé

La réduction de I'activité antimicrobienne a de fortes densités bactériennes est un phénomene
microbiologique connu sous le nom d'effet inoculum (EI). Dans une précédente étude in vitro,
nous avons observé un effet inoculum significatif pour la polymyxine B (PMB) contre une
souche clinique d'Acinetobacter baumannii, un pathogéne représentant une menace
mondiale pour la santé humaine. Peu d'études in vivo ont étduié I'impact de la taille de
I'inoculum sur la survie ou l'efficacité des antibiotiques. Notre objectif était donc d'évaluer
I'influence de la taille de I'inoculum d’une souche clinique d’A. baumannii sur la PMB in vivo
au cours du temps. Des modeéles murins neutropéniques d'infection pulmoanire et d’infection
de la cuisse a A. baumannii ont été développés pour étudier |'efficacité de la PMB administrée
par voie sous-cutanée en dose unique (1, 5, 15 et 40 mg/kg). Par ailleurs, I'impact de la taille
de I'inoculum d'A. baumannii (10° et 107 UFC/cuisse) en présence de PMB a été étudié chez
les souris présentant une infection de la cuisse. La pharmacocinétique in vivo de |la PMB a été
bien décrite par un modéle PKPD bicompartimental comprenant une absorption saturable a
partir du site d'injection sous-cutanée, et une élimination linéaire. Le PMB s'est révélée plus
efficace dans le modele d'infection de la cuisse que dans le modeéle d'infection pulmonaire, ou
aucune diminution significative des bactéries n'a été observée quelles que soient les doses de
PMB administrées. Par conséquent, le modele PD n'a été élaboré qu'a partir des données de
I'infection de la cuisse aux deux inocula. Une diminution de l'efficacité de la PMB a été
observée pour l'inoculum de 107 UFC/cuisse par rapport a l'inoculum de 10® UFC/cuisse,
surtout a 24h avec la plus forte dose de PMB (40 mg/kg). L'El a été modélisé par une
diminution de 15 % de I'effet bactéricide in vivo de la PMB lorsque I'inoculum de départ passe
de 10° 3§ 107 UFC/cuisses. Cependant, cet El in vivo n'était pas aussi important que celui
précédemment caractérisé in vitro. D'autres expériences avec un inoculum de départ plus

faible sont en cours pour confirmer ce résultat in vivo.
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ABSTRACT

The reduction in antimicrobial activity at high bacterial densities is a microbiological
phenomenon known as the inoculum effect. In a previous in vitro study, we observed a
significant inoculum effect (IE) for polymyxin B (PMB) against a clinical isolate of Acinetobacter
baumannii, a pathogen representing a global threat to human health. Few in vivo studies have
investigated the impact of inoculum size on survival or antibiotic efficacy. Therefore, our
objective was to evaluate the influence of inoculum size of this A. baumannii clinical isolate
on PMB in vivo over time. Neutropenic murine models of lung and thigh infections were
developed to study the efficacy of PMB after a single subcutaneous administration (1, 5, 15
and 40 mg/kg). In addition, the impact of A. baumannii inoculum size (10® and 107 CFU/thigh)
in the presence of PMB was studied in mice with thigh infection. In vivo PMB PK was well
described by a two-compartment model including saturable absorption from the
subcutaneous injection site and linear elimination. PMB was more effective in the thigh
infection model than in the lung infection model where no significant bacterial decrease was
observed whatever PMB doses administered. Consequently, the PD model was only
developed using data from thigh infection at the two inocula. A decrease of PMB efficacy was
observed for the 107 CFU/thigh compared to the 10° CFU/thigh inoculum, especially at 24h
with the highest dose of PMB (40mg/kg). The IE was modeled as a decrease of 15% in the in
vivo PMB bactericidal effect when the starting inoculum increases from 10°to 107 CFU/thigh.
However, this in vivo IE was not as important as previously characterized in vitro. Further

studies with a lower starting inoculum are underway to confirm this in vivo result.

INTRODUCTION

Acinetobacter baumannii is an opportunistic Gram-negative pathogen responsible for severe
clinical infections that could be encountered in intensive care units (ICUs) worldwide such as
acquired pneumonia and bacteremia but also urinary tract infections, meningitis and
infections of traumatic wounds (1-5). Carbapenems are used as the first-line treatments for

A. baumannii infections (6). However, due to the increase of A. baumannii strains resistant to
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carbapenems, other antibiotics must therefore be used such as polymyxins (colistin (CST) and

polymyxin B (PMB)) as last-line treatments (1, 6).

Some infections, like ventilator-acquired pneumonia, are characterized by a bacterial burden
that could be higher than 10% CFU/mL (7). These high bacterial densities could affect
antibiotherapy success due to the inoculum effect (IE) (7-9), reducing the antibiotic activity as
a function of bacterial density (10, 11). This phenomenon was widely described in vitro for R-
lactams against B-lactamases-producing bacteria such as Escherichia coli and Klebsiella
pneumonia (10-13). It was also reported in vitro with other antibiotic classes comprising
glycopeptides against Staphylococcus aureus (14), fluoroquinolones against S. aureus and
Pseudomonas aeruginosa (15), aminoglycosides against S. aureus and E. coli (16) or polymyxin
B against P. aeruginosa (17). We previously observed, for the first time, an IE for PMB against
A. baumannii using in vitro static time-kill experiments and PKPD modeling (submitted:
AAC01789-21). The IE was characterized by an increase by a factor 17 of the PMB
concentration producing 50% of maximal effect (ECso) in the presence of the highest inoculum

(108 CFU/mL) compared to the lowest one (10° CFU/mL).

The in vivo IE of A. baumannii on polymyxins is a phenomenon that deserves to be
investigated. Indeed, Lin et al observed a difference in the efficacy of nebulized colistin when
the initial inoculum of A. baumannii varied (18). The IE was investigated in only few in vivo
studies for different antibiotics such as marbofloxacin (19), piperacillin-tazobatam (11),
ertapenem (20), daptomycin (21), meropenem (15) or colistin (22) against pathogens such as
E. coli, K. pneumoniae, S. aureus, S. pneumoniae or P. aeruginosa. In these in vivo studies, the
impact of inoculum size was evaluated on bacterial counts at 24 or 48 hours after the start of
antibiotic therapy (11, 19-21, 23), or on the survival of infected animals (15, 22). However, to
our knowledge, no PKPD modeling of the impact of inoculum size on antibiotic activity has

been performed in vivo.
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Therefore, our objective was to evaluate the impact of inoculum size of A. baumannii on PMB
activity by using PKPD modeling approaches in the neutropenic murine lung and thigh

infection models.

MATERIALS AND METHODS
Chemicals and bacterial isolates

Polymyxin B sulfate (PMB) and cyclophosphamide monohydrate obtained from Sigma-Aldrich
(Merck KGaA, Saint-Quentin Fallavier, France) were used to prepare solutions in sterile

conditions. During this study, all chemicals and reagents used were analytical grade.

A clinical strain of A. baumannii (CS01), isolated from a patient with a meningitis (Seville,
Spain) before treatment with CST, was used during this study (24). Before each experiment,
the strain was cultured in 5 mL of Muller-Hinton broth Il cation adjusted (MHB) (Biomérieux,
Marcy-I'Etoile, France) and incubated overnight at 37 + 2 °C with constant shaking (150-170
rpm). This overnight suspension was diluted to the 50%" in MHB with a final volume of 10mL
and was incubated with constant shaking at 35°C during 2 h until an OD of 0.29 (Ultrospec10,
Biochrom Ltd, Cambridge, United Kingdom), for lung infection the bacterial suspension was
incubated until an OD of 0.29 was achieved, corresponding to a bacterial density of 2 x 108
inoculum in exponential growth phase). The bacterial suspension was centrifuged (3000 rpm,
6 min), broth was removed and replaced by the same volume of sterile saline solution. For the
thigh infection model, a bacterial suspension with an OD of 0.26 was used, corresponding to
a bacterial density of 1 x 108 CFU/mL in exponential growth phase. The bacterial suspension
was centrifuged, broth was removed and replaced by the same volume of sterile saline

solution. This suspension was then diluted to obtain a second inoculum of 1 x 107 CFU/mL.
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Neutropenic mouse lung and thigh infection model.

Animal experiments were carried out according to the EC Directive 2010/63/EU. They were
approved by the local ethics committee (COMETHEA) and registered by the French Minister
of Higher Education and Research (approval numbers: 2019022216097190 and
2017072415099072). Five-week-old male Swiss RjOrl mice weighing 34 + 2 g (mean * the
standard deviation [SD]) were obtained from Janvier Labs (Saint-Berthevin, France). All
animals were acclimatized in ventilated rack in temperature-regulated environment with a
12h light-dark cycle, with free access to food and water for a minimum of 5 days before the
beginning of the experiment. Neutropenia was induced by intraperitoneal administrations of
cyclophosphamide at 150 and 100 mg/kg, 4 days and 1 day prior to experimental infection,
respectively (25). Lung infection was induced in mice, briefly anesthetized by inhalation of a
mixture of isoflurane (3%) and oxygen (Compact anaesthesia module Minerve, Esternay,
France) for 5 to 8 minutes, and placed on a support in a vertical upright position with an angle
around 30° from the horizontal. Mice were infected by intratracheal administration of the
bacterial suspension (0.05 mL of 2x107 or 2x10® CFU/mL, corresponding to 10° and 107
CFU/lung) using a curved 24G cannula (=25-30°) attached to a syringe. Mice were then held
upright for 1 min, and then were replaced in their cage for recovery from anaesthesia. Thigh
infection was induced by intramuscular administration of 0.1 mL of the bacterial suspension
of 107 CFU/mL or 108 CFU/mL (corresponding to 10° and 107 CFU/thigh, respectively), into one

of the posterior thigh muscles.

Polymyxin B treatment

Two hours after bacterial inoculation, mice received either a single subcutaneous
administration of PMB (5 or 40 mg/kg in the lung infection model and 1, 15 or 40 mg/kg in the

thigh infection model), or a subcutaneous administration of saline solution (control group).
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PMB pharmacokinetics.

The PK of PMB was determined in neutropenic infected mice presenting thigh infection with
the lowest bacterial inoculum size (10% CFU/thigh). Mice were anesthetized by isoflurane
(AbbVie, Rungis, France) inhalation (3%) for 5 minutes at each sampling time. Blood samples
were collected by intracardiac puncture into heparinized tubes up to 24h after PMB
administration for a total of 7 time points per dose level (n=3 animals per time point). Plasma
was separated to the whole blood after centrifugation at 4000 rpm for 10 min at 4°C and

divided into two samples. The first sample was used to determine total PMB concentrations

and the second one (0.15 mL) was ultrafiltered (4000rpm for 30 min) using Centrifree®
ultrafiltration devices from Millipore (Merck KGaA) to determine unbound PMB
concentrations and consequently protein binding. The non-specific binding of PMB to the
membrane of the Centrifree® ultrafiltration devices (26) was determined by ultrafiltration of
PMB solutions in phosphate buffer at concentrations ranging from 0.2 to 7.5 mg/L and was
used to correct ultrafiltrate concentrations. Plasma samples and ultrafiltrates were stored at
-20°C until analysis. Total and unbound PMB concentrations were determined by a liquid

chromatography tandem mass spectrometry (LS-MS/MS) method (Supplemental material).

PMB pharmacodynamics.

Mice were sacrificed just prior to the start of the therapy or 2, 4, 6, 8 or 24h after PMB
administration (n=3-6 animals per time point). Lungs and thigh muscles were collected and
homogenized with 1 mL of sterile saline solution using potters Elvehjem-type tissue grinders
(Thermo Fischer Scientific, lllkirch-Graffenstaden, France). Homogenates were serially diluted
in saline, plated on Muller-Hinton agar plates (Biomérieux) and incubated overnight at 37°C.
Bacterial colonies were counted and expressed as logio numbers of CFU/lung or CFU/thigh.
The lower limit of counting was set to 800 CFU/mL corresponding to 2.9 logio CFU/lung or
CFU/thigh.
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Pharmacokinetic-Pharmacodynamic model

A PK-PD model was developed in two steps to quantify the exposure-effect relationship of
PMB in infected mice: first, time courses of total and unbound PMB concentrations were

modeled and then, PK parameters were fixed to fit bacterial counts.

Different structural models including one, two or three compartments, linear, nonlinear
(Michaelis-Menten) or parallel linear/nonlinear elimination were evaluated to describe PK
data. Models with linear and nonlinear absorption were also tested. Additive, proportional
and exponential residual error models were explored. The structural model for the bacterial
population included one compartment representing drug-susceptible growing bacteria. A

logistic function was used to model the self-limiting growth observed in vivo, such as:

‘:—':’= KpetX (1- B )xB (Equation 1)

Bmax

Where, B (CFU/thigh) is the susceptible bacterial population, Knet (h™) is the apparent (net)
growth rate constant and Bmax (CFU/thigh) the maximum bacterial count reached in the tissue.

The residual error was additive on a log scale for bacteria counts (logio CFU/thigh).

Predicted unbound plasma concentrations were linked to the bacterial sub-model using a

mathematical function to characterize PMB antimicrobial effect (Kpms) such as:

Z—f= KpetX (1-?:}() xB - KppgxB (Equation 2)

Where multiple functions (linear, power, basic Emax or a sigmoidal Emax function) for Kpms were

tested.

The impact of the inoculum size on PMB bactericidal activity was modeled as a decrease of
Keme With increasing starting inoculum using an empirical function (linear, exponential, or

power function).

Model selection was based on objective function value (OFV), relative standard errors (RSEs)

of the parameter estimates and goodness of fit (GOF) plots. When two models were nested,
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a decrease in OFV of at least 3.84 (chi square 1df p = 0.05) was needed to select the most
complex model. Visual predictive checks (VPCs) based on 1000 simulations were drawn after
stratification on the PMB dose and the starting inoculum to evaluate the predictive
performance of the model and were taken into account for model selection. Data below the
LOQ were taken into account in the model estimation by applying Beal’s M3 method (27).
Parameter estimation was performed using NONMEM software (ICON, Dublin, Ireland)

version 7.4.2 using the LAPLACIAN algorithm.

RESULTS
1. Polymyxin B pharmacokinetics study

A non-linear decrease in non-specific binding to the membrane of ultrafiltration devices with

PMB was observed (Fig. S1) and could be described by the following equation:
NSB = 0.47-0.16*LN (UF) (Equation 3)

With NSB, the non-specific binding and UF, PMB concentrations in ultrafiltrates. Equation 3

was used to correct ultrafiltrates concentrations, such as:

. UF )
Unbound concentrations = NG (Equation 4)

Total and unbound plasma PMB concentration versus time profiles in thigh-infected mice are
shown on Fig. S2. PK profiles of unbound concentrations in mice receiving a subcutaneous
dose of 1 mg/kg were not represented since these concentrations were all below the LOQ
(unbound LOQ = 0.62 mg/L after correction by the non-specific binding). Total peak
concentrations (Cmax) were smoother and delayed as the dose increased, with a time to peak
(Tmax) of 0.5 h for a dose of 1 mg/kg and 2 h for a dose of 40 mg/kg. Moreover, total PMB Cmax
was not proportional to the dose administered, with a 15-fold increase of Cmax only (from 0.92
+ 0.14 (mean * SD) to 13.75 + 0.81 mg/L) when the dose increased from 1 to 40 mg/kg,
indicating some degree of non-linearity in the PK across the range of PMB subcutaneous doses

used.
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Total and unbound plasma PMB concentrations versus time were best fitted by a two-
compartment model with saturable absorption from the subcutaneous injection site and
linear elimination (Fig. 1). Parameter estimates with their corresponding uncertainties are
summarized in Table 1. The protein binding of PMB in plasma of neutropenic infected mice
was concentration independent within the range of observed total concentrations (0.20 —
14.25 mg/L). An unbound fraction of PMB in plasma of 17% was estimated by the model (Table
1) and was used to fit unbound concentrations. GOF plots (Fig. S3) and VPCs (Fig. 2)
demonstrate that the selected model adequately predicts the mean tendency and dispersion
of the total plasma data across the studied dose range. For unbound concentrations, the
model slightly both overestimates and underestimates peak concentrations at 15 and 40

mg/kg, respectively (Fig. S3).

PMB SC
administration

l

Subcutaneous

absorption

Knet
compartment (>

Absorption by
saturable process

Peripheral B —— Central PMB bactericidal effect 3
compartment «—— l
Distribution E Kpup = Kaope X Cu¥ !

+ l

Linear ! 3

elimipation | T TTTTTTOT i

Ksone = Kstope,med + KEIIDE X (Star“ng inoculum — 6-5)

Figure 1. Schematic representation of the final PMB PK-PD model. SC, subcutaneous; Knet,

apparent growth rate constant of bacteria
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Table 1. Parameter estimates and relative standard errors for the final PK models

Estimates
Parameter Unit
(%RSE)
Maximum absorption rate mg/h/kg 14.7 (9.2)
Amount in the subcutaneous compartment that
mg/kg 2.24 (42.1)
produces 50% of the maximum absorption rate
Clearance L/h/kg 0.437 (3.7)
Distribution volume of the central compartment L/kg 0.740 (13.1)
Distribution volume of the peripheral compartment L/kg 0.743 (17.2)
Intercompartmental clearance (L/h/kg) 0.315 (28.6)
Fraction unbound - 0.166 (9.3)
Proportional residual error for total concentrations % 24 (10.5)
Additive residual error for total concentrations mg/L 0.0115(51.1)
Proportional residual error for unbound
% 35(11.8)
concentrations
Additive residual error for unbound concentrations mg/L 0.0457 (47)

RSE, Relative Standard Error
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Figure 2. VPCs of the final PK model for total (red) and unbound (blue) PMB plasma
concentrations, stratified by dose. Circles represent observed data, solid lines represent the
median of the simulations and the colored-shaded areas depict the 80% prediction intervals for
1000 simulated profiles. Dashed lines correspond to the limits of quantification (0.1 mg/ and 0.62
mg/L for total (red) and unbound (blue) concentrations, respectively). Note the different axis

scales.

2. Polymyxin B pharmacodynamic study

For the lung infection, at 10® CFU/lung inoculum, no reliable infection at 24h was obtained.
Consequently, only results obtained with the highest inoculum (107 CFU/lung) are presented
below and in Fig. S4. In infected control mice, the bacterial density in lung increased from 8.1
+ 0.9 logio CFU/lung to 9.2 + 0.3 logio CFU/lung at 24h. Moreover, no significant bacterial

decrease was observed whatever PMB doses administered.

In the thigh infection model, all infected animals in the control groups survived after 24h. The
time courses of bacterial loads after a single dose of PMB at 15 and 40 mg/kg are shown in
Fig. 3 for both inocula. At the start of PMB treatment, bacterial densities were equalto 7.1 +
0.5 and 8.0 + 0.5 log1o CFU/thigh in mice infected with the 10® and the 107 CFU/thigh inoculum,
respectively. The bacterial density in the untreated control group increased until a plateau

was reached 8h (8.3 + 0.3 logio CFU/thigh) and 4h (8.9 + 0.1 logio CFU/thigh) after infection
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with the 10% and 107 CFU/thigh inoculum, respectively. When mice were infected with an
inoculum of 10% CFU/thigh and treated with PMB at 1 mg/kg, no differences in bacterial
density with the control group were observed (data not shown). A moderate efficacy of PMB
was observed at 15 mg/kg for the two inocula (Fig. 3). In contrast high reductions of 3.5 + 0.9
and 2.1 £ 1.4 logio CFU/thigh were observed 24h after administration of 40 mg/kg PMB, for
10° and 107 CFU/thigh inocula respectively.

3. Polymyxin B PK-PD study

The time course of bacterial counts was adequately described by the model depicted on Fig.
1. Parameter estimates with their corresponding uncertainties are summarized in Table 2.
VPCs of the final model are shown on Fig. 3 and GOF plots on Fig. S5. PMB bactericidal effect

(Kpmg) was best described by a power function:
Kemp = Ksiope X CUY (Equation 5)

Where ksiope cOrresponds to the kill rate constant due to PMB (L/mg.h), Cy the unbound PMB

concentration and y, the power parameter for PMB effect.

The inoculum effect was incorporated in the model as a decrease of Ksope With increasing

theoretical starting inoculum using a linear function:
Ksiope=Ksiope,med + KinocX(starting inoculum-6.5) (Equation 6)

Where Ksiope,med is the kill rate constant for a theoretical starting inoculum of 6.5 logio
CFU/thigh corresponding to the median of the starting inoculum tested in the present study

(6 or 7 logio CFU/thigh) and Kinoc is the constant describing the inoculum effect on Ksiope.

A decrease of Ksiope from 1.78 to 1.52 L/mg.h was predicted for a starting inoculum increasing
from 6 to 7 logio CFU/thigh respectively. Kpms of various PMB concentrations was derived from

Equation 5, using for each starting inoculum the corresponding Ksiope Value, and converted into
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initial killing half-lives (IK-HL) (Table 3), as previously performed from the in vitro model

(submitted: AAC01789-21).

Control 15 mg/kg 40 mg/kg
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Figure 3. VPCs of the final PKPD model for bacterial counts, stratified by dose of PMB
and starting inoculum. Circles represent experimental data, solid lines the median of

simulated data and, colored areas depict the 80% prediction intervals for 1000 simulated

profiles. Dashed lines correspond to the limit of quantification (2.9 log10 CFU/thigh).
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Table 2. Parameter estimates and relative standard errors (RSE) for the final PMB PK-PD model

Knet: Apparent growth rate constant /h 1.18 (14.2)
Logio
Bmax: Maximum bacterial count reached in the tissue 8.39(1.6)
CFU/thigh
Ksiope,med: Kill rate constant due to PMB for a theoretical median
L/mg.h 1.65(12.2)
starting inoculum of 6.5 logio CFU/thigh
v: Power parameter for PMB effect - 0.127 (14.7)
Kinoc: Constant describing the inoculum effect on Ksiope,med - -0.267 (29.4)
o: Additive residual error on the logio scale for total bacterial Logio
0.978 (23.5)
count CFU/thigh

Table 3. Model derived initial killing half-lives (min) at various unbound PMB concentrations and

starting inocula

MB concentrations(mg/L)
0.5 1 2 3 4
Inocula (CFU/thigh)
10°6 25 23 21 20 20
107 30 27 25 24 23
Ratio between 107 and 10° 1.2 1.2 1.2 1.2 1.2
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DISCUSSION

The aim of this study was to evaluate the impact of A. baumannii inoculum size on PMB

efficacy in a murine neutropenic thigh and lung infection models by PKPD modeling.

Concerning pharmacokinetics, a saturable absorption was predicted by our model to describe
the non-linear PK of PMB, which is consistent with previous results obtained in neutropenic
mice infected with K. pneumoniae (25). However, contrary to Landersdorfer et al., it was not
necessary to add a saturable elimination to improve performance of the model. In the present
study, the PMB unbound fraction in plasma of neutropenic infected mice (0.17) was almost
twice as high as previously reported (0.086) (25), but methods used for PMB protein binding
determination were different between these studies. In the present one, the PMB protein
binding was estimated after ultrafiltration while, in Landersdorfer's study, it was determined
by ultracentrifugation of spiked plasma collected from untreated infected neutropenic mice
(25). This last methodology may be more suitable for the determination of protein binding of
drugs, such as PMB, that exhibit significant nonspecific binding to laboratory material (28).
Nevertheless, the non-specific adsorption of PMB to ultrafiltration membranes was taken into
account in our study by the correction of the unbound concentrations by nonlinear binding of
PMB to the membrane of devices (Fig. S1) (Equations 3 and 4). Finally, the PK study was
conducted in neutropenic mice infected with the low inoculum (10% CFU/thigh) which assumes
that the PK of PMB would not differ as a function of the inoculum. This assumption allows
minimizing the number of animals but represents a limitation of our study. Indeed, anincrease
of elimination half-life of marbofloxacin was previously observed for a high inoculum (102
CFU/thigh inoculum) compared to a lower one (10° CFU/thigh inoculum) in a murine E. coli
tight infection model (19). The proposed explanation has been an overproduction of
endotoxins at high inoculum that would decrease the elimination pathways of marbofloxacin

(renal and/or metabolic), which could be observed with polymyxin.

Pharmacodynamics of PMB against CSO1 was initially investigated in a lung infection model

using an initial inoculum of 107 CFU/lung. This high bacterial inoculum was needed to establish
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a reliable lung infection over 24h, as previously reported with other A. baumannii strains (18).
Consequently, the pulmonary infectious model with the low inoculum (10 CFU/lung) was
dropped. At 107 CFU/lung, no bacterial killing was observed in lung even after administration
of the highest tolerated PMB dose (40 mg/kg) (Fig. S4). Several studies, in neutropenic mice,
also reported a lack of antibacterial effect of PMB following subcutaneous and intraperitoneal
administrations in K. pneumonia and A. baumannii lung infectious models, respectively (25,
29). The lack of PMB efficacy in lung infections was attributed to the relatively low
concentrations achieving the epithelial lining fluid after systemic administration. Therefore,

the inoculum effect of A. baumannii against PMB was not studied in lung in the present study.

In the thigh infection model, a small in vivo IE of A. baumannii on PMB antimicrobial activity
has been demonstrated (Fig. 3). However, the interindividual variability, especially following
the dose of 40 mg/kg, appears to limit this effect. Yet the most innovative aspect of this study
was the development of a PKPD model, based on the model developed after in vitro TK
experiments conducted with A. baumannii and PMB (submitted: AAC01789-21). The
comparison between PD parameter values obtained after in vitro and in vivo data fitting
indicated that the apparent growth rate constant was slightly lower in vivo (1.18 h) (Table 2)
than in vitro (1.62 h™!) (submitted: AAC01789-21), as previously shown for E. coli (30) and P.
aeruginosa (31). The different growth behavior between in vitro and in vivo has been
associated in literature to the different environmental conditions, with nutritional factors
more abundantly available in vitro than in vivo leading to a medium favorable to bacterial
growth (32, 33). This phenomenon could produce changes in the composition of the bacterial
cell envelope and explain the reduced PMB killing effect in vivo (34). As an illustration, the
bactericidal effect of PMB characterized by the typical killing rates (Kems), described by a
power function in vivo and by a sigmoid Emax model in vitro, were respectively equal to 2.0 h-
Land 5.9 h! for initial inocula of 108> CFU/thigh and 105> CFU/mL and PMB concentration of
4 mg/L, that corresponds almost to the unbound peak concentration of PMB after a dose of
40 mg/kg. Similarly, a two times smaller maximum killing effect was previously observed for

piperacillin against E. coli in a murine thigh infection model as compared to in vitro (30).
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In both in vitro and in vivo PKPD models, a decrease in PMB killing effect was related to the
baseline inoculum and was modeled either as a decrease of the in vivo PMB killing rate
constant (Ksiope) Or as an increase of the in vitro PMB ECso, making PMB IE difficult to compare
between in vitro and in vivo. In vivo initial killing half-lives (IK-HL) were derived from Equation
5 for each starting inoculum and various PMB concentrations to better illustrate the
consequences of IE on PMB activity (Table 3). In the present study, the modelling suggests
that the in vivo IE is moderate and not concentration dependent with an IK-HL 20% higher at
107 CFU/thigh compared with 10® CFU/thigh inoculum whatever PMB concentration. This
moderate |IE could be observed only at 24h after the subcutaneous administration of the
highest dose (40 mg/kg) where a mean difference of 1.4 logio CFU/thigh was observed
between both inocula (Fig. 3). In contrast, our in vitro model suggested that the IE varied
according to the concentration of PMB and was attenuated at high PMB concentration
(submitted: AAC01789-21). As an example, at a PMB concentration equal to 4 mg/L, in vitro
IK-HL increased by 33% (from 6 to 8 min) when the starting inoculum increased from 10° to
107 CFU/mL, whereas it increased by 60% (from 15 to 24 min) for a PMB concentration 16
times lower (0.25 mg/L). The clinical relevance of in vitro IE has been also questioned in
previous studies (20, 22, 23). Indeed, an increase of in vivo dose, suggested by an increase of
cefepime (23) and ertapenem MICs (20) against E. coli at 10’ CFU/mL compared to 10°
CFU/mL, was not necessary to maintain efficacy between these two inocula. On the other
hand, Fantin et al. showed that the increase of colistin MIC with the inoculum was translated
in vivo into a significant decrease in colistin antibacterial effect in peritoneal fluid and spleen,
an increased selection of resistant mutants, and an increased mortality in mice infected with
a 10-fold higher bacterial load of E. coli (108 versus 107 CFU/mouse) (22). In the present study
the in vivo IE is lower than the in vitro one, however the small difference between the two in
vivo inocula (10° and 107 CFU/thigh) combined with the high interindividual variability (Fig. 3),
could explain this difference. Thus, the use of a lower inoculum could help to a better
appreciation of the IE, as suggested by the model simulations conducted with an inoculum of

10° CFU/thigh (Fig. S6). These additional experiments are currently ongoing.
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In conclusion, a PKPD model has been successfully developed to characterize the in vivo IE of
A. baumannii on PMB. The PKPD model previously developed from in vitro TKC data was
slightly modified to take into account the intrinsic differences between in vitro and in vivo
experimental infection models. Although the comparison between in vitro and in vivo PKPD
parameters was not straightforward, the initial inoculum size of A. baumannii appeared to
have less impact on PMB activity in the neutropenic thigh infection model than in vitro.
Nevertheless, further experiments with a lower starting inoculum as well as with more A.

baumannii strains are needed to confirm these results.
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SUPPLEMENTAL MATERIAL
MATERIEL AND METHOD
LC-MS/MS method

Briefly, 0.1 mL of plasma or 0.05 mL of ultrafiltrates added to 0.05 mL of drug-free plasma,
were mixed with 0.75 mL of phosphate buffer (pH 7.2) and 0.01 mL of internal standard
(colistin sulfate ; Merck KGaA) at 6.25 mg/L for plasma and 5 mg/L for ultrafiltrates. The
samples were briefly vortexed and then centrifuged at 3000 rpm for 5 min. The supernatants
(0.800 mL) were loaded onto SPE columns (Oasis HLB solid-phase extraction (SPE) cartridges
(1 mL, 30 mg), Waters, Saint-Quentin-en-Yvelines, France), preconditioned with 1 mL of
methanol followed by 1 mL of water. Then the columns were washed with 1 mL of water and
dried under a nitrogen pressure. The analytes were eluted with 0.5% formic acid in methanol.
They were evaporated at 45°C under a gentle nitrogen jet stream. The residues were dissolved
in 0.1 mL of 0.1% formic acid in water and analyzed by LC-MS/MS. The system included an
Alliance Waters 2695 liquid chromatography system module (Waters) coupled with an API
Quattro Micro (Waters). PMB was analyzed on an XBridge Cig column (5 um, 2.1 x 150 mm;
Waters). The mobile phase A consisted of 0.1% formic acid in water, and mobile phase B was
0.1% formic acid in acetonitrile. The gradient for mobile phase A and B were respectively set
at 75 and 25% with a flow rate of 0.2 mL/min. Electrospray ionization in positive mode was
used for the detection of PMB. lons were analyzed in the multiple reaction monitoring, and
the following transitions were inspected: m/z 602.1—-101 for PMB1, m/z 595.1—-101 for
PMB2, and m/z 585.1—101 for CSTA and m/z 578.1—101 CSTB. Calibration curves of PMB
ranged from 0.1 to 10 mg/L for plasma and ultrafiltrates, and were quantified with a quadratic
regression mode. The intraday variability was characterized at four levels (0.3, 1, 2.5 and 10

mg/L) with a precision and bias of <20% for the lowest level, and < 15% for the others.
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Figure S1. Non-specific binding of PMB versus PMB concentration after ultrafiltration.
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Figure S2. Total (red) and unbound (blue) plasma PMB concentrations versus time after the
administration of a single subcutaneous dose of 1, 15 or 40 mg/kg in mice infected with the
lower inoculum (10° CFU/thigh). Data points represent mean + SD (n=3 per time point). Dashed
lines correspond to the limits of quantification (0.1 mg/L and 0.62 mg/L for total (red) and
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Figure S3. Goodness of fit plots (GOF) of the final PK model for total (red) and unbound
(blue) concentrations. A and B: observed data versus population predicted concentrations.

C and D: conditional weighted residuals (CWRES) versus population predictions.
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Figure S4. Bacterial counts in lung (logio CFU/lung) with control, PMB at 5 and 40 mg/kg in the

A. baumannii murine lung infection model at 10’ CFU/lung.
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administration at 15 and 40 mg/kg for initial inocula at 10, 10° and 107 CFU/thigh.
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La densité bactérienne au site infectieux est I'un des parametres dont dépend I’efficacité des
antibiotiques. En effet, I'El est un phénomene microbiologique qui désigne la diminution de
leur efficacité in vitro et in vivo en présence d’un fort inoculum (Brook 1989). Cependant, la
CMI qui est le parametre PD classiquement utilisé pour évaluer la sensibilité des bactéries aux
antibiotiques, ne tient pas compte de ce phénoméne (« MO7: Dilution AST for Aerobically
Grown Bacteria - CLSI » s.d.; « EUCAST: MIC determination » s.d.). Or, les index PK/PD
traditionnels utilisés pour optimiser les schémas posologiques des antibiotiques dépendent
tous de la CMI (Udekwu et al. 2009; Fantin et al. 2019). Ainsi, la compréhension de la relation
entre 'efficacité des antibiotiques et la taille de I'inoculum est essentielle a une bonne
utilisation des antibiotiques afin de maximiser leur efficacité et de limiter I'émergence de
résistances. L’ensemble de ce travail de these s’est focalisé sur I’évaluation de I'impact de la
taille de I'inoculum bactérien d’A. baumannii sur la pharmacodynamie de la PMB, aussi bien

in vitro qu’in vivo, dans le cadre d’un Projet Région Nouvelle Aquitaine intitulé « INPULSE »

La PMB constitue aujourd’hui I'un des traitements de derniers recours utilisés face aux
infections causées par les souches d’A. baumannii multirésistantes. Ainsi, une étude de
bactéricidie in vitro par la méthode des TKC statiques a été réalisée afin d’évaluer 'impact de
la taille de I'inoculum d’A. baumannii sur I'efficacité de la PMB. L’article 1 a montré que la CMI
de la PMB augmentait d’un facteur 10 entre le plus faible inoculum (10> UFC/mL) et le plus
fort (108 UFC/mL). L’El in vitro d’A. baumannii observé lors des TKC statiques a été caractérisé,
a I'aide d’'un modele PKPD, par une augmentation de I'ECso de la PMB d’un facteur 17 entre

ces deux inocula.

Le modele développé dans ce travail de theése a partir des données in vitro a une structure
similaire a celui développé par Bhagunde et al. ou I'El est caractérisé par une diminution de la
concentration efficace de I'antibiotique (Bhagunde et al. 2010). Il offre I'avantage d’étre
simple, sans hypothéses mécanistiques et donc facilement transposable a d’autres couples
antibiotiques/espéces bactériennes. Le modeéle a été initialement développé avec A.
baumannii, une BGN pour laquelle lors d’expériences in vitro de TKC en présence
d’antibiotiques, la diminution initiale rapide des UFC est suivie d'une repousse en lien avec la
mise en place de mécanismes adaptatifs de résistance (référence de l'article soumis :
AAC01789-21). Dans ce cas, I'El est difficilement dissociable du phénomeéne d’adaptation. Le

modeéle a cependant permis de décrire de maniére adéquate les données in vitro en suggérant
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qgue les deux phénomenes étaient indépendants I'un de I'autre. Afin de s’affranchir de ces
phénomeénes d’adaptation, une étude de I'El pour un couple antibiotique/BGP (linézolide/S.
aureus) est en cours de réalisation au laboratoire. De plus, le modele PKPD développé dans
cette thése semble étre en capacité de décrire des phénomenes d’El dans des situations plus
complexes, comme dans le projet CO-PROTECT (ANR Franco-allemande) visant a étudier les
associations R-lactamines/inhibiteurs de R-lactamases combinés avec des antibiotiques de
dernier recours. Les premiers résultats montrent un faible El de K. pneumoniae lorsque la
colistine et I'association ceftazidime/avibactam sont utilisées en monothérapie, effet qui est

majoré lors de la combinaison des trois molécules.

Ces exemples posent des questions mécanistiques générales quant a I'origine de I’El. En ce qui
concerne la diminution de I'efficacité de la PMB aux forts inocula d’A. baumannii, plusieurs
hypothéses ont été émises. L'activité de la PMB pourrait étre diminuée en raison de la fixation
de celle-ci aux LOS présents en plus grande quantité dans le milieu extracellulaire aux forts
inocula. En effet, Yokota et al. ont observé que les LOS d’ A. baumannii présents dans le milieu
extracellulaire pouvaient induire une légére diminution de I'efficacité de la CST (Yokota et al.
2018). Un changement phénotypique rendant les bactéries insensibles a la PMB induit par les
molécules du quorum sensing (les auto-inducteurs) (Bulitta et al. 2010), dont la concentration
est dépendante de la densité bactérienne (Gonzdlez, Nusblat, et Nudel 2001), pourrait étre
également un des mécanismes responsables de I'El d’A. baumannii. Cela pourrait étre
également dii a une modification de la charge nette de la membrane externe lors de la phase
stationnaire de croissance (Soon et al. 2011). En effet, Soon et al. ont montré que la membrane
externe de différentes souches d’A. baumannii (sensibles ou non aux polymyxines) était moins
chargée négativement lors de la phase stationnaire de croissance (Soon et al. 2011). On ne

peut bien entendu pas exclure que plusieurs mécanismes soient concomitants.

Quelques modeles PKPD semi-mécanistiques caractérisant la relation entre la PD in vitro des
antibiotiques et la taille de I'inoculum bactérien et reposant sur différents mécanismes
(changement d’état physiologique des bactéries, quorum sensing...) ont été décrits dans la
littérature (E. I. Nielsen et al. 2017; Bulitta et al. 2010; 2009). Toutefois, ces modeles sont
complexes et les hypothéses utilisées pour le développement de leurs structures sont
difficilement vérifiables. Notre unité Inserm souhaite a 'avenir s’intéresser a ces aspects

mécanistiques de I'El mais en repartant du mécanisme le plus communément décrit dans la
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littérature, a savoir lI'augmentation de la production de B-lactamases avec la densité
bactérienne (Bedeni¢, Beader, et Zagar 2001; Craig, Bhavnani, et Ambrose 2004; Adler et al.
2015; Harada et al. 2014; Kim et al. 2020; Thomson et Moland 2001; Lépez-Cerero et al. 2010).
C'est dans ce but, qu’une étude visant a caractériser I'El de souches de K. pneumoniae
produisant des BLSE vis-a-vis de I'association ceftazidime/avibactam a été initiée dans notre
laboratoire. Les résultats préliminaires ont montré que selon la souche de K. pneumoniae
utilisée, une augmentation de la CMI de la ceftazidime seule ou associée avec |’avibactam était
observée avec une augmentation de I'inoculum (de 10° UFC/mL a 10® UFC/mL). Ainsi un
modeéle PKPD semi-mécanistique est envisagé afin de décrire les données de TKC obtenues
pour plusieurs inocula de différentes souches de K. pneumoniae en présence de ceftazidime
seule ou associée avec de 'avibactam. La structure initiale du modéle, comme illustrée dans
la Figure 39, sera un mélange entre le modéle de cette thése et celui développé pour
caractériser la PD de l'association aztréonam/avibactam (Alexia Chauzy et al. 2019) qui
dissocie les différents effets de I’avibactam. Ce nouveau modele semi-mécanistique pourrait
permettre de distinguer 'impact de la taille de I'inoculum sur I'effet de la ceftazidime (IE1 bleu
sur la Figure 39) et I'impact de la taille de I'inoculum sur la production de BLSE (EI2 bleu sur la
Figure 39) qui pourrait rentrer en compétition avec |'effet inhibiteur de I'avibactam (en vert

sur la Figure 39).
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Figure 39. Schéma du modeéle PKPD avec deux types d’effet inoclum (IE1 et EI2). Dérivé de
(Chauzy et al. 2019)
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Par ailleurs, dans ce travail de these, une étude de biologie moléculaire a été réalisée en
parallele des TKC statiques in vitro afin d’étudier les éventuelles modifications génétiques
pouvant induire une résistance a la PMB. L'absence de mutations dans les génes impliqués
dans la résistance aux polymyxines (omrCAB, IpxACD et wzc) et I'absence de modification de
I’expression de ces génes, étudiés respectivement par séquencage et RT-gPCR, suggere que
les repousses observées lors de TKC in vitro ne sont pas dues aux mécanismes de résistance
et d’adaptation connus a la PMB. Une analyse en transcriptomique pourrait nous permettre
d’identifier des modifications d’expression dans d’autres genes impliqués. D’autre part, les
mutations contrairement aux modifications d’expression de genes sont des phénoménes
aléatoires difficilement appréhendables sur des courtes périodes comme celles utilisées pour
les TKC. Une étude en hollow-fibers, réalisée sur plusieurs jours, constituerait une méthode
plus adaptée a I'étude de I'émergence des résistances in vitro (Drusano et al. 2021) et se
rapprocherait également, notamment d’un point de vue pharmacocinétique, de la situation

observée en clinique.

La taille de I'inoculum bactérien n’a pas seulement un effet sur I'antibiotique, elle peut
également avoir un impact sur la réponse immunitaire (Lallemand et al. 2021). En effet,
antibiotiques et cellules immunitaires comme les macrophages coopérent pour favoriser
I’élimination bactérienne (Lallemand et al. 2021). Cependant, il a été montré lors d’études in
vitro que la mortalité des macrophages était augmentée a fort inoculum tandis que leur
capacité a tuer des bactéries était diminuée (Lallemand et al. 2021). A. baumannii est une
bactérie principalement extracellulaire, mais certaines souches cliniques ont montré leur
capacité a survivre dans des macrophages murins et humains (Sato et al. 2017). Ainsi la
réalisation d’études de TKC statiques (Lallemand et al. 2021) et dynamiques (Srivastava et al.
2015; 2016) tripartites, c’est-a-dire comprenant des bactéries, des macrophages et un

antibiotique (dans notre cas, la PMB), permettrait de se rapprocher de la physiopathologie.

Dans la seconde partie de cette thése, des modéles murins neutropéniques d’infection de la
cuisse et du poumon a A. baumannii ont été développés afin d’étudier I'impact de la taille de
I'inoculum d’A. baumannii sur I'activité de la PMB in vivo. Les expérimentations animales ont
I'avantage d’offrir une plus grande souplesse que les études cliniques dans lesquelles la
pharmacodynamie des antibiotiques aux sites infectieux ne peut pas étre étudiée. L'approche

utilisée dans cette étude in vivo est semblable a celle utilisée par Lee et al. ou I'impact de la
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taille de I'inoculum de 2 souche de S. aureus sur la PD de la vancomycine a été évalué par une
méthode de « TKC » sur 24 h dans un modele murin d’infection de la cuisse (D.-G. Lee et al.
2013). Dans notre étude, cette approche a été complétée par une analyse PKPD afin de mieux

caractériser I'impact de la taille de I'inoculum d’A. baumannii sur I’activité de la PMB.

Nous avons voulu étudier I'El dans ces deux modeles infectieux, cependant une infection
pulmonaire viable n’a pu étre obtenue qu’avec I'inoculum de 107 UFC/poumon. De la méme
maniére, des forts inocula d’A. baumannii, variant de 107 a 108 UFC/poumon en fonction de la
souche étudiée, ont d( étre utilisés afin d’établir une infection pulmonaire viable dans des
études précédentes (Y.-W. Lin et al. 2018; Bowers et al. 2015; Cheah et al. 2015). La PD de la
PMB a donc été étudiée dans le modéle d’infection pulmonaire a un seul inoculum (107
UFC/poumon). L'article 2 a montré que la PMB était plus efficace dans le modele d’infection
de la cuisse que dans le modele pulmonaire. Cette divergence de résultats entre les deux tissus
a également été observée pour d’autres couples antibiotiques/espéces bactériennes, comme
PMB/K. pneumoniae (Landersdorfer et al. 2018), CST/A. baumannii (Cheah et al. 2015) et
CST/P. aeruginosa (Cheah et al. 2015), et pourrait s’expliquer par une plus faible distribution
des antibiotiques dans les poumons que dans les muscles aprés administration par voie
systémique. En effet, des interactions électrostatiques entre la PMB ou la CST, antibiotiques
polypeptidiques cationiques (Figure 12), et des polyméres anioniques du mucus pulmonaire
comme la mucine ou encore I’ADN extracellulaire (eADN) pourraient limiter leur efficacité in

vivo dans les modeéles d’infection pulmonaire (Samad et al. 2019; J. X. Huang et al. 2015).

L'impact de la taille de I'inoculum d’A. baumannii sur I'efficacité in vivo de la PMB a donc été
uniguement évalué dans le modele d’infection de la cuisse. Afin de caractériser cet El in vivo,
une approche PK/PD a été utilisée pour analyser les données. Initialement, le modele PKPD
développé pour décrire les données in vitro a été appliqué a ces données in vivo. Les résultats
obtenus n’ont pas été satisfaisants (Figure 40) et la structure du modeéle PKPD a été simplifiée
avec, contrairement au modele in vitro, un modeéle in vivo qui suggére que I'El n’est pas

concentration dépendant chez la souris.
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Figure 40. Simulations a partir du modéle in vitro (article soumis : AAC01789-21) du nombre de

bactéries (CFU/cuisse) en fonction du temps aprés une dose unique de PMB (1, 15 et 40 mg/kg)

pour des inocula initiaux de 106 et 107 CFU/cuisse. Les cercles pleins représentent les données
expérimentales et les traits pleins, les prédictions du modéle.

Par ailleurs, I'El in vivo semble a ce stade de I'’étude moins important qu’in vitro mais des
expériences complémentaires avec un inoculum plus faible a 10° CFU/cuisse sont en cours de
réalisation afin de confirmer ou d’infirmer ce résultat. Ces résultats divergents ne sont
toutefois pas totalement surprenants, en effet un certain nombre d’articles de la littérature
montre la difficulté d’extrapoler des résultats in vitro a I'in vivo (Crandon et al. 2012; Tomaras
et al. 2013; Maglio et al. 2004; 2005). Ces divergences résultent bien entendu de phénomenes
multifactoriels comme entre autres une quantité de nutriments in vivo plus faible qu’in vitro
limitant ainsi la croissance bactérienne (Mouton 2018). |l va donc étre nécessaire a I’avenir de
réfléchir a cette problématique qui peut étre a I'origine d’une complexification des modeles

in vitro utilisés afin de se rapprocher des conditions in vivo.

A ce jour, peu d’études ont été menées afin d’évaluer la pertinence clinique d’El observés in
vitro. Jusqu’a présent, les études cliniques ont essentiellement porté sur I'utilisation de la
céfazoline contre des souches de S. aureus sensibles a la méthicilline qui présentaient un El in

vitro (S. Lee et al. 2018; Miller et al. 2018), tandis que les études cliniques évaluant I'El de BGN
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sont manquantes. Toutefois, en cas d’infection avec une charge bactérienne élevée, lorsque
le pathogéne mis en cause est initialement sensible a un antibiotique mais que le patient ne
répond pas cliniquement, les cliniciens devraient considérer I'El comme un facteur
contribuant potentiellement a I'échec du traitement et envisager une autre stratégie
thérapeutique. A linverse, une charge bactérienne faible est attendue dans certaines
situations cliniques comme en pré- ou péri-opératoire ol un traitement antibiotique est
administré a des fins prophylactiques. Dans ce cas, des antibiotiques mis de c6té, en raison de
leur inefficacité ou leur toxicité liée a la nécessité d’utiliser des fortes doses en cas d’infection
sévere, pourraient retrouver leur utilité. Néanmoins, des études cliniques supplémentaires
sont nécessaires avant que des changements dans la pratique clinique courante puissent étre

effectués en toute sécurité.

Enfin, contrairement a ce qui avait été observé dans notre étude in vitro, aucune repousse n’a
été observée lors de nos « TKC » in vivo, des expériences plus longues auraient peut-étre été
nécessaires pour visualiser ce phénoméne. Dans un tel cas, des études de biologie
moléculaires auraient pu permettre d’identifier les mécanismes de résistance adaptative
développés par les bactéries in vivo. Cependant, des études préliminaires réalisées dans notre
laboratoire ont montré qu’il était difficile d’extraire et de purifier les ARN bactériens a partir
de organes infectés. En effet, il existe peu de protocoles expérimentaux permettant d’étudier
les signatures transcriptomiques bactériennes (ARN messagers, ARNm) en raison des faibles
rendements en ARNm bactérien par rapport a ceux de I'ARNm de I'h6te (T. Y. Wong et al.
2019; Robbe-Saule et al. 2017). Ainsi, un protocole d’extraction d’ARN bactérien a partir
d’organes infectés permettant d’obtenir des concentrations suffisantes en acides nucléiques
est en cours de développement au laboratoire pour étudier les phénomeénes de résistances in

vivo.

Pour conclure, ce travail de thése a permis de caractériser I'impact de la taille de I'inoculum
d’A. baumannii sur I'activité de la PMB in vitro et in vivo a I'aide d’une analyse PKPD, ouvrant

des perspectives d’études intéressantes.
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R-lactamases

R-lactamases a
seérine

Classe A

* B-lactamases a spectre
étroit

* B-lactamases a spectre
étendu (BLSE)

Ex : VEB, PER, TEM, CTX-M,

et SHV, etc...

Classe C

Classe D

* Céphalosporinases
Ex : AmpC, etc...

* Carbapénémases
Ex : OXA-24, OXA-58,
etc...

Métallo-B-
lactamases

Classe B

Ex: ViM-1, NDM-1, NDM-
2, etc...

Annexe 1. Classification d'Amber des B-lactamases
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ABSTRACT

Antibiotic resistance has become a major public health concern and is the subject of national
and European action plans. Since economic logic does not encourage large pharmaceutical
groups to invest in research in infectious diseases, resistance is appearing faster than new
antibiotics, leading to situations of therapeutic impasse. Thus, in this context, older antibiotics
such as polymyxins, often abandoned because of their toxicity, constitute treatment of last
resort. Polymyxin B is one of the main antibiotics used to fight pulmonary infections caused
by multidrug-resistant strains of Acinetobacter baumannii, which are found in intensive care
patients. However, several parameters can influence the efficacy of antibiotics such as
bacterial density at the infection site, which varies over time: in case of effective treatment
and/or immune response, the bacterial density decreases while in the opposite case, it
increases. However, a high bacterial density is often associated with decreased antibiotic
efficacy: this microbiological phenomenon is called the inoculum effect. Thus, in this work, the
impact of the size of the A. baumannii inoculum on the pharmacokinetics and

pharmacodynamics of polymyxin B was evaluated through two main studies:

1. The in vitro pharmacokinetics/pharmacodynamics (PK/PD) study of polymyxin B
against a clinical strain of A. baumannii susceptible to polymyxin B. For this purpose, time-kill
curves up to 30h were performed in the presence of polymyxin B (from 0.125 to 128 mg/L)
and four inocula of A. baumannii (from 10° to 108 CFU/mL). These experimental data showed
a marked inoculum effect especially after analysis of the results by semi-mechanistic PKPD
approaches. Indeed, the inoculum effect was characterized in the model by an increase of the
concentration allowing to obtain 50% of the maximal effect (ECso) of polymyxin B by a factor
of 17 in the presence of the highest inoculum, compared to the lowest. To understand the
mechanisms of adaptation to polymyxin B of A. baumannii, whole genome sequencing and
expression quantification of the main resistance genes described in this germ were performed.
These experiments showed that the adaptive resistance observed was not due to the

establishment of these mechanisms.

2. The in vivo PK/PD study of polymyxin B in two reference models of A. baumannii
infection. First, neutropenic murine models of thigh and lung infections were developed.

Then, the in vivo efficacy of polymyxin B after a single subcutaneous administration was



studied over 24 hours. These two models showed that the efficacy of polymyxin B was higher
in the thigh infection model than in the lung infection model. In addition, the inoculum effect
of A. baumannii (10® and 107 CFU/thigh) in the presence of polymyxin B was investigated in
mice with a thigh infection. This PD study was then coupled with a PK study performed at
different doses (1, 15 and 40 mg/kg) to determine the PK parameters of polymyxin B. These
in vivo PK/PD data were initially analyzed with the semi-mechanistic PKPD model developed
from in vitro data. Since the in vitro model did not adequately describe the in vivo data, a new
model was developed using the in vivo data. Preliminary results showed that the inoculum
effect of A. baumannii on polymyxin B efficacy is less significant in vivo than in vitro. Further
experiments with a third inoculum are planned to better characterize this inoculum effect in

vivo.

Keywords: Inoculum effect, Acinetobacter baumannii, polymyxin B, PK/PD modeling,

pharmacokinetics, pharmacodynamic



RESUME

La résistance aux antibiotiques est devenue un probleme de santé publique majeur faisant
I'objet de mesures au niveau national et européen. La logique économique n’incitant pas les
grands groupes pharmaceutiques a investir dans la recherche en infectiologie, les résistances
apparaissent plus vite que les nouveaux antibiotiques, créant des situations d’impasses
thérapeutiques. Ainsi, dans ce contexte de pénurie, des antibiotiques plus anciens comme les
polymyxines, souvent délaissés a cause de leur toxicité, constituent parfois le traitement de
dernier recours. La polymyxine B est I'un des principaux antibiotiques utilisés pour lutter
contre les infections pulmonaires causées par les souches multirésistantes d’Acinetobacter
baumannii, rencontrées chez les patients de réanimation. Cependant, plusieurs parametres
peuvent influencer I'efficacité des antibiotiques, comme par exemple la densité bactérienne
au site infectieux qui varie au cours du temps: en cas de traitement et/ou de réponse
immunitaire efficaces la densité bactérienne diminue, dans le cas contraire, elle augmente.
Or, une forte densité bactérienne est souvent associée a une diminution de I'efficacité des
antibiotiques : ce phénoméne microbiologique est appelé I'effet inoculum. Ainsi dans ce
travail, I'impact de la taille de I'inoculum d’A. baumannii sur la pharmacocinétique et la

pharmacodynamie de la polymyxine B a été évalué a travers deux études principales :

1. L’étude pharmacocinétique/pharmacodynamique (PK/PD) in vitro de la polymyxine B
contre une souche clinique d’A. baumannii sensible a la polymyxine B. Pour cela, des
courbes de bactéricidie sur 30h en présence de polymyxine B (0,125 a 128 mg/L) et de
quatre inocula croissants d’A. baumannii (10°> & 108 UFC/mL) ont été réalisées. Ces
données expérimentales ont montré un effet inoculum marqué notamment apres
analyse des résultats par des approches PKPD semi-mécanistiques. En effet, |'effet
inoculum a été caractérisé dans le modele par une augmentation de la concentration
permettant I'obtention de 50% de I'effet maximal (ECso) de la polymyxine B par un
facteur 17 en présence du plus fort inoculum, comparativement au plus faible. Afin de
comprendre les mécanismes d’adaptation a la polymyxine B mis en place par A.
baumannii, un séquencage du génome entier et une évaluation de I'expression des
principaux genes de résistance décrits chez ce germe ont été réalisés. Ces

expérimentations ont montré que la résistance adaptative observée n’était pas due a

la mise en place de ces mécanismes.



2. L’étude PK/PD in vivo de la polymyxine B dans deux modeles de référence d’infection
a A. baumannii. Dans premier temps, les modeles murins neutropéniques d’infection
de la cuisse et d’infection pulmonaire ont été mis au point. Puis, I'efficacité in vivo sur
24h de la polymyxine B administrée par voie sous-cutanée a été étudiée. Ces deux
modeéles ont montré que I'efficacité de la polymyxine était supérieure dans le modéle
d’infection de la cuisse que dans le modele d’infection pulmonaire. De plus, une étude
d’effet inoculum d’A. baumannii (108 et 107 UFC/cuisse) en présence de polymyxine B
a été réalisée in vivo chez la souris présentant une infection de la cuisse. Cette étude
PD a ensuite été couplée a une étude PK qui a été réalisée a 3 doses (1, 15 et 40 mg/kg)
afin de déterminer les parametres PK de la polymyxine B. Ces données PK/PD in vivo
ont été initialement analysées avec le modele PKPD semi-mécanistique développé a
partir des données in vitro. Le modele in vitro ne permettant pas de décrire
correctement les données in vivo, un nouveau modele a été développé a partir des
données in vivo. Les résultats préliminaires montrent que l'effet inoculum d’A.
baumannii sur |'efficacité de la polymyxine B est moins important in vivo. Des
expérimentations supplémentaires avec un troisieme inoculum sont a prévoir afin de

mieux caractériser cet effet inoculum in vivo.

Mots-clés : Effet inoculum, Acinetobacter baumannii, polymyxine B, modélisation PK/PD,

pharmacocinétique, pharmacodynamie
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