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Introduction

Méthodes

_es bitherapies, souvent prescrites dans l'objectif de préevenir la sélection de mutants resistants (R), ont été peu evaluées comme modalite d’optimisation du traitement des infections en
niofilm. L’objectif de ce travail a été de tester I'efficacité, en condition planctonique et en biofilm, des monothérapies de ciprofloxacine (CIP) et d’amikacine (AMIK) et d’une
nitherapie CIP + AMIK, vis-a-vis de souches de P. aeruginosa sensibles ou de sensibilite diminuee par surexpression d’efflux.

5 souches de P. aeruginosa : PAO1 et 4 isolats cliniques : sauvage (WT), efflux MexAB-OprM (AB), MexXY-OprM (XY) et MexCD-Oprd (CD)

Cultures planctonigues en phase exponentielle, exposition antibiotique (ATB) 24h

Tableau 1 : Caracteristigues des souches de P. aeruginosa étudiées

- e : .. CMI /L Fre d Ni d’ex '
Biofilm de 48h en plaque 6 puits, exposition ATB 72h Souche TCC CIP — VX AMIK muation
TP . : _ (S<16 -R>16)  (S<0.5-R>0.5) (S<1-R>1) (S<8-R>16) (300 mg/LRIF) mexB mexy mexD
Antibiotiques : 4 mg /L de CIP (pour une AUC/CMI>125) / et/ou 40 mg/L d'AMIK (Cmax/CMI>10, et =2,5 pour XY) —= T 0 7% _ TExi0T 0 1o 1o
Dénombrement de la population totale WT 16 0,06 0,25 2 3,4 x 109 1,7 11 03
- o ) . L AB >256 0,06 1 2 8,1 x 109 36 53 07
Recherche des mutants R sur milieu additionne de CIP ou AMIK a 4 x CMI, caractérisation des mutants R CD* 4 0,5 4 0,5 35x10% 13 17 146
i . o _ . XY 32 0,125 1 16 2,9%x10° 1,3 10,1 41
Recherche de faibles variations de CMI en biofilm par mesure des « CMI de population » a 0, 1 et 72h,

Quantification des niveaux d’expression des systemes d’efflux par gRT-PCR

Reésultats

« Absence de mutations dans le QRDR;
« TCC : ticarcilline-clavulanate ; LVX : Iévofloxacine ; RIF : rifampicine

** En culture planctonique :

A partir de cultures planctoniques (7,7%0,4 log,, ufc/mL) réduction aprés 1h de mono ou bithérapie 23,9 log,, ufc/mL

- Apres 8h de traitement par CIP :
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Figure 1 : Courbes de reduction bactérienne en culture planctonique apres traitement par ciprofloxacine (a), amikacine (b), ciprofloxacine + amikacine (c)
TC : témoin de croissance - expression stable (X1) de MexXY-OprM apres exposition ATB

—e— TC —=— AB - Sensibilité diminuée a la CIP ou AMIK par hyper-expression d’efflux, favorisant I’émergence de mutants R

—t—— PAO]l =% CD

—e— WI —— XY 3 Sélection de mutants R prévenues par I'association CIP + AMIK - Eradication en 24h, sans sélection de mutants résistants
* En biofilm :

A partir de biofilm (8,2%*0,5 log,, ufc/mL), réduction bactérienne biphasique : 21,9 log,, ufc/mL apres 1h de mono ou bithérapie
concentrations bactériennes stables entre 8h et 72h (4%£0.7 log10 ufc/mL)

- Absence d’éradication bactérienne bactérienne en 72h

Sans différence significative (p>0,05) :
- selon les souches
- selon I'exposition a CIP, AMIK ou a I'association

Concentrations d’antibiotique stables apres 72h d’exposition ATB
(ciprofloxacine : 6,5 = 1,3 mg/L ; amikacine : 49,8 &= 3,6 mg/L)

total UFC
total UFC

-> Population survivante apres 72h d’exposition ATB <1% de |la population initiale

e - = « Composeée tres majoritairement de cellules sensibles (>99,9%)
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* Isolement erratigue de mutants R apres mono- et bitherapie :
- CMI CIP allant de 0,5 a 2 mg/L - expression x 5 a 180 de MexCD-OprJ,

absence de mutation dans le QRDR
- CMI AMIK de 2 a >256 mg/L - expression stable de MexXY-OprM
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Figure 2 : Courbes de réduction bactéerienne en biofilm apres traitement par ciprofloxacine, amikacine, ciprofloxacine + amikacine par souche.
TC : témoin de croissance Absence d’ameélioration par une association d’ATB

Conclusion

L’intérét d’une association d’antibiotique semble confirmé dans un modele d’infection planctonique, permettant de prévenir la sélection de mutants
resistants, favorisée par des systemes d’efflux aux antibiotigues. En biofilm, I’échec du traitement est du a une population de bactéries persistantes,
tolérantes aux antibiotigues, sans émergence de mutants resistants, y compris pour des souches exprimant des efflux et au cours de monothéerapies.
L’association d’antibiotiques ne démontre pas dans ce modele d’intérét pour le traitement des infections en biofilm.



