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Introduction

ME
Hoffmann et al.

Eur J Cell Biol 2011

Prise en charge des IOA chroniques / sur matériel : 20% d’échec (au mieux …) 



Antibiothérapie intracellulaire



Modèle d’étude

Ostéoblastes

humain ou animaux / lignées ou primaires

Staphylococcus aureus

Eradication des bactéries restées
extracellulairesInfection Traitement

Etape 1 Etape 2 Etape 3

Incubation en présence
des molécules testées

2h - 48h
+/- lysostaphine ou gentamicine

Gentamicine ou Lysostaphine
10 µg/mL - 20 mg/mL

30’ - 3h30’

Adhérence
Internalisation

Compte CFU
Nombres de bactéries
intracellulaires AVANT

traitement

Compte CFU
Nombres de bactéries
intracellulaires APRES

traitement +/- SCV

Nombreuses sources de variabilité
- Souche utilisée : MSSA/MRSA, clinique/laboratoire
- MOI : internalisation, cytotoxicité, pertinence
- Phase de culture
- Agent extracellulaire et concentration (pinocytose)
- Timing du traitement : modèle aigu ou chronique
- Dose d’antibiotique : multiple CMI, concentration osseuse
- Maintien genta/lyso : évite la réinfection

MOI 0.5 - 500



Paramètres PK influençant l’efficacité du traitement

1. Concentration locale : diffusion osseuse des antibiotiques

CONCENTRATION
PLASMATIQUE

CONCENTRATION
OSSEUSE

dose administrée

Absorption
Distribution
Liaison protéique
Métabolisme 
Élimination

Quel os ? 
Os cortical / spongieux

Inflammation locale
Liaison protéique

Thabit 2019 – Landersdorfer 2009 



Paramètres PK influençant l’efficacité du traitement

1. Concentration locale : diffusion osseuse des antibiotiques

2. Concentration intracellulaire

Diffusion +++

Endocytose

Transporteurs

Taille
Liposolubilité

Ionisation (pH)

Adsorption 
Récepteurs 

Aminosides
Glycopeptides

Bétalactamines
Quinolones 

Efflux

Van Bambeke 2006 – Tulkiens 2003



Paramètres PK influençant l’efficacité du traitement

1. Concentration locale : diffusion osseuse des antibiotiques

2. Concentration intracellulaire

Diffusion +++

Endocytose

Transporteurs

Taille
Liposolubilité

Ionisation (pH)

Adsorption 
Récepteurs 

Aminosides
Glycopeptides

Bétalactamines
Quinolones 

Efflux

Cyclines
Macrolides

Clindamycine
Rifamycines

Fluoroquinolones
Glycopeptides
Fosfomycine

Linézolide
Daptomycine
Aminosides

Betalactamines

RATIO C/E



Van Bambeke 2006 – Tulkiens 2003



Paramètres PK influençant l’efficacité du traitement

1. Concentration locale : diffusion osseuse des antibiotiques

2. Concentration intracellulaire et sub-cellulaire

Diffusion +++

Endocytose

Transporteurs

Taille
Liposolubilité

Ionisation (pH)

Adsorption 
Récepteurs 

Aminosides
Glycopeptides

Bétalactamines
Quinolones 

Efflux

lysosomes

Cyclines
Macrolides

Clindamycine
Rifamycines

Fluoroquinolones
Glycopeptides
Fosfomycine

Linézolide
Daptomycine
Aminosides

Betalactamines

RATIO C/E



Van Bambeke 2006 – Tulkiens 2003



Paramètres PK influençant l’efficacité du traitement

1. Concentration locale : diffusion osseuse des antibiotiques

2. Concentration intracellulaire et sub-cellulaire

3. Conditions physicochimiques locales (pH)

Perte d’efficacité à pH acide

Gain d’efficacité à pH acide 

Aucun changement

CMI pH7,5 pH5

Rifampicine 0,0075 0,0009

Rifapentine 0,007 <0,0035

Téicoplanine 0,5 0,0625

Rifabutine <0,0035 0,125

Fosfomycine 0,25 2

Daptomycine 1 4

Lévofloxacine 0,25 2

Ofloxacine 0,5 2

Tigécycline 0,25 1

Cotrimoxazole 0,5 2

Clindamycine 8 >32

Oxacilline 0,0625 0,0625

Céfazoline 0,125 0,0125

Vancomycine 2 1

Linezolide 4 4

Doxycyline 0,125 0,0625



log10 pour
100,000 cellules

Screening

HG001
Concentration osseuses



log10 pour
100,000 cellules

Aucune
action

Importance de la localisation intra-cellulaire
- S. aureus : endolysosomal, cytoplasme (30%)
- Vancomycine : très lente diffusion lysosomale

Screening



log10 pour
100,000 cellules

Aucune
action

bacterio
STATIQUE

Screening



log10 pour
100,000 cellules

Aucune
action

BACTERICIDIEbacterio
STATIQUE

Screening

Importance des conditions physico-chimiques
- pH optimal : rifampicine
- pH et conformation PLP : oxacilline



Rifamycines

- Efficacité temps-dépendante de la rifampicine dans la 
majorité des modèles, plus controversée dans le 
modèle « chronique »

- Place des associations incertaines (efficacité déjà 
maximale de la rifampicine)

- Potentiel de la rifabutine, efficace dès de très faibles 
concentration (0,1 MIC)Tuchscherr 2016 – Melendez-Carmona 2019 – Yu 2020 

Sanchez 2015 – Mohamed 2014 – Kreis 2013



Tolérance et émergence de SCVs

HG001 
Concentration osseuses



Tolérance et émergence de SCVs



Alcalinisation lysosomale

Trois souches poolées

x 2,7 x 2,7 x 2,7 x 6,5 pH= 7

pH

+-

• A partir de 2,5 mg/L, HC augmente le 
flux autophagique

• A partir de 10 mg/L, HC alcalinise les 
lysosomes et donc restaure l’activité 
de certains ATB



Autres approches innovantes



Conclusions



Pour en savoir plus …



Antibiothérapie anti-biofilm



Biofilm = population bactérienne héterogène + matrice extracellulaire (slime) 

Rappel Biofilm



S. epidermidis

24h (ou plus) 24h ou plus

Traitement

Modèle d’étude

S. aureus

Choix du milieu ? Choix du milieu ?

Comptage bactéries vivantes 
au sein du biofilm

Evaluation de la biomasse 
(coloration au cristal violet)

Nombreuses sources de variabilité
- Souche utilisée : MSSA/MRSA/MSSE, MRSE, clinique/laboratoire
- Milieu de culture (pendant formation et traitement)
- Surface pour adhésion et formation biofilm (plastique, matériaux orthopédiques
- Timing du traitement : modèle aigu ou chronique
- Dose d’antibiotique : multiple CMI, concentration osseuse
- Modèle statique ou dynamique (flow cell)



• MBEC = Minimum Biofilm Eradication Concentration

équivalent de la MIC pour les biofilms 

• MBEC = 10 à 1000 x MIC !!! 

• Baisse de sensibilité aux antibiotiques = tolérance et pas résistance

pas d'augmentation de la MIC pour les bactéries issues du biofilm

• Explications ?

• Problème de pénétration des antibiotiques dans le biofilm ?

• Bactéries différentes dans le biofilm ?

Donlan, 2000

Biofilm et tolérance aux antibiotiques



Rifamycines

Rifapentine et rifabutine plus efficace que rifampicine 
contre biofilm à S. aureus in vitro

Méthode Biofilm Ring Test 
(prévention formation du biofilm)



• Pénétration des antibiotiques

• Rôle des composants de la matrice extracellulaire

• Polysaccharides

• eDNA

• Enzymes présentes dans la matrice (β-lactamases)

Hall et Mah, 2017

Mécanisme de tolérance aux antibiotiques



• Pénétration des antibiotiques

• Rôle des composants de la matrice extracellulaire

• Polysaccharides

• eDNA

• Enzymes présentes dans la matrice (β-lactamases)

• Hétérogénéité, hypoxie et croissance ralentie

• Réponse oxydative

• Limitation nutrionnelle et réponse stringente

• Pompes à efflux

• Diversité génétique

• Transfert horizontal de gènes

• Fréquence des mutations 

• SCV

• Persister
Hall et Mah, 2017

Mécanisme de tolérance aux antibiotiques
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Mécanisme de tolérance aux antibiotiques



La daptomycine peut pénétrer dans le biofilm mais ne l'éradique pas !

S. aureusDaptomycine Merge

Boudjemaa et al., 2016

Biofilm et pénétration de la daptomycine



La pénétration des antibiotiques dans le biofilm n'est 

pas proportionnelle à l'activité bactéricide !

Jacqueline et Caillon, 2014

Biofilm et pénétration des antibiotiques



Acidification de microenvironnement par l'eDNA

Hall et Mah, 2017; Zapotoczna M, O’Neill E, O'Gara JP, 2016

Inactivation des antibiotiques

Matrice extracellulaire du   biofilm 



"Limitation nutritionnelle"

Hypoxie

Ralentissement de 

l'activité 

métabolique

Tolérance aux 

antibiotiques

Stewart et Franklin, 2008; Davies, 2003 

Biofilm et activité métabolique bactérienne



Antibiogramme anti-biofilm en pratique clinique



Take-home messages



Persistance intracelluaire

• prédiction d’efficacité complexe : diffusion (sub)cellulaire, 

conditions physicochimiques locales …

• Rifamycines (dont rifabutine) +++, fluoroquinolones

(et clindamycine)

• Impact clinique incertain 

Biofilm

• MBEC = 10 à 1000 x MIC !!! 

• Mécanismes de la tolérance aux antibiotiques

• Pas forcément la pénétration 

• eDNA et acidification du microenvironnement

• Métabolisme bactérien ralenti/altéré

Similarité entre persistance intracellulaire et biofilm

Sanctuarisation de la bactérie et switch vers la chronicité

ex : SCV/persister

Sendi et al., 2006

J. Tasse, HCL, 2017

Synthèse


